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A. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LA FALDH DE A.
THALIANA

1. Obtencion del extracto de proteinas totales.

Se partié de un extracto proteico obtenido a partir de células en cultivo de A. thaliana
(linea T87-C3). La homogeneizacion del tejido era uno de los factores importantes
durante el proceso de la extraccion proteica, debido a la dificultad que presenta la
pared celular vegetal. En el homogenado no pudimos detectar actividad formaldehido
deshidrogenasa debido a la gran dilucion de la muestra. Por ello, se concentrd la
misma empleando distintos métodos como la liofilizacion, la ultrafiltracion (Amicon),

y la precipitacion con sulfato amodnico.

Los resultados obtenidos mostraron que con la liofilizacion la FALDH perdia el 100%
de su actividad enzimatica, al contrario de lo que sucede con otras alcohol
deshidrogenasas (Bicsak y col., 1982). La ultracentrifugacién con el Amicon dié lugar
a una pérdida del 30% de la actividad de la proteina. En cambio, la precipitacion con
sulfato amonico, a una concentracion del 90% de saturacidon, permitid conservar el

90% de la actividad enzimatica.

Los primeros intentos para detectar la presencia de la actividad formaldehido
deshidrogenasa dependiente de glutation (FALDH) en homogenado concentrado, no
tuvieron éxito. Sin embargo, se detectd una ligera actividad oxidante de glutation
cuando se ensayaba la actividad en presencia de glutation reducido y NAD" (actividad
glutation reductasa), y una actividad oxidante de formaldehido en presencia de NAD"
que no necesitaba la presencia de glutation (actividad formaldehido deshidrogenasa

independiente de glutation).

Por esta razon se optd por continuar adelante el proceso de purificacion y determinar la
actividad FALDH después de la primera etapa de purificacion a través de una columna

de DEAE-Sepharosa.

2. Cromatografia de intercambio ionico en DEAE-Sepharosa.
El homogenado concentrado de A. thaliana se aplicoé a una columna de DEAE-
Sepharosa CL-6B equilibrada con el tampén 10 mM Tris/HCI pH 7,5, 0,5 mM DTT.

Se efectud un lavado con el mismo tampdn y posteriormente se aplicd un gradiente
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lineal de 0 a 0,18 M de NaCl. El perfil de esta cromatografia se presenta en la figura
10. La actividad formaldehido deshidrogenasa se eluyd a una conductividad de 6
mS/cm. Las fracciones con actividad FALDH fueron recogidas y concentradas. Tras
concentrar las fracciones correspondientes al pico de actividad FALDH, el concentrado
se dializo frente al tampon 10 mM Tris/HCIL, pH 7,5, 0,5 mM DTT. A continuacién se

aplico sobre una columna de intercambio anionica por HPLC.
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Figura 10. Perfil de la cromatografia en DEAE-Sepharosa a pH 7,5. La flecha indica el inicio
del gradiente de NaCl.

El pico de actividad enzimatica FALDH procedente de la cromatografia sobre DEAE-
Sepharosa, se analizd también por electroforesis en geles de almidon y posterior
tincion con dos tipos de sustratos, el formaldehido (preparado a partir de
paraformaldehido) y el alcohol crotilico. La tincion por actividad formaldehido
deshidrogenasa, con formaldehido y glutation como sustratos, mostr6 la presencia de
dos bandas mayoritarias con migracion anodica a pH 8 (Figura 11, carril 2). La tincion
con alcohol crotilico mostrd la presencia de una banda adicional con migracién mas
anddica que las anteriores (Figura 11, carril 1), que corresponderia a la actividad

alcohol deshidrogenasa activa con etanol (alcohol deshidrogenasa clase P) (Shafgat y
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col., 1996). Como control, se utilizé homogenado de S. cerevisiae revelado por tincion
con formaldehido, glutation reducido y NAD", detectandose la presencia de varias

bandas anddicas, tal como se describe en Fernandez y col., (1995) (Figura 11, carril 3).
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Figura 11. Andlisis de la FALDH mediante electroforesis en geles de almidon tefiidos por
actividad.

1. Bandas de actividad alcohol deshidrogenasa de A. thaliana detectadas por tinciéon con
alcohol crotilico.

2. Bandas de actividad FALDH de A4. thaliana detectadas por tincidén con formaldehido mas
glutation.

3. Bandas de actividad FALDH a partir de extractos crudos de S. cerevisiae detectadas por
tinciéon con formaldehido mas glutation.

3. Cromatografia de intercambio anionico por HPLC.

El pico de actividad FALDH procedente de la cromatografia en DEAE-Sepharosa fué
introducido en una columna de intercambio anidnico fuerte, Protein-Pack Q 8HR
(Biorad). La columna se equilibré con el tampén Tris/Acetato 1 M, DTT 0,5 mM, pH
6,6. Antes de aplicarse a la columna, la muestra fue centrifugada a 14.000 rpm para
eliminar posibles particulas solidas. La actividad FALDH qued6 totalmente retenida en
la resina, siendo posteriormente eluida con un gradiente de acetato de sodio 0-300 mM.

La actividad FALDH se correspondié con el pico eluido a partir del minuto 25 (Figura

12).
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Figura 12. Perfil de elucion de la cromatografia en Protein-Pack Q 8HR.

4. Cromatografia de afinidad en Blue-Sepharosa.

La siguiente etapa de purificacion consistido en una cromatografia de afinidad sobre
Blue-Sepharosa. El pico procedente de la cromatografia de HPLC, fue concentrado y a
continuacién dializado y aplicado sobre una columna de Blue-Sepharosa, equilibrada
con el tampon Tris/HCI 10 mM pH 7.5, 0,5 mM DTT. El pico de actividad se obtuvo
después de aplicar un gradiente lineal de NADH de 0-0,5 M (Figura 13).

Una vez recogidas las fracciones correspondientes al pico de actividad, el exceso de
NADH fue extraido aplicando la muestra sobre una columna PD-10 equilibrada con el

tampon Tris/HC1 10 mM pH 7,5, DTT 0,5 mM.
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Figura 13. Perfil de elucion de la cromatografia en Blue-Sepharosa. La flecha indica el inicio del
gradiente de NADH

5. Analisis del grado de pureza del enzima.
El grado de pureza de la FALDH al final del proceso de purificacioén se determind por
electroforesis en un gel de poliacrilamida con SDS, que se tifid con sales de plata. Se
obtuvo como resultado una sola banda, que correspondi6 a un peso molecular de unos
45.000 Da (Figura 14).
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Figura 14. Determinacion del grado de pureza y del peso molecular de la FALDHen condiciones
desnaturalizantes, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida

con SDS y tincion con sales de plata.

1. Fraccion eluida de la cromatografia en Blue-Sepharosa.

2. Patrones de Peso Molecular.
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6. Resumen del proceso de purificacion de la FALDH de A. thaliana.

En la tabla 1 se exponen los resultados obtenidos a lo largo del proceso de
purificacion, y que se comentan a continuacion.

A partir de 459 g de células de 4. thaliana (linea celular T87), se obtuvieron, tras la
cromatografia en HPLC, 0,67 mg de proteina de elevado grado de pureza, aunque no
totalmente homogénea. De éstos, solo una fraccion fue aplicada a una columna de
Blue-Sepharosa, obteniéndose 0,14 mg de FALDH totalmente homogénea, segun la
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, tefiida con sales de plata. Ya que los
datos finales corresponden s6lo a una fraccién de la proteina de partida, no se ha

podido calcular el rendimiento del proceso de purificacion

Tabla 3. Resumen del proceso de purificacion de la FALDH de A. thaliana.

Etapa Proteina Actividad total | Actividad Factor de
total (u) especifica purificacion
(mg) (u/mg)

Sobrenadante 459 4.2 0,009 1

DEAE- 7,4 6,12 0,8 88,8

Sepharosa

Protein-PackQ 0,67 0,64 0,95 105,5

8HR

Blue- 0,14 0,4 2,8 311

Sepharosa*

Se utilizaron ~ 459 g de células de A. thaliana T87. Las actividades se midieron en
tampon fosfato de sodio 0,1 M, pH 8,0, a 25°C, en presencia de formaldehido 1 mM,
glutation 1 mM y NAD" 4 mM. Los valores de proteina total se determinaron
mediante Bradford.

* Solo una fraccion de 10 ml (la que presentaba la méxima actividad FALDH)
procedente de la cromatografia en Protein Pack Q 8HR se utilizo6 para la
cromatografia en Blue-Sepharosa.

7. Estudio fisico-quimico de la FALDH de A. thaliana.

7.1 Analisis por inmunodeteccion en Western blot.

Se probo si el anticuerpo anti-FALDH de rata era capaz de reconocer la FALDH de A.
thaliana en preparaciones de proteina parcialmente pura. Para ello se realizd una
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS, se transfirieron las proteinas a una
membrana y seguidamente se realiz6 la deteccion, utilizando como anticuerpo primario

un anticuerpo policlonal anti-FALDH de rata (Boleda, 1990) a una dilucion de 1:1000.
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Como sistema de deteccion se utilizd un anticuerpo secundario conjugado con la

fosfatasa alcalina (BioRad).

El anticuerpo anti-FALDH de rata reconoci6é una banda de 45.000 Da, indicando una

similitud estructural entre la FALDH de A. thaliana y de rata (Figura 15).
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Figura 15. Western blot de la FALDH después de la ultima etapa de purificacion en Blue-
Sepharosa.

7.2 Determinacion del punto isoeléctrico.

La electrofocalizacion analitica de la FALDH de A. thaliana en un gel de
isoelectroenfoque de intervalo de pH 3-9, mostro la existencia de dos bandas con

valores de punto isoeléctrico de 5,3 y 5,6 respectivamente (Figura 16).

pH pH3
5,2 - _—
6,8 —
8,5 -
pHY

Figura 16. Electrofocalizacion analitica de la FALDH A. thaliana. El gel de electroforesis fue
revelado por actividad, en presencia de formaldehido 1 mM, glutation 1 mM y NAD" 4 mM.
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8. Caracterizacion enzimatica de la FALDH de A. thaliana.

La purificacion de la FALDH de A4. thaliana a partir de la linea celular T87, nos
permitio extraer muy poca cantidad de proteina (140 pg), por lo que nos fue imposible
realizar un estudio cinético completo del enzima.

Sin embargo, pudimos demostrar que la FALDH de A. thaliana presenta una gran
afinidad por el S-hidroximetilglutation, obteniendo una Km de 7 uM. El enzima es
también activo con 1 mM octanol. En cambio es inactivo con etanol a una

concentracion de 33 mM.

9. Expresion de la Formaldehido deshidrogenasa de A. thaliana en la levadura
Saccharomyces cerevisiae.

La expresion de proteinas en sistemas heter6logos es una moderna metodologia que ha
abierto infinitas posibilidades en el tradicional campo de la quimica de proteinas. Esta
técnica permite la obtencion de grandes cantidades de proteina o péptido objeto de
estudio.

En nuestro caso, la purificacién de la FALDH a partir de tejido de la planta, dié como
resultado la obtencién de muy poca cantidad de proteina (140 pg), hecho que no nos
permitio realizar la determinacion de las constantes cinéticas del enzima en diferentes
condiciones de experimentacion. Frente a este problema, pensamos en expresar el
enzima en un sistema heterologo, como es S. cerevisiae. Esto nos permitio tener un
sistema de sobreproduccion de la proteina para poder purificarla y estudiar su

comportamiento cinético, asi como para obtener un anticuerpo.

9.1 Clonacion en el vector pUC18.

El clonaje se realiz6 en dos etapas: primero se clon6 la zona codificante del cDNA de
la FALDH de A. thaliana en el vector pUC18 de E. coli, y a continuacion el fragmento
de DNA correspondiente se clond en el vector de expresion de S. cerevisiae pYES2.
Se utilizo la reaccion de PCR para amplificar la zona codificante del cDNA de la
FALDH de A. thaliana previamente clonado en el vector pBluescript SK +/- (Martinez
y col., 1996). Con los cebadores ARAB1 y ARAB?2, se introdujo el sitio de restriccion
Kpnl en el extremo 5', previo al ATG. El sitio de restriccion Kpnl era necesario para

poder clonar facilmente el cDNA en el vector de expresion pYES2. Una vez finalizada
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la reaccion de PCR, se realizo un analisis electroforético de los productos resultantes,

para comprobar la existencia del DNA del tamafio esperado (1200 pb) (Figura 17).

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, del producto de amplificacion por PCR
obtenido a partir del cDNA de A. thaliana.

1. Producto de la amplificacion

2. Control negativo: contiene toda la mezcla de la amplificacion excepto el DNA.

3. Marcadores de Peso molecular.

Para realizar el primer clonaje, el producto de amplificacion se repard con el fragmento
de Klenow de la DNA polimerasa I, con el fin de obtener extremos romos. El DNA
reparado se ligd en el vector pUC18 cortado con el enzima Smal. La presencia del
fragmento FALDH en los clones seleccionados como positivos se comprob6 mediante

la reaccion de la PCR, y también por digestion con el enzima de restriccion Kpnl.

9.2 Subclonacion en el vector de expresion pYES2.

Elegimos como vector de expresion en levadura el pYES2, un vector multicopia que
dirige un gran nivel de expresion en levadura. Dicho plasmido, de 6000 pb, posee una
region con multiples sitios de clonacidn, adyacente al promotor inducible por galactosa

GAL1. Ademas posee el gen uracilo como marcador de seleccion (Figura 18).
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Figura 18. Vector usado en la expresion de la FALDH de A. thaliana en levadura.

El plasmido pYES2 se cortd con el enzima de restriccion Kpnl. La construccion
pUCI18-FALDH fue digerida también con Kpnl para liberar el DNA a clonar. El DNA
liberado del vector pUC18 fue subclonado en el vector de expresion pYES2 bajo el
control del promotor GALI1. La figura 19 muestra el mapa de restriccion del inserto y
de las zonas adyacentes a ¢€l, y la figura 20 las digestiones realizadas para comprobar la
presencia del inserto en uno de los clones seleccionados y su orientacion frente al
promotor. La orientacién del inserto FALDH con respecto al promotor GALI1 era

importante para que la expresion pudiera tener lugar.
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Figura 19. Mapa de restriccion del inserto y zonas adjacentes en el vector pYES?2.
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Figura 20.Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las minipreparaciones de DNA de uno de
los clones obtenidos en pYES2.

1. Marcadores de Peso molecular.

2. pYES2-FALDH sin digerir.

3. 3. Digestion con Kpnl4..

4. Digestion con BamHI (comprobacion de la orientacion).
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9.3 Construccion de una cepa mutante de S. cerevisiae sfal A

9.3.1 Estrategia de delecion del gen SFAL.

La delecion se llevo a cabo mediante la sustitucion de la zona codificante y una parte
del promotor del gen SFA1 por el gen HIS3.

Para ello se transform¢ la cepa haploide de S. cerevisiae W303D, que presenta
auxotrofia para HIS3, con un fragmento de DNA lineal que contenia el gen HIS3
flanqueado por las regiones 5 y 3" no codificantes del gen SFAI, que serian las que
dirigirian la recombinacion homodloga (Figura 21). Las colonias de levadura
transformadas con dicho fragmento lineal fueron después cultivadas en placas SMM
sin histidina, seleccionando de esta manera aquellas colonias que habian incorporado
el gen HIS3. Algunas de las colonias seleccionadas se analizaron mediante

isoelectroenfoque revelado por actividad FALDH y mediante Southern-blot.

Sacl Scal Scal Ncol EcoRI

col EcoRI
W303D

Sacl  Pstl  Scal Pstl Scal Ncol EcoRI
o e ———— 303D e

Pstl Ncol

| Sonda radioactiva

6,5 kpb .
« > <P p Cepa no deleccionada
>« P Cepa deleccionada
1,3 kpb 5,2 kpb

Figura 21. Esquema mostrando la estrategia seguida para deleccionar el gen SFAI. Se
substituyd la region codificante del gen SFAI, comprendida entre dos dianas de restriccion
Scal, por el gen HIS3. Para ello, se utilizo un fragmento lineal que fue obtenido por digestion
con los enzimas Sacl y EcoRI y que fue introducido dentro de la cepa haploide de levadura
W303D. Las secuencias que flaquean el gen HIS3, son las regiones 5° y 3" no codificantes del
gen SFA1, que dirigen la recombinacion homoéloga en el cromosoma de levadura.
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9.3.2 Analisis de homogenados de las cepas deleccionadas.

9.3.2.1 Analisis por Isoelectroenfoque y posterior revelado por actividad FALDH.
Las colonias seleccionadas fueron crecidas en medio rico y lisadas con bolas de vidrio
en tampon de homogenizacion. Los correspondientes homogenados fueron analizados
por isoelectroenfoque revelado por actividad FALDH. En la figura 22 se muestra el
resultado para una de las colonias deleccionadas (carril 1), asi como el correspondiente
a una colonia de S. cerevisiae W303D utilizada como control (carril 2). Las colonias
seleccionadas no presentaron actividad FALDH, tal como se esperaba si el reemplazo

del gen SFAI por el gen HIS3 habia tenido lugar.

PH9

1 2 PH 3

Figura 22. Isoelectoenfoque en un gradiente de pH 3-9 y posterior tincion por actividad FALDH.
1. Homogenado de la cepa transformada con el fragmento lineal de HIS3

(cepa deleccionada).

2. Homogenado de la cepa inicial haploide W303D.

9.3.2.2 Analisis por Southern blot.

El DNA genomico fue digerido con los enzimas de restriccion EcoRl y Pstl e
hibridado con el fragmento Ncol/Pstl procedente del gen SFAI (véase figura 21), que
contenia toda la zona codificante del gen mas las zonas flanqueantes. Puesto que el gen
HIS3 contiene un sitio de restriccion interno para Pstl, que no esta presente en SFA/, el
patron de bandas esperado era un fragmento de 5,2 Kb y otro de 1,3 Kb en las cepas
deleccionadas, mientras que la cepa silvestre revelaria la presencia de un tnico
fragmento de 6,5 kb. EL resultado del Southern blot (Figura 23) confirm6 que todas las

colonias seleccionadas tenian deleccionado el gen SFA/ y sustituido por el gen HIS3.
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Figura 23. Analisis por Southern blot. E1l DNA genomico de distintas colonias de S. cerevisiae fué
digerido con Pstl y EcoRI.

1. Colonia con el gen SFA! delecionado (sfal::HIS3)

2. Cepa haploide original W303D, que contiene el gen SFAI.

9.4 Purificacion de la FALDH recombinante de A. thaliana.

El cDNA correspondiente a la FALDH de 4. thaliana clonado en el vector pYES2, fué
utilizado para transformar la cepa deleccionada de S. cerevisiae (sfal::HIS3).

La expresion y posterior purificacion de la proteina se realizd a partir de un cultivo
aerobico de 50 1, crecido en un bioreactor, con el fin de asegurar la obtencion de una
cantidad de proteina suficiente como para realizar su caracterizacion cinética. El cultivo
se crecid hasta la fase estacionaria, obteniendose un valor de la O.Dgoonm= 4,45. El
analisis de la composicion del medio revelé que la llegada a la fase estacionaria se
correlacionaba con el agotamiento de galactosa en el medio. Tras la separacion de las
células de levadura del resto del medio mediante una centrifugacion, se centrifugd de
nuevo el sedimento a 3000 x g, obteniéndose unos 300 g de células (en peso humedo).
Las cé¢lulas fueron resuspendidas en tampon de homogenizacion y lisadas en un
homogeneizador "bead-beater”, con bolas de vidrio de 0,5 mm de diametro. A
continuacion fueron centrifugadas y el sobrenadante dializado con el tampon

correspondiente para su posterior cromatografia en una columna de DEAE-Sepharosa.
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9.4.1 Cromatografia de intercambio anionico en DEAE-Sepharosa.

La primera etapa de purificacion consistié en una cromatografia liquida sobre DEAE-
Sepharosa a pH 7,5. La totalidad de la actividad FALDH quedo6 retenida en la columna
y fue eluida mediante la aplicacion de un gradiente de NaCl 0-0,18 M (Figura 24a). El
pico de actividad FALDH se obtuvo a una fuerza iénica de 6 mS/cm. Se recolectaron
las fracciones correspondientes, se concentraron, y se dializaron con el correspondiente

tampon para aplicarlas a una columna de hidroxiapatito.

9.4.2 Cromatografia en hidroxiapatito.

En esta cromatografia la enzima FALDH quedo totalmente retenida en la resina y fue
eluida con un gradiente de fuerza i6nica de KH,PO4 (10-400 mM) (Figura 24b). El
pico de actividad FALDH se obtuvo a una fuerza idnica de 7 mS/cm. En esta etapa de
purificacion se consiguid eliminar por completo la actividad reductora de
formaldehido, que interfiere en la determinacion de la actividad FALDH. Por otro
lado, ésta es una etapa imprescindible para la uniéon de la FALDH a la columna de
afinidad sobre Blue-Sepharosa, que se utiliza en la siguiente etapa de purificacion.

Las fracciones que mostraron actividad FALDH fueron concentradas y dializadas en el
tampon adecuado, y la muestra fue aplicada sobre una columna de afinidad de Blue-

Sepharosa.

9.4.3 Cromatografia de afinidad en Blue-Sepharosa.

Igual que en las cromatografias anteriores, toda la actividad FALDH quedo retenida en
la columna y fue eluida mediante un gradiente de NADH (0-750 uM) (Figura 24c).
Como consecuencia de la aplicacion del gradiente, se eluy6 un pico de actividad que

dio lugar a una fraccion homogénea de FALDH.
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Figura 24. Purificacion de la FALDH recombinante de 4. thaliana.
(a) Cromatografia en DEAE-Sepharosa.

(b) Cromatografia en BioGel-HT hidroxiapatito.

(¢) Cromatografia en Blue-Sepharosa.

Las flechas indican el inicio del gradiente.
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9.4.4 Resumen del proceso de purificacion.

En la tabla 4 se exponen los resultados que se obtuvieron a lo largo del proceso de
purificacion, y que se comentan a continuacion.

A partir de 300 g de células de levadura transformada se obtuvieron 4,1 mg de FALDH
de A. thaliana con una actividad especifica de 15 u/mg de proteina, segin los ensayos
de actividad estandar. El redimiendo del proceso fue del 20,6%.

Hay que anotar que el valor de la actividad especifica de la FALDH recombinante
encontrado (15 u/mg), es bastante superior al encontrado para la FALDH purificada a
partir de la linea celular T87 (2,8 u/mg). Esto puede ser debido a un mayor grado de
pureza obtenido en la preparacion de la FALDH recombinante en comparacion con la

proteina no recombinante.

Tabla 4. Tabla de purificacion de la FALDH recombinante de A. thaliana.

Etapa Volumen Actividad total ~ Proteina total ~ Actividad  Rendimiento
(ml) (unidades) (mg) especifica %
(u/mg)
Sobrenadante 300 300 510 0,58 100
DEAE-Sepharosa 45 360%* 60,3 5,9 120
Hidroxiapatito 35 120 27,3 4.4 40
Blue-Sepharosa 16 62 4,1 15 20,6

Las actividades se midieron en tampon fosfato de sodio 0,1M, pH 8,0, a 25°C, utilizando
formaldehidol mM, glutation 1 mM y NAD" 4 mM. Los valores de proteina total se
determinaron por Bradford.

* El aumento de actividad es presumiblemente debido a la eliminacién de inhibidores de la
FALDH o de actividades que enmascaraban la FALDH

10. Estudios fisico-quimicos de la FALDH de A. thaliana.

10.1 Determinacion del peso molecular.

Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes se
determiné un peso molecular aproximado de 45000 Da para el mondmero de la
FALDH de A. thaliana. Esta electroforesis sirvido también para verificar el grado de

pureza obtenido.
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Figura 25. Determinacion del grado de pureza y del peso molecular del monémero de la
FALDH recombinante de 4. thaliana mediante electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
y tincion con sales de plata.

1. Alicuota del pico de actividad FALDH después de la cromatografia en Blue- Sepharosa.

2. Marcadores de Peso molecular.

10.2 Caracterizacion cinética de la FALDH recombinante de A. thaliana.

Para analizar la especificidad de sustrato de la FALDH de A. thaliana, se ensayaron
diversos sustratos fisiologicos descritos para este enzima en otras especies. En general,
la FALDH muestra preferencia por los alcoholes primarios hidrofobicos de cadena
larga, como el octanol, y por los ®-hidroxiidcidos grasos como el acidol2-
hidroxidodecanoico (Norin y col., 1997). De los datos obtenidos para cada sustrato

(Tabla 5) podemos destacar lo siguiente.

- El mejor sustrato ensayado es el S-hidroximetilglutation, procedente de la reaccion
espontanea entre el formaldehido y el glutation (Koivusalo y col., 1989), ya que
presenta la K;, mas baja y la eficiencia catalitica mas alta, tanto a pH optimo (8,0)

como a pH 7.5.

- Los alcoholes alifaticos de cadena larga, como el octanol, y los 4cidos grasos -
hidroxilados (acido 12- hidroxidodecanoico), no son buenos sustratos para la FALDH
de A. thaliana. Lo mismo pasa en levadura (Ferndndez y col., 1997), humano

(Danielsson y col., 1994b) y otras especies de plantas (Shafgat y col.,1996), que
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presentan altos valores de K, para estos sustratos, hecho que hace que sus eficiencias
cataliticas (kq./Kpn) sean relativamente bajas (Tabla 6).

En Arabidopsis, La K, calculada frente al acido 12-hidroxidodecanoico es mucho mas
alta que en otras especies. Esta diferencia podria ser debida a la imposibilidad de
saturar el enzima con dicho sustrato debido a su baja solubilidad, y por lo tanto la

dificultad de determinar con exactitud la eficiencia catalitica de a este sustrato.

- El farnesol y el geraniol son compuestos intermediarios en la ruta biosintetica de los
terpenoides. Ademas son las estructuras basicas a partir de las cuales se originan las
distintas subclases de terpenos, y son componentes importantes de los aceites
esenciales, acumuldndose en estructuras especializadas de las plantas.

A pH 10, la FALDH mostré un valor de K,, frente al farnesol muy bajo y una
eficiencia catalitica bastante alta. Sin embargo, a pH 7,5, la eficiencia catalitica
(kea'Kin) fué bastante baja, por lo que probablemente este dato no tenga un significado
funcional.

El geraniol no resultd ser un buen sustrato para la FALDH de A. thaliana, ya que
presentd valores de ke./K;, bastante bajos, tanto a pH 10 como a pH fisioldgico.

El cinnamyl alcohol, tampoco resultod ser buen sustrato para la FALDH, ya que tanto a
pH fisiologico (pH 7,5) como a pH 10, presenté una K, bastante alta y una eficiencia

catalitica muy baja.
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Tabla 5. Constantes cinéticas de la FALDH de A. thaliana.

Sustrato K Keat Keat/Kin
(LM) (min™) (mM".min)

pH=8

HM-GSH 7 1351 193.000
‘NAD" 57 1975 35.000
pH=10

Farnesol 3 126 42.000
Geraniol 800 1188 1485
Cinnamylalcohol 3500 1220 348
Octanol n.s - 130
12-hidroxidodecanoico 4700 335 71
pH=17.5

HM-GSH 7 905,6 129.378
Farnesol 7.7 6 780
Geraniol n.s - 38
Cinnamylalcohol 22000 324 15
12-hidroxidodecanoico n.s — 18

Las actividades con alcoholes fueron medidas en tampoén glicina/NaOH 0,1 M a pH 10, y en
tampon fosfato de sodio 0,1 M a pH 7,5. La actividad con S-hidroximetilglutation se determino
en tampon fosfato de sodio 0,1 M pH 8,0 y pH 7,5.

* se determino en presencia de formaldehido ImM y glutation 1mM.

ns: no saturable.

HM-GSH: S-hidroximetilglutation.
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Tabla 6. Comparacion de las constantes cinéticas, de diferentes especies, frente a octanol
y 12-hidhidroxidodecanoico.

Sustrato Guisante Humano S. cerevisiae A. thaliana
km kcat/ I<m I<m kcat/ Km I<m kcat/ I<m I<m kcat/ Km
pM) (MM 'min) | (M) (MM 'min") | (@M) (@M 'min") | (uM) (MM .min")
Octanol 840 226 1200 183 2400 460 ns 130
12-hidroxi- 80 611 60 2833 1800 1000 4700 71
dodecanoico

Las actividades fueron medidas en tampén glicina/NaOH 0,1 M a pH 10.

11. Obtencion y caracterizacion de anticuerpos policlonales contra la FALDH de
A. thaliana.

La proteina FALDH purificada tal como se describe en el apartado anterior, se utilizé
como antigeno para la obtencion de anticuerpos policlonales.

Se comprobo que el suero de los conejos no presentaba anticuerpos inmunoreactivos
contra la FALDH antes de la inyeccion del antigeno. Este suero se considerd como el
suero control (Preimmune).

Se obtuvieron cuatro fracciones de antisuero diferentes, producto de las cuatro sangrias
efectuadas a diferentes tiempo (Ver Materiales y Métodos).

La inmunoreactividad especifica del anticuerpo contra su antigeno FALDH se
comprobd mediante experimento de Western blot. Con el fin de determinar el titulo del
anticuerpo y su especificidad, se incubd el homogenado de A. thaliana con diferentes
concentraciones de anticuerpo a diluciones 1:500, 1:1000, 1:2500 y 1:3000.Se realizo
otro ensayo con idénticas diluciones del suero control. La dilucién 6ptima de trabajo
del antisuero para la deteccién de la FALDH en un homogenado de A. thaliana fue de
1:3000 (Figura 26).

Hay que senalar que en las 4 sangrias, el anticuerpo obtenido fue capaz de reconocer
una Unica banda de 45 kDa correspondiente a la FALDH.

También, se analiz6 la especificidad del anticuerpo en un homogenado de células de
tabaco BY2. Igual que en el caso de A. thaliana, el anticuerpo a una dilucion 1:3000
fué capaz de reconocer una sola banda de 45kDa, correspondiente a la FALDH de

tabaco (Figura 27).
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Figura 26. Deteccion de la FALDH en homogenado de A. thaliana (10 pg de proteina total)
utilizando

los antisueros obtenidos en cada una de las 4 sangrias. La dilucién 6ptima de los antisueros fue
1:3000.

1. Homogenado de A. thaliana (membrana tefiida con coomasie después de la transferencia).
2. Membrana revelada con el suero procedente de la 1* sangria, dilucion 1:3000.

3. Membrana revelada con el suero procedente de la 2° sangria, dilucion 1:3000.

4. Membrana revelada con el suero procedente de la 3" sangria, dilucion 1:3000.

5. Membrana revelada con el suero procedente de la 4* sangria, dilucion 1:3000.

6. Membrana revelada con el suero preimmune, dilucion 1:3000.

= _ 45 kDa

A

|

Figura 27. Western blot de homogenado de células de tabaco BY2 (10ug de proteina total),
mostrando la especificidad del anticuerpo anti-FALDH de 4. thaliana.

1. Homogenado de células BY2 (membrana tefiida con Coomasie Blue después de la
transferencia).

2. Membrana revelada con el suero preimmune, dilucién 1:3000

3. Membrana revelada con el suero procedente de la 3 sangria, dilucion 1:3000.
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12. Efecto de la sobreexpresion del gen de la FALDH de A. thaliana sobre el
crecimiento de S. cerevisiae en presencia de formaldehido.

Con el fin de averiguar si la sobreexpresion del gen FALDH de A. thaliana en una
cepa de levadura permitia a ésta metabolizar concentraciones altas de formaldehido
exogeno, se comprobd el crecimiento, en presencia de diferentes concentraciones de
formaldehido, de la cepa deleccionada (sfal::His3) transformada con la construccion
pYES2-FALDH (FALDH ™) y de la cepa salvaje con el gen SFA/ intacto (FALDH").
Para evitar diferencias en la composicion del medio, la cepa FALDH' se transformé
con el vector pYES2 sélo, sin el gen FALDH, de manera que las dos cepas (FALDH"
y FALDH™) fueron crecidas en medio SMM sin uracilo, en presencia y en ausencia de
formaldehido.

El crecimiento de ambas cepas (FALDH™, FALDH") se sigui6 a dos concentraciones
de formaldehido (1 y 2 mM), midiendo la densidad 6ptica a 600 nm, hasta llegar a la
saturacion (Figura 28a).

Los resultados mostraron que una concentracion de 1 mM de formaldehido en el medio
resultaba bastante toxica para la cepa de levadura salvaje (FALDH'), que era incapaz
de crecer en estas condiciones. Después de 60 horas de crecimiento, la absorbancia de
la cepa salvaje continuo6 siendo la misma que en el tiempo inicial (To). En cambio, la
cepa FALDH'", a 1 mM formaldehido fue capaz de crecer a la misma velocidad que en
su ausencia.

La concentracion 2 mM de formaldehido tampoco resultdé ser toxica para la cepa
FALDH™, aunque la curva de crecimiento mostré un periodo de latencia superior.

La medida de la concentracion de formaldehido en el medio de cultivo demostrd que a
1 mM formaldehido, la cepa FALDH' metabolizaba aproximadamente todo el
formaldehido afnadido al medio en 50 h.

A 2 mM formaldehido, la misma cepa fue capaz de metabolizar el 50% de
formaldehido presente inicialmente en s6lo 10 horas de incubacion, y el 100% en 60
horas. Sin embargo, la cepa FALDH', como era de esperar, no lo metabolizaba, ya que
la concentracion de formaldehido en el medio permanecié constante durante todo el

periodo de incubacion (Figura 28 b).
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Figura 28. Efecto de la sobreexpresion de la FALDH de A. thaliana sobre el crecimiento de S.

cerevisiae en presencia de formaldehido.
(a) Curvas de crecimiento de las cepas FALDH ™y FALDH" en ausencia de formaldehido, y en

presencia de formaldehido 1 mM y 2 mM.
(b) Eliminacion de formaldehido del medio de cultivo por parte de las cepas FALDH™" y FALDH".



IV- Resultados

B. OBTENCION Y ANALISIS DE PLANTAS TRANSGENICAS DE A.
THALIANA.

1. Sobreexpresion del gen FALDH en plantas de A. thaliana.

Se generaron plantas transgénicas de A. thaliana portadoras de construcciones en las
que el cDNA de la FALDH fue clonado en sentido codificante pajo el control del
promotor CaMV35S. También se generaron plantas transgénicas control de A. thaliana
transformadas s6lo con el vector binario, sin inserto, pBinl9, cuyo T-DNA contiene el
gen de la neomicina fosfotransferasa II (NPTII), que confiere resistencia al antibidtico
kanamicina, permitiendo asi la seleccion de los transformantes de un modo répido y

sencillo.

LB
4—— CaMV 358 ¢DNA FALDH

ATG TGA

Figura 29. Esquema de la construccion para la sobreexpresion de la FALDH realizada en el
vector pBinl9.

A las plantas portadoras de la construccion FALDH se las denomind plantas
transgénicas de sobreexpresion, y a las portadoras del vector pBin19 sin inserto plantas
transgénicas control. En las primeras se esperaba observar un aumento de la actividad
FALDH, mientras que en las segundas se esperaba una actividad enzimatica similar a

la de la planta salvaje.

1.1 Clonacion del cDNA en el vector pDHSI.

El clonaje se realiz6 en dos etapas: primero se clond el cDNA de la FALDH de A.
thaliana en el vector pDHS51, y a continuacion el fragmento de DNA correspondiente
se clono6 en el vector de expresion de plantas, pBinl9.

El vector pDH51 contiene el promotor del gen del RNA 35S del virus del mosaico de
la coliflor (CaMV) y el terminador de la transcripcion. Para realizar el primer clonaje,
el cDNA procedente del vector pBluescript SK +/- (Martinez y col., 1996) fue digerido

con Xhol-EcoRl, y reparado con la T4 polimerasa para obtener extremos romos. A
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continuacion, se ligd en el vector pDHS51 cortado con el enzima Smal. La presencia del
inserto en los clones seleccionados como positivos se comprobd por digestion con el
enzima de restriccion EcoRI. La orientacion frente al promotor CaMV 35S, se
comprobd mediante digestion con BamHI. Las Figuras (30 y 31) muestran el mapa de

restriccion del inserto y de las zonas adyacentes en el vector pDHS1.

EcoRI BamHI BamHI1 EcoRI
ATG ,
5 —_—_—H 3
35S FALDH 35S term
» ' < > p
533 pb 1400 pb 215 pb
< |
1153 pb

Figura 30. Mapa de restriccion del inserto y zonas adjacentes en el plasmido pDHS51.

k.
3723 pb- -
2686 nb- -
2190 pb- -
1153 pb-

1 2 3

Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de las minipreparaciones de DNA
de uno de los clones obtenidos en pDH51.

1. Marcadores de peso molecular.

2. Digestion con EcoRI.

3. Digestion con BamHI (comprobacion de la orientacion).
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1.2 Subclonacion en el vector pBin 19 y transformacion de Agrobacterium.

Elegimos como vector de expresion en plantas el pBinl9 (Figura 32).Para su

utilizacion, se cortd el vector pBinl9 con el enzima de restriccion EcoRI. La

construccion pDH51-FALDH fué¢ digerida también con EcoRI, lo cual liber6 un

fragmento que contenia el cDNA de FALDH a clonar junto con el promotor y el

terminador CaMV35S. Este fragmento fué subclonado en el vector de expresion

pBinl9.

- —
o
A
i
Bl — Bin 19
- l:'E 1177 g

Mt 1Ml

Figura 32. Mapa del vector usado para transformar plantas de 4. thaliana.

La presencia del fragmento FALDH en los clones seleccionados como positivos se

comprobd mediante la reaccion de PCR (Figura 33).
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1400 pb- — —

Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa al 1%, del producto de amplificaciéon por PCR
obtenido a partir de uno de los clones positivos.

1. Marcadores de peso molecular.

2. Control positivo (pDH51-FALDH)

3. Producto de amplificacion de uno de los clones positivos.

1.3 Transformacion de A. thaliana y seleccion de plantas homocigotas.

El método de transformacion consistié en infiltrar al vacio plantas de 4. thaliana con
un cultivo 4. tumefaciens conteniendo la construccién esquematizada en la figura 30 o
solo con el vector pBinl9 (generacién T1). Estas plantas infiltradas se dejaron crecer
hasta la produccion de semillas (generacion T2). Las semillas obtenidas se sembraron
en placas con medio GM con kanamicina (Kn), y se seleccionaron las plantulas
resistentes al antibiotico. Se obtuvieron un total de 40 transformantes T2 de
sobreexpresion y 12 de plantas control. Los transformantes obtenidos se transplantaron
individualmente a tierra y se dejaron crecer hasta la obtencion de semillas (generacion
T3).

En total se obtuvieron 16 lineas de sobreexpresion y 6 lineas control de la generacion
T3. Para obtener plantas homocigotas correspondientes a estas lineas hemicigotas con
segregacion de tipo mendeliana, se crecieron hasta la madurez 12 plantas resistentes de
cada una de las 16 lineas iniciales de la generacion T3 (S1, S2, S3, S4, S6, S10, S11,
S12, S13, S14, S15, S19, S21, S22) y 12 plantas de cada una de las 6 lineas control
(C1,C2, C3, C4, C5, C6). El analisis de todas estas plantas se llevo a cabo por Western
blot.
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En la figura 34 se presenta un esquema de todo el proceso de seleccion, desde la

infiltracion de las plantas T1 hasta la obtencion de las lineas homocigotas.

Infiltracion con Agrobacterium

| ] y [ /

Plantas T1
Obtencion de semillas
(generacion T2)
Siembra en placas con medio GM/Kn 40p/ml
Seleccion de
transformantes T2
S1,S2,S3, i S40
Cl1,C2,C3............ Cl12
| \ / /
Crecimiento en tierra
Plantas T2 transformantes T2 hasta obtencion de
semillas

Obtencion de semillas
(generacion T3)

Seleccion (15 dias) de los

transformantes T3 con
@ @ @ @ segregacion mendeliana.
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Western blot de la progenie T3 con segregacion mendeliana (16 lineas de

sobreexpresion y 6 plantas control).

Seleccion de 16 lineas de sobreexpresion y 6 de control, en base a los
experimentos de Western blot.

Crecimiento en tierra hasta la obtenciéon de semillas de 12 plantas
resistentes de cada una de las 16 lineas de sobreexpresion y otras tantas de
cada una de las 6 plantas control.

o

y u
!
i

Plantas T3

TR
il

Obtencion de semillas
(generacion T4)

0.0 0.0

@ Plantas resistentes a kanamicina Seleccion de plantas
O Plantas sensibles a kanamicina homocigotas T3.

12 x 16 sentido
12 x 6 control

Figura 34. Esquema de todo el proceso de seleccion de las plantas transgénicas.
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2. Analisis de las plantas transgénicas de sobreexpresion.

2.1 Analisis mediante Western blot.

Como paso previo a obtener plantas transgénicas homocigotas, se decidié analizar por
Western blot el nivel de expresion del transgen de las lineas de la generacion T3. Este
experimento se realizé con 16 lineas seleccionadas al azar y sus resultados se muestran

en la figura 35.

FALDH - . - - .
45 kDa

FALDH - - | — . _
- e e wBele

w S8 S9 S10 S11 S12 S13 S14 S1S  S19 S21 S22

Figura 35. Analisis mediante Western blot de las lineas transgénicas desobreexpresion
(generacion T3). Los extractos proteicos (10 pg de proteina total) de plantulas de 15 dias de
edad de las diferentes lineas transgénicas de sobreexpresion y de A. thaliana sin transformar
(w), se fraccionaron mediante un gel de SDS-PAGE al 12%. Las proteinas se transfirieron a una
membrana de nylon (Immobilon-P, Millipore) y se incubaron con el anticuerpo policlonal anti-
FALDH a una dilucién 1:3000 y posteriormente con el anticuerpo secundario (Bio-Rad) a una
dilucion 1:3000. El complejo antigeno-anticuerpo se detectd mediante quimioluminicencia (Bio-
Rad).

La mayoria de las lineas analizadas presentaron un incremento de los niveles de la
proteina FALDH, a excepcion de las lineas S9 y S13 que presentaban niveles de
proteina similares a los de la planta salvaje. Se seleccionaron las lineas S1, S2, S3, S4,
S6, S9, S10, S11, S12, S21 y S22 para obtener lineas homocigotas. Las lineas S14 y
S15 no pudieron llevarse a homocigosis debido a la escasez de semillas.

De cada una de estas lineas seleccionadas se crecieron 12 plantas resistentes
correspondientes a la progenie T3, esperando como minimo una linea homocigota en
cada caso.

De esta manera se crecieron alrededor de 132 plantas y se analiz6 la descendencia T4

de cada una de ellas. En todas las lineas seleccionadas, se encontré descendencia

homocigota. Se realizo entonces un experimento de Western blot, utilizando las plantas
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homocigotas de la progenie T4. Tal como se observa en la Figura 36, la sobreexpresion
se mantiene en la mayoria de las lineas transgénicas, pero parece disminuir en las
lineas S9, S11, S12, S13, y S22. La disminucion de expresion sufrida por las linea S9 y
S13 es la mas dréstica, y parece insinuar la existencia de un mecanismo de

silenciamiento génico.

e ®@=- @
S1 S3

S11 S12 S13

45 kDa
w S2  S4 Se6

Figura 36. Analisis mediante Western blot de las lineas transgénicas de sobreexpresion
homocigotas. Los extractos proteicos (10 pg de proteina total) de plantulas de 15 dias de edad
de las lineas transgénicas de sobreexpresion y de la planta control se fraccionaron en SDS-
PAGE al 12%. Las proteinas se transfirieron a continuacién a una membrana de nylon
(Immobilon-P, Millipore) y se incubaron con el anticuerpo policlonal anti-FALDH a una
dilucion 1:3000 y con un anticuerpo secundario (Bio-Rad) a una dilucion de 1:3000. El
complejo antigeno-anticuerpo se detectd mediante quimiolumiscencia (Bio-Rad).

2. 2 Ensayos de actividad FALDH.

Se seleccionaron las lineas transgénicas que presentaban un mayor incremento en los
niveles de proteina para realizar ensayos de actividad formaldehido deshidrogenasa
dependiente de glutation (FALDH). Con ello se pretendia averigiiar si los niveles de
proteina FALDH se correspondian con un aumento de la actividad enzimadtica
correspondiente. La actividad se midi6 en el extracto proteico procedente de plantulas
de 15 dias de edad, crecidas en placas GM con kanamicina.

Los resultados de los ensayos de actividad FALDH de estas lineas homocigotas se

resumen en la Figura 37.
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Figura 37. Representacion de la actividad FALDH de las plantas homocigotas de
sobreexpresion. En la grafica se presentan las actividades FALDH de 7 lineas transgénicas
homocigotas y de la planta de A. thaliana sin transformar (w). El ensayo de actividad se
realizé tal y como se describe en el apartado Materiales y Métodos. Se partido en todos los
casos de 2 g de tejido fresco previamente congelado en nitrégeno liquido.

Los resultados obtenidos indican aumentos espectaculares de la actividad FALDH en
algunas de las lineas transgénicas, que llegan a superar hasta 18 veces la actividad de
las plantas sin transformar. Las lineas que muestran un aumento de actividad FALDH
mayor son las lineas S1, S4, S6 y S21, que a su vez son las que muestran niveles mas

altos de proteina FALDH en el experimento de Western blot (Figura 36).

2.3 Analisis mediante Northern blot.

Como ultimo paso de caracterizacion de las lineas transgénicas, se realizaron ensayos
mediante Northern blot para comparar si existia una correlacion entre los niveles de
proteina FALDH, el aumento de actividad observado, y los niveles de RNA mensajero
de la FALDH. En la Figura 38, se muestra el experimento de Northern-blot realizado

con las lineas transgénicas mas representativas.
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w S1 S2 S3 S4 S6 S10 S21

Figura 38 Analisis mediante Northen blot de las plantas transgénicas homocigotas. E1 RNA
total (10 pg) de plantulas de 15 dias de edad se sometio a electroforesis en gel de agarosa con
formaldehido y se transfiri6 a un filtro de nylon. El filtro se hibrid6 con la sonda
correspondiente al cDNA de la FALDH. El carril w corresponde al RNA control (planta no
transformada). En la parte inferior de la figura se muestra el RNA transferido a la membrana y
teflido con Azul de metileno, como control de carga.

3. Analisis de plantas transgénicas control.

3.1 Analisis mediante Western blot.

De las lineas transformadas con el vector pBin19 sin inserto, se seleccionaron 6 lineas
con segregacion de tipo mendeliana y se realizé un experimento de Western blot con la
progenie T3. Estas 6 lineas analizadas por Western blot, se llevaron a homocigosis.
Tras analizar la generacion T4 de dichas plantas se identificd descendencia homocigota
en todos los casos. A continuacion se realizd un experimento de Western blot

utilizando plantas de la progenie T4.

| —— — — — —
w C1 C2 C3 C4 cs  Cé6

Figura 39. Analisis mediante Western blot de las lineas transgénicas control (homocigotas).
Los extractos proteicos (10 pg de proteina total) de plantulas de 15 dias de edad de las lineas
transgénicas transformadas con pBinl9 se fraccionaron en geles de SDS-PAGE al 12%. Las
proteinas se transfirieron a continuacion a una membrana de nylon (Immobilon-P, Millipore) y
se incubaron con el anticuerpo policlonal anti-FALDH a una diluciéon 1:3000 y posteriormente
con el anticuerpo segundario (Bio-Rad) a una dilucion de 1:3000. El complejo antigeno-
anticuerpo se detectdé mediante quimiolumiscencia (Bio-Rad).

Los resultados por Western blot mostraron que los niveles de proteina en las plantas

transformadas con el vector pBin19 eran iguales que los de la planta salvaje.
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A continuacién se realizaron ensayos de actividad FALDH. En la Figura 40 se muestra
que no se observo diferencia entre los niveles de actividad de la planta salvaje y los de

las plantas transformadas. La actividad FALDH detectada es debida al gen FALDH

endogeno de 4. thaliana.

0,12 -
0,10 - - —
0,08 -

0,06 -

Actividad especifica (u/mg)
o
g

0,02 -

0,00 -
w Cc1 c2 cC3 C4 C5 Cé6

Lineas transgenicas

Figura 40. Representacion de la actividad FALDH de las plantas homocigotas control. El ensayo de
actividad se realizo tal como se describe en Materiales y Métodos. Se partié en todos los casos de 2 g de
tejido fresco, previamente congelado en nitrogeno liquido.

w: A. thaliana salvaje.

4. Metabolismo de formaldehido exégeno por las lineas transgénicas.

Se seleccionaron las lineas transgénicas que presentaban un mayor aumento de la
actividad FALDH (S1, S4, S6 y S21), para estudiar si la presencia de grandes
cantidades del enzima en la planta permitia a éstas una mejor capacidad de metabolizar
concentraciones elevadas de formaldehido exodgeno. Utilizamos plantulas de A.
thaliana crecidas en medio liquido, debido a la alta reproducibilidad de las condiciones
de crecimiento y a la facilidad de aplicaciéon del formaldehido, que se adiciono
directamente al medio de cultivo. Ademas, las plantas crecen mas rapido que en tierra

ya que se les suministra en el medio todos los nutrientes necesarios para su desarrollo.
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Planta salvaje Plantas transgénicas

T} I

Figura 41. Plantas de A. thaliana germinadas y crecidas en medio liquido en condiciones
estériles (aproximadamente 3-4 mg de semillas por pocillo).

Se utilizaron plantas de A. thaliana transgénicas de sobreexpresion en el dia 9 de su
crecimiento. Como control, se utilizaron plantas de A4. thaliana (ecotipo Columbia) de
fenotipo salvaje, también en el dia 9 de su crecimiento.

Los primeros ensayos de formaldehido se realizaron a una concentracion de 0,6 mM. A
esta concentracion, no se observo ninguna diferencia significativa entre las plantas
transgénicas y la planta salvaje, ya que después de 24 horas de incubacion, los dos
tipos de plantas habian metabolizado el 80% de formaldehido presente inicialmente en
el medio de crecimiento. Teniendo en cuenta este resultado, se decidid6 aumentar la
concentracion de formaldehido.

Se anadi6é formaldehido al medio a una concentracién de 2 mM y se realizaron
mediciones de la concentracion del formaldehido restante en el medio a los tiempos 0,
7, 24 y 48 horas después del tratamiento. Los tiempos y las concentraciones de
formaldehido fueron las mismas en el caso de las plantas salvaje (sin transformar). En
paralelo, se realizd un control consistente en medio de crecimiento solo (sin plantas)
con la misma concentracion de formaldehido, con el fin de descartar una disminucion
de formaldehido por evaporacion.

En la Figura 42 se observa que las lineas transgénicas de sobreexpresion (S1, S4, S6,
S21) son capaces de metabolizar el formaldehido afiadido de forma exdgena maés
rapidamente que las plantas salvajes. El efecto mas elevado se observa a las 48 horas,
tiempo al que las lineas transgénicas han metabolizado el 100% del formaldehido
afiadido, mientras que las plantas salvajes han metabolizado el 80% (Figura 42a y 42

¢). La diferencia es significativa también a tiempos mas cortos, a 6 horas para la linea
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transgénica 4, y a 24 horas para todas las lineas de sobreexpresion. Cabe destacar que,
durante este experimento, no se detectd una correlacion directa entre la actividad
FALDH de las lineas transgénicas y la capacidad de metabolizar el formaldehido
exdgeno. La linea 4, por ejemplo, a pesar de que presenta nivel de actividad FALDH
casi dos veces menor que las lineas 1 y 21, es mas eficiente metabolizando el
formaldehido, ya que en solo 24 horas de incubacion, metabolizo el 89 % de
formaldehido.

Teniendo en cuenta estos resultados, decidimos aumentar la concentracion de
formaldehido exdgeno hasta 5 mM. A esta concentracion, la diferencia entre el
metabolismo del formaldehido en las diferentes lineas transgénicas y en la planta
salvaje es aun mas significativa. A las 24 horas, las lineas transgénicas metabolizan
entre el 30 y el 45 % de formaldehido presente en el medio, en contraposicion con s6lo
el 15 % del formaldehido metabolizado por la planta salvaje. A las 48 horas, las lineas
transgénicas llegaron a metabolizar hasta el 50% del formaldehido presente en el
medio, mientras que la planta salvaje llegd a metabolizar tan solo el 20% de
formaldehido afiadido al medio (Figura 42b, 42d).

Durante el tratamiento con 5 mM formaldehido también se ha visto que no hay
necesariamente una correlacion entre la capacidad de metabolizar el formaldehido y el
nivel de actividad de la formaldehido deshidrogenasa dependiente de glutation. La
linea 21, por ejemplo, presenta hasta 17 veces mas de actividad FALDH, mientras que
la linea 6 presenta solo 11 veces mas de actividad FALDH. Sin embargo, como se ve
en la grafica 42b, a las 48 h la linea 6 metaboliza casi un 48% de formaldehido

mientras que la linea 21 metaboliza un 36%.
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Figura 42. Metabolismo de formaldehido exdgeno por las lineas transgénicas de
sobreexpresion crecidas en medio liquido.
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5. Efecto del formaldehido exogéno sobre las plantas de A. thaliana.

Durante los tratamientos de las plantas con 2 mM formaldehido, no se observé ningun
efecto toxico sobre las lineas transgénicas ni sobre las plantas salvajes. Sin embargo a
5 mM formaldehido tanto las plantas transgénicas como las salvajes empezaron a
presentar manchas foliares de color amarillo a partir de las 24 horas de incubacion. A
las 48 horas, las plantas se pusieron totalmente amarillas, presentando signos de haber

perdido totalmente la clorofila (clorosis) (Figura 43).

5 mM 2 mM 0 mM

Figura 43. Plantas transgénicas de 4. thaliana de sobreexpresion (linea 4), después de 48 h de
incubacion con 5 mM formaldehido.

El andlisis mas detallado de estas plantas al microscopio electronico, mostrd que en
presencia de 5 mM Formaldehido, las plantas presentaban una destruccion de los
cloroplastos (Figura 44), mientras que el cloroplasto de las plantas tratadas con 2 mM
formaldehido presentaba un aspecto normal, igual que el de las plantas crecidas en

medio sin formaldehido.
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Sin formaldehido

> 5 mM formaldehido

Figura 44. Cortes ultrafinos de hojas de A. thaliana (60-80 nm) observados al microscopio
electrdnico.
C. Cloroplasto, P. Pared celular, MC. Membrana celular.

C. Ensayos de inmunolocalizacion en células BY?2.

1. Localizacion subcelular de la formaldehido deshidrogenasa dependiente de
glutation (FALDH) en células de tabaco BY2 no sincronizadas.

Los ensayos de inmunolocalizacion de la FALDH se realizaron en la linea celular BY2.
Se utilizaron células en el dia 2 de la curva de crecimiento, ya que experimentos previos
en nuestro laboratorio habian demostrado que éste era el punto donde se observaba el
maximo de proteina FALDH. Ademas, las células se encontraban en crecimiento
exponencial.

Los ensayos de inmunodetecion se llevaron a cabo con el anticuerpo policlonal

especifico contra la FALDH de A. thaliana obtenido en esta tesis, a una dilucion
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1:1000. Como segundo anticuerpo, se utilizo un anticuerpo de rata contra IGg de conejo
conjugado con el fluordéforo cianina (color rojo).

Los experimentos de inmunolocalizacion relizados con células BY2 no sincronizadas,
nos permitieron observar que la localizacion de la FALDH no era solo citoplasmatica, si
no que, ademas, presentaba una localizaciéon nuclear (Figura 45B). Nos llamo la
atencion que la FALDH parecia una localizacién similar a la de los microtubulos de las
células tal y como se muestra en la figura 45D. En esta figura, se ve una célula en final
de anafase o principio de telofase, la sefial correspondiente a la FALDH se detectd en
las zonas adyacentes al DNA, que corresponden al huso mitético o al inici6 de la
formacion del fragmoplasto. El fragmoplasto es una estructura caracteristica de las

plantas, constituida por microtubulos y por filamentos de actina.

A C
-
B D
-

Figura 45. Inmunolocalizacion subcelular de la FALDH en células BY?2.
B. Localizacion citoplasmatica y nuclear.
D. Localizacion en las estructuras microtubulares.

Ay C. Tincion con DAPL
B y D. Deteccion con cianina.

Con la finalidad de profundizar més en la localizacion de la FALDH y averigiiar su
relacion con los microtubulos, decidimos sincronizar las células de tabaco y analizar la
distribucion de la FALDH en las diferentes fases del ciclo celular. También se analizo la

distribucion de la tubulina utilizando un anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina de rata a
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una dilucién 1:1000, y como segundo anticuerpo se utilizd un anticuerpo contra IGg de

rata conjugado con el fluoréforo FITC (color verde).

2. Localizacion subcelular de la formaldehido deshidrogenasa dependiente de
glutation en células de tabaco BY2 sincronizadas.
2.1 Sincronizacion de células BY2.
La sincronizacion de las células de tabaco se realizd incubando las células con
afidilcolina. La afidilcolina es una droga que inhibe la sintesis de la a-polimerasa, de
manera que todas las células quedan bloqueadas en la fase de sintesis del DNA (Fase S)
(Salay col., 1982; Spadari y col., 1982).
La evaluacion de la sincronizacion se realizd mediante la determinacion del indice
mitdtico. Para ello, después de eliminar la afidilcolina del medio, las células fueron
tefiidas con DAPI, y observadas al microscopio para determinar el indice mitotico segiin
la siguiente formula:

N° de células en division

[ndice mitético = X100
ndice MItotico N° total de células

Los resultados se presentan en la Figura 46, donde se puede observar que se consiguid

obtener casi un 45% de células sincronizadas.

l

45 4
40
354
30

ndi G1
Indice ’5 S G2

mitotico
21 |
15

10

1 5 6 6,5 7 7,5 8 8,5 9 9,5 10
Tiempo (h)

Figura 46. Representacion del indice mitético obtenido en la sincronizacion de las células BY?2
con afidilcolina.
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2.2 Distribucion de la FALDH en células BY2 durante el ciclo celular.

Se realizd un doble marcaje de las células. Por un lado un marcaje con el anticuerpo
policlonal anti-FALDH para ver la localizacion de la FALDH, y por otro un segundo
marcaje con un anticuerpo monoclonal anti-a-tubulina. En todas las etapas del ciclo

celular, los marcajes mostraron una colocalizacién de la FALDH con la a-tubulina.

- Interfase (S, G2).
La FALDH presenta una localizaciéon principalmente nuclear, aunque también se
observa que estd localizada en los microtubulos que radian del nucleo hacia el

citoplasma (Figura 47B, E). La sefial obtenido fue idéntico a la de la a-tubulina (Figura

47C, F).

B E
C F

Figura 47. Localizacion subcelular de la FALDH y de la a-tubulina durante la interfase
(S,G2).

Ay D. Tinciéon con DAPI.

By E. Sefal correspondiente a la FALDH (cianina).

C y F. Seial correspondiente a la a-tubulina (FITC).
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- Mitosis.
Profase. La FALDH se localiza en la zona donde se encuentran los cromosomas

condensados (Figura 48B) de la misma manera que la a-tubulina (Figura 48C).

Metafase. La FALDH se localiza en el huso mitoético (Figura 48E), formado por haces

de microtubulos, de manera similar a la a-tubulina (Figura 48F).

Telofase. La FALDH parece estar localizada igual que la a-tubulina en el fragmoplasto

(Figura48H, [, Ky L).

Profase

Metafase

Anafase

Telofase

Figura 48. Localizacion subcelular ae la FALDH y la a-tubulina durante la mitosis en células
BY2.

A, D, Gy J. Tincion con DAPI

B, E, Hy K. Sefial correspondiente a la FALDH durante las diferentes etapas de la Mitosis.
C,F, 1 y L. Seiial correspondiente a la a-tubulina durante las diferentes etapas de la Mitosis.
Metafase, Anafase y Telofase.

¢. Cromosomas condensados, h. Huso mitético, f. Fragmoplasto.
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Se utilizaron dos controles para comprobar la especificidad del marcaje (Figura 49). El
primer control consistio en incubar las células BY2 con el suero preimmune del conejo
a una dilucion 1:1000 (Figura 49B). El segundo control consistio en incubar las células
BY2 se incubaron con el anticuerpo anti-FALDH preincubado anteriormente con la
proteina FALDH pura (Figura 49D). En ninguno de los dos casos se detectd sefial

fluorescente confirmando de esta manera la especificidad del marcaje de la FALDH.

Fase S Anafase

A C
B D

Figura 49. Controles negativos usados en los experimentos de inmunolocalizacion.
B. Células BY2 incubadas con el suero preimmune.

D. Células BY?2 incubadas con el anticuerpo anti-FALDH preincubado con 1,6 uM de
proteina FALDH pura.

Ay C. Tincién con DAPI.

3. Tratamiento de las células BY2 con propizamida.

Con el fin de corroborar los datos que muestran una localizaciéon de la FALDH en los
microtubulos, nos planteamos hacer un tratamiento de las células BY2 con una droga
anti-microtubular. Se utiliz6 la propizamida (Hasezawa, 1997), que actia bloqueando
enzimas implicadas en la polimerizacion de los microtubulos durante la mitosis.

Células BY2 en el dia 2 de su crecimiento fueron incubadas con 100 uM propizamida.
En este experimento las células no fueron sincronizadas, y por lo tanto era dificil
encontrar células en las diferentes etapas de la mitosis. Sin embargo, los resultados

expuestos en la figura 50, demuestran claramente que con la despolimerizacion de los
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microtibulos se obtiene un marcaje disperso de la FALDH, lo mismo que ocurre en el

caso de la a-tubulina.

Fase S

Figura 50. Inmunolocalizacién de la FALDH y de la a- tubulina en células BY2
tratadas con propizamida.

A. Tincion con DAPI.

B. Senal correspondiente a la a-tubulina

C. Seial correspondiente a la FALDH.
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El objetivo general de esta tesis consistio en el estudio en profundidad de la
formaldehido deshidrogenasa dependiente de glutation (FALDH) de Arabidopsis
thaliana. Para ello fue necesario poner a punto una serie de técnicas que permitieron

llevar a cabo los siguientes objetivos parciales:

1) Purificacion de la FALDH de A. thaliana y su caracterizacion cinética.

2) Estudio del papel del enzima en la proteccion de la célula frente al formaldehido:

a) Sobreexpresion del gen FALDH en una cepa deleccionada de levadura, y analisis de la
resistencia de esta cepa frente a concentraciones altas de formaldehido.

b) Obtencion de plantas transgénicas de sobreexpresion del gen de la FALDH de 4.
thaliana, con el fin de estudiar la presencia de grandes cantidades del enzima en la
planta transgénica permitian a esta una mejor capacidad de descontaminacion de

formaldehido exdgeno.

3) Estudio de la localizacion subcelular del enzima.

1. Caracterizacion de la FALDH de A. thaliana.

El gen que codifica por la FALDH de A. thaliana fue el primer gen FALDH de plantas
clonado (Martinez y col., 1996). Sin embargo, desde entonces y hasta el inicio de este
trabajo, no se habia purificado a homogeneidad ni caracterizado en profundidad la
FALDH de esta planta.

La FALDH de A. thaliana se detecta en forma de varias bandas anddicas en geles de
almidén tefiidos por actividad (Figura 11, carril 2). Este patron de bandas es
caracteristico de las FALDHs (Fernandez y col., 1993; Kaiser y col., 1993; Danielsson
y col., 1994b; Fernandez y col., 1995). Se ha sugerido que la modificacién post-
traduccional sea la explicacion de la presencia de estas multiples formas, ya que la
FALDH esta codificada por un unico gen en todas las especies estudiadas (Smith,
1986; Uotila y Koivusalo, 1987; Hur y Edenberg, 1992; Fernandez y col., 1993;
Martinez y col., 1996;). La determinacion de la secuencia de aminoacidos de la
FALDH de pulpo no presentd ninguna evidencia de heterogeneidad estructural (Kaiser

y col., 1993).
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En los extractos de proteina de A. thaliana, también se pudo detectar la alcohol
deshidrogenasa activa con etanol, llamada clase P (Shafqat y col., 1996) por tincion
con alcohol crotilico (Figura 11, carril 1). Este enzima, a pesar de ser funcionalmente
similar a la ADH clase I de vertebrados, presenta mayor similitud estructural con la

FALDH (Martinez y col., 1996; Shafqat y col., 1996).

1.1 Purificacion de la FALDH de A. thaliana a partir de la linea celular T87.

La purificacion del enzima a partir de la linea celular de Arabidopsis T87, nos permitio
su caracterizacion preliminar.

Extractos proteicos crudos mostraron la presencia de actividad formaldehido
deshidrogenasa dependiente de glutation en cantidades relativamente bajas (5 mu/mg
de proteina). El valor obtenido es aproximadamente del mismo orden que el
encontrado en guisante (4 mu/mg) (Shafgat y col., 1996), y casi dos veces mas alto que
enla cinta “spider plant” (Giese y col., 1994).

El procedimiento de purificacion se inicid con una cromatografia de intercambio
i6nico (DEAE-Sepharosa), en que la FALDH qued6 retenida en la columna y fué
eluida al aplicar un gradiente de fuerza ionica. Esta etapa es necesaria para separar
otras actividades enzimadticas que interfieren en las medidas de actividad FALDH,
principalmente la de la formaldehido deshidrogenasa independiente de glutation y la de
la glutation reductasa. La cromatografia en Blue-Sepharosa, que normalmente se
realiza a continuacidon en los procedimientos de purificacion de la FALDH de las
distintas especies, en nuestro caso no unia el 100% de la actividad FALDH del
extracto, por lo cual, se buscaron cromatografias alternativas. La cromatografia de
intercambio anidnico (Protein-Pack 8HR en HPLC), result6 ser una buena alternativa,
seguida de una cromatografia de afinidad en Blue-Sepharosa como tultima etapa de

purificacion.

Segin se indicoé anteriormente, la purificacion de la FALDH de 4. thaliana nos
permitio extraer pocas cantidades de proteina. Pudimos demostrar, sin embargo, que el
enzima de Arabidopsis presenta una alta afinidad por el S-hidroximetilglutation,
obteniéndose una K;,, de 7 uM. El valor de la actividad especifica obtenido fué de 2,8

u/mg.
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1.2 Purificacion de la FALDH recombinante de A4. thaliana.

La purificacion de la FALDH recombinante, mediante sobreexpresion del gen FALDH
de A. thaliana en una cepa de levadura previamente deleccionada, nos permiti6 obtener
4 mg de enzima y poder realizar un estudio cinético completo. En este caso, se incluyo
una cromatografia en hidroxiapatito que permitié separar por completo la actividad
reductora de formaldehido en presencia de NADH (metanol deshidrogenasa) de la

actividad oxidante de formaldehido (FALDH).

1.3 Propiedades fisico quimicas de la FALDH de A. thaliana.

El peso molecular de la cadena polipeptidica de la FALDH, determinado mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS, fué¢ de 45000 Da. Este
valor es ligeramente superior al deducido a partir de la secuencia del cDNA. El cDNA
contiene una fase abierta de lectura de 1136 pb, que corresponde a un polipéptido de
379 aminoacidos y a un peso molecular de 40500 Da (Martinez y col., 1996). Esta
discrepancia también ha sido observada en otras alcohol deshidrogenasas de cadena
media (Julia y col., 1987; Moreno y col., 1994; Fernandez y col., 1995).

El punto isoeléctrico determinado por electrofocalizacion analitica fue de 5,3-5,6. Al
igual que en los geles de almiddon, también por este método se observo la presencia de
varias formas electroforeticas de la FALDH, siendo ésta una caracteristica de las ADHIII
de animales (Parés y Vallee, 1981; Kaiser y col., 1991; Danielson y col., 1994b) y de
plantas (Shafqgat y col., 1996; Wippermann y col., 1999). Respecto a este fendmeno, ya
se habia descrito que las diferencias en el punto isoelectrico de las bandas electroforéticas
no correspondian a variaciones en la estructura primaria del enzima, lo que sugeria que
estas variantes deberian ser el resultado de modificaciones post-traduccionales de la
misma cadena polipeptidica (Giri y col., 1989). Trabajos posteriores realizados por Iborra
(Iborra, 1994), demostraron que ninguna de las modificaciones posttraduccionales
tipicas, como la fosforilacion y la glicosilacion, tienen lugar en la FALDH.

La FALDH de A. thaliana es reconocida por un anticuerpo policlonal obtenido contra
la FALDH de rata (Figura 15). Este resultado indica que es estructuralmente similar a
la FALDH de rata. Este resultado concuerda con la informacién bibliografica de que la
FALDH estd muy conservada a lo largo de la evolucién (Martinez y col., 1996;

Shafqat y col., 1996; Dolferus y col., 1997; Wippermann y col., 1999).
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1.4 Propiedades cinéticas de la FALDH de A. thaliana.

Nuestros resultados han demostrado que la FALDH de A4. thaliana presenta las
caracteristicas enzimadticas tipicas de todas las FALDH estudiadas hasta el momento en
mamiferos, invertebrados, microorganismos y plantas. Las propiedades enzimaticas

mas importantes son las siguientes:

- Es précticamente inactiva a moderadas concentraciones de etanol, y muy activa en
presencia de formaldehido y glutation.

- A pH 10, cataliza de forma eficiente la oxidacion de alcoholes especificos de plantas,
como farnesol y geraniol. Sin embargo, a pH fisiologico (7,5) solamente con el
farnesol presenta una actividad significativa, con una k../Ky bastante baja, de 780
mM 'min”".

- Otros alcoholes de cadena larga, como el 12-hidroxidodecanoico, no son buenos
substratos para el enzima.

- El enzima es especifico para el NAD™ como coenzima, no pudiendo utilizar NADP".
- La K, para el S-hidroximetilglutation es de 7 uM. Este valor es del mismo orden que el
obtenido para otras especies de plantas, como el guisante (2 uM) o el maiz (12 uM). El
valor de la constante de velocidad, k., frente al S-hidroximetilglutation es relativamente
alto en comparacion con el que presentan otras especies de plantas. Tal como puede verse
en la Tabla 7, en general los valores de la K, para el hidroximetilglutation son inferiores
en los organismos pluricelulares que en los unicelulares. Sin embargo, el incremento
simultaneo de la ke, hace que la relacion k../K,, (eficiencia catalitica) para el S-

hidroximetilglutation sea del mismo orden para la mayoria de especies.
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Tabla 7. Comparacion de las propiedades enzimaticas de las FALDH de diferentes
especies.

Organismo K Keat keat/Kin
(LM) (min™) (mM.min™")

Humano 4 200 50.000
Rata 0,92 216 235.000
Pulpo 1,5 300 200.000
S. cerevisiae 25 3.300 132.000
E. coli 94 9.350 100.000
D. melanogaster 6 960 160.000
Guisante 2 380 190.000
Maiz 12 473 40.000
A. thaliana 7 1351 193.000

Las actividades fueron medidas a pH 8,0 con S-hidroximetilglutation como sustrato.
Los datos de E.coli, Drosophila, guisante, maiz, pulpo, rata y humano proceden de
(Koivusalo y col., 1989; Holmquist y Vallee, 1991; Gutheil y col., 1992; Fernandez y
col., 1993; Danielsson y col., 1994a; Shafqat y col., 1996; Wipperman y col., 1999).

La levadura, las bacterias y en general todos los microorganismos, estan expuestos a
ambientes con cantidades de formaldehido que potencialmente pueden ser elevados.
En estas condiciones, un enzima con valores altos de K, y de ke podria ser
cataliticamente mas eficiente. En cambio, el ser humano, las plantas y en general todos
los organismos pluricelulares, estan expuestos a bajos niveles de formaldehido,
generado endogenamente por el funcionamiento normal de varias vias metabolicas (ver
Introduccién). Por lo tanto, es de esperar que las FALDH de los organismos
pluricelulares presenten valores de K, mas bajos, adaptados a estas condiciones.

Los datos obtenidos para la FALDH de A. thaliana apoyan la hipétesis formulada por
Parés y col., (Ferndndez y col., 1999), de una estrecha correlacion entre los valores
cataliticos de la FALDH y la necesidad de una eliminacion eficiente del formaldehido
en el organismo correspondiente, manteniendo una relacion optima de ke./K,, que
parece tender a un valor de aproximadamente 200.000 mM™'.min" (Tabla 7). Esta

correspondencia indica una fuerte restriccion evolutiva en las constantes cataliticas, y
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confirma el papel central de la FALDH en la detoxificacion del formaldehido (Martinez

y col., 1996; Shafgat y col., 1996; Fliegman y col., 1997).

2. Aspectos funcionales de la sobreexpresion de la FALDH de A. thaliana en S.

cerevisiae.

Nos propusimos averiguar:

1. Si la expresion del gen de A. thaliana en S. cerevisiae era capaz de complementar
una mutacion por deleccion del gen SFAI (gen que codifica por la FALDH de S.
cerevisiae).

2. Si la sobreexpresion del enzima FALDH de A. thaliana en S. cerevisiae aumenta la

resistencia de ésta ultima al formaldehido exdgeno.

2.1 Efecto de la deleccion del gen SFAI de S. cerevisiae.

Nuestros resultados corroboran los resultados previos de otros autores de que la
deleccion del gen FALDH no es letal para la levadura crecida en condiciones de
laboratorio (Fernandez y col., 1999). Este resultado parece contradictorio cuando se
considera el alto grado de conservacion de la FALDH entre los distintos organismos
estudiados y su presencia ubicua en la naturaleza. Sin embargo, no resulta dificil
pensar que frente a toxicos potentes como el formaldehido, la naturaleza opte por
disponer de varias vias de desintoxicacion alternativas, con el fin de asegurar la vida
celular.

Tal y como se ha mencionado en la Introduccion de esta tesis, existen varias vias
alternativas que permiten la eliminacion del formaldehido. Entre ellas la via del
tetrahidrofolato, ya que entre el 1% y el 3% del formaldehido libre reacciona con
tetrahidrofolatos para dar lugar a 5,10-metilen-tetrahidrofolato (Blakley, 1960; Heck y
col., 1984). En términos cuantitativos, sin embargo, la via dependiente de
tetrahidrofolato tiene un significado minimo en el metabolismo del formaldehido,
mientras que en el metabolismo del formato dicha via es cuantitativamente muy
importante. En levaduras metilotroficas, se ha descrito una metilformato sintasa que
cataliza la formacion de metilformato a partir de formaldehido y metanol, en presencia

de NAD" (Sakai y col., 1995; Murdanoto y col., 1997). Por otra parte, la aldehido
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deshidrogenasa mitocondrial (EC 1.2.1.5) (Cinti y col., 1976; Tamaki y Hama, 1980),
tiene una contribucion individual pequefia en la eliminacién del formaldehido en
condiciones normales, aunque podria jugar un papel importante a concentraciones
elevadas de este compuesto, debido al alto valor de su K, (Dicker y col., 1986).
También se ha descrito que la sobreexpresion de la alcohol deshidrogenasa I de S.
cerevisiae confiere resistencia frente a los efectos toxicos del formaldehido, y que el
mutante nulo es mas sensible al formaldehido que la levadura salvaje. Sin embargo, la
resistencia a formaldehido obtenida al expresar la alcohol deshidrogenasa I en un
plasmido multicopia de levadura es sensiblemente inferior a la obtenida con la FALDH
(Grey y col., 1996).

En conclusion, a partir de nuestros estudios y de otros previos realizados por diferentes
autores (Wehner y col., 1993; Fernandez y col., 1995), parece claro que la FALDH es
el principal enzima implicado en la eliminacion del formaldehido intracelular. Aunque
la deleccion de la FALDH no es letal en condiciones de laboratorio, cabe esperar que,
en la naturaleza, donde la levadura puede estar expuesta a concentraciones elevadas de
formaldehido procedente del medio exterior, la ausencia de FALDH representara un

factor de seleccion negativo para su supervivencia..

2.2 Resistencia a formaldehido.

Trabajos efectuados por Ferndndez y col., en levadura (Fernandez y col., 1999),
demostraron claramente que existe un metabolismo basal de formaldehido en una cepa
con el gen SFAI deleccionado, ya que ésta puede crecer a concentraciones de 0,3 mM
de formaldehido en el medio, aunque con clara desventaja en comparacion con la cepa
salvaje. Ademas, en el mismo trabajo se demostré que, a 0,6 mM de formaldehido, s6lo
la cepa salvaje era capaz de crecer tras 34 horas de cultivo.

Teniendo en cuenta estos resultados, decidimos averiguar la capacidad de metabolizar
formaldehido exdgeno de una cepa de levadura que sobreexpresaba el gen FALDH de
A. thaliana.

Nuestros resultados demostraron que, a una concentracion de 1 mM de formaldehido
en el medio de crecimiento, la cepa de levadura que sobreexpresaba el gen FALDH de
A. thaliana era capaz de crecer a la misma velocidad que en ausencia de formaldehido,

mientras la cepa salvaje era incapaz de crecer (Figura 28a). A una concentracion de 2
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mM de formaldehido, la cepa salvaje de S. cerevisiae, como era de esperar, fué¢ incapaz
de crecer. En cambio, la cepa que sobreexpresaba el gen de A. thaliana fué capaz de
crecer, aunque su tiempo de latencia fué superior al que mostraba la misma cepa en
ausencia de formaldehido, o en presencia de 1 mM de formaldehido.

La cuantificacion del formaldehido presente en el medio de cultivo a distintos tiempos
confirmé que la cepa que sobreexpresaba la FALDH de Arabidopsis tenia una gran
capacidad de eliminar el formaldehido exdgeno, ya que en s6lo 10 horas de cultivo era
capaz de reducir casi el 50% del formaldehido presente en el medio, y al cabo de 40
horas de eliminarlo en su totalidad. Aparentemente, durante la fase de latencia, la cepa
de sobreexpresion es capaz de metabolizar activamente el formaldehido, y en el
momento en que la concentracion de formaldehido del medio ha descendido lo
suficiente, la levadura puede iniciar la fase de crecimiento exponencial (Figura 28b).
Todo lo expuesto anteriormente apoya la idea de que la FALDH tiene un papel
esencial en el metabolismo del formaldehido intracelular, y que, si bien no es
imprescindible para la vida celular, su presencia es claramente ventajosa para ella en

presencia de formaldehido.

3. Utilizacion de plantas transgénicas para la eliminacion del formaldehido
exogeno.

Cuando respiramos el aire interior de un automovil, de casa, de la escuela o de la
oficina, la cantidad de contaminantes que entra en nuestros pulmones puede ser mucho
mayor que en muchos lugares al aire libre (http://www.naturvida.com). El
formaldehido es, tal como se mencioné en la introduccién, uno de los contaminantes
mas abundantes y que esta estrictamente asociado a la contaminacidn de interiores. Su
elevada solubilidad le permite ser absorbido por las vias respiratorias altas, aunque
pequeiias cantidades pueden penetrar en los pulmones.

Hace ya algunos afios, la NASA descubrié que algunas variedades de plantas podian
disminuir la concentracion de un amplio espectro de contaminantes, entre ellos el

formaldehido (Tabla 8)
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Tabla 8. Algunas de las plantas mas efectivas en la eliminacion de formaldehido.

Nombre comin Nombre cientifico

Palma enana Chamadorea

Perenne china Aglaonema Modestum
Hiedra Hedera Helix

Marginata gerbera Gerbera Jamesonii
Margarita dracanea Marginata

Planta del maiz Dracaena Massangeana
Crisantemo Chrysantheium morifolium
Sanseveria Sansevieria Laurenti

Basandonos en estudios realizados por otros autores sobre el uso de plantas de interior
para revitalizar y purificar espacios cerrados (Dingle y col., 2000), decidimos estudiar
si la presencia de grandes cantidades del enzima FALDH en una planta como A.
thaliana permitia a ésta una mejor capacidad de descontaminacion de cantidades

elevadas de formaldehido exogeno.

3.1 Sobreexpresion del transgen CaMV/FALDH en A. thaliana.

Se generaron plantas transgénicas de A. thaliana portadoras de la construccion
CaMV/FALDH, es decir con el cDNA de la FALDH clonado en sentido codificante
respecto al promotor CaMV35S (plantas transgénicas de sobreexpresion).

La sobreexpresion del transgen se comprobd por experimentos de Western blot,
utilizando primero extractos proteicos de plantas transgénicas hemicigotas para el
transgen, y de plantas homocigotas posteriormente.

El experimento de Western blot de la generacion hemicigota demostrd que la mayoria
de las lineas aisladas, 16 lineas de un total de 40 lineas que habian sufrido segregacion
de tipo mendeliana, presentaban un aumento de proteina respecto a la planta sin
transformar, aumento debido a la expresion del cDNA de la FALDH dirigida por el
promotor fuerte CaMV358S.

El anélisis de las plantas homocigotas, demostrd que la sobreexpresion se mantenia en

la mayoria de las lineas transgénicas, a excepcion de las lineas S9, S11, S12 S13 y S22,
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en las que se observaron niveles mas bajos de la proteina FALDH que en Arabidopsis
sin transformar.

Esta disminucion de la expresion del gen con la homocigosis, puede ser debida a un
proceso de silenciamiento. En general la mayoria de los procesos de silenciamiento se
deben a la actuacion de mecanismos post-transcricionales, en los que aumenta la tasa de
degradacion del transcrito (DeCarvalho y col., 1995). También puede ser debido a un
mecanismo de tipo transcripcional, evitando la transcripcion del gen mediante
metilacion (Wassenger y col., 1994). El silenciamiento de tipo transcripcional se ha
asociado a genes que presentan homologia en su regién promotora, y el silenciamiento
de tipo post-transcripcional a genes que presentan homologia en su region codificante.
De este modo, el silenciamiento observado en las lineas anteriormente mencionadas
podria deberse a un mecanismo de regulacion post-transcripcional.

De las 11 lineas homocigotas analizadas por Western blot, se seleccionaron 7 lineas entre
aquellas que presentaban mayor nivel de sobreexpresion de la FALDH, y se realizaron
estudios de actividad formaldehido deshidrogenasa dependiente de glutatién, para
averiguar si los niveles de proteina FALDH correspondian a un aumento similar de la
actividad enzimatica. Los resultados obtenidos mostraron que existe una correlacion
entre los niveles de proteina FALDH detectada por Western blot y la actividad
enzimatica FALDH. Se consigui6 obtener plantas con niveles de actividad FALDH muy
elevadas (Figura 38).

Posteriormente se realizaron ensayos mediante Northern blot para comparar si existia
una correlacion entre los niveles de proteina FALDH, el aumento de actividad FALDH
observado y los niveles de RNA mensajero. Se observd que los niveles de RNA eran,

como se esperaba, superiores a los de la planta control.

3.2 Las plantas transgénicas son mas resistentes a formaldehido.

Desde hace poco tiempo, como consecuencia de la alta contaminacién ambiental, se
estd comenzando a aplicar la fitoremediacion como una tecnologia innovadora
(Cunningham, 1996; Salt y col., 1998). Esta técnica utiliza las caracteristicas naturales
de las plantas para extraer del medio ambiente compuestos orgdnicos volatiles (VOCs),
en particular aquellos que abundan en el interior de ambientes de trabajo como

industrias o laboratorios (Raskin, 1996), o bien para degradar y metabolizar
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compuestos que pueden ser toxicos en suelos o en aguas, como los metales pesados
(Nieboer y col., 1980; Nriagu y col., 1988; Bizili y col., 1999; Blaylock, 2000) o
elementos radioactivos (Ebbs y col., 1998; Huang y col., 1998).

El formaldehido, como ya se ha descrito en la Introducciéon, es un contaminante
altamente reactivo, que estd presente en el medio ambiente en concentraciones
elevadas, como resultado de las actividades industriales humanas. Esta listado por la
IARC (Internacional Agency for Research on Cancer) y por la OSHA (Ocupatinal
Safety and Health Administration) como un probable carcinégeno en humanos (IARC,
1995). EI NTP (National Toxicicology Program, USA) incluye el formaldehido en el
Catalogo Anual de Carcinogenos.

Las plantas modificadas por métodos biotecnologicos han demostrado ser utiles en la
fitoremediacion. Uno de los objetivos de esta tesis fue estudiar la posible aplicacion de
plantas modificadas genéticamente en la proteccion medioambiental. Para ello
generamos plantas transgénicas que sobreexpresan el gen FALDH, y conseguimos
niveles de actividad formaldehido deshidrogenasa dependiente de glutatién
espectaculares, llegando a superar 17 veces la actividad FALDH de las plantas sin
transformar. Seleccionamos 4 de las lineas transgénicas que presentaban un mayor
aumento de actividad FALDH, con el fin de estudiar si la presencia de grandes
cantidades del enzima permitia una mejor capacidad de metabolizar elevadas
concentraciones de formaldehido exdgeno. Nuestros resultados muestran que en
presencia de 2 mM formaldehido (50 ppm), las 4 lineas transgénicas de sobreexpresion
eran capaces de metabolizar el formaldehido afadido mas rapidamente que la planta
salvaje. Sin embargo, sorprendentemente, la planta salvaje fue capaz de reducir casi en
un 80% el formaldehido afiadido al medio al cabo de 48 h de incubacion. 4. thaliana
parece ser una planta bastante eficaz en absorber contaminantes atmosféricos, como en
este caso el formaldehido. Cabe destacar que el formaldehido a una concentracion de 2
mM no resultd ser toxico para las plantas después de 48 horas de incubacion (Figura
43).

En presencia de 5 mM de formaldehido (125 ppm), un valor de concentraciéon que
excede en mucho los limites de la tolerancia humana (Tabla 9), algunas de las lineas

transgénicas (lineas 1 y 6) pudieron metabolizar hasta el 50% del formaldehido
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presente en el medio en solo 48 horas. En cambio, la planta salvaje so6lo pudo
metabolizar el 20% del formaldehido ex6geno al cabo de 48 horas.

Tabla 9. Relacion entre la concentracion de formaldehido y su efecto sobre la salud
humana.

Concentracion ambiental Efectos
(ppm)
<0.05-1,5 No se observan efectos en el 50-70% de las
personas expuestas
0,05-2 Irritacion ocular
0,1-25 Irritacion de las vias respiratorias bajas (nariz y
garganta)
5-30 Irritacion de las vias respiratorias bajas
50-100 Edema pulmonar, neumonia
> 100 Muerte

Datos ofrecidos por la sociedad anatomica espafiola. Acta de Barcelona 1996.

Estos resultados confirman una vez mas el papel esencial del enzima en el
metabolismo de formaldehido in vivo.

Durante el tratamiento de las plantas con 5 mM formaldehido se observo que, a partir
de las 24 horas de tratamiento, tanto las plantas transgénicas como las plantas salvajes
presentaban clorosis. El andlisis al microscopio electronico demostrd un deterioro de
los cloroplastos, lo que puede explicar el fenotipo observado.

Como se muestra en la figura 51, el formaldehido es metabolizado principalmente por
oxidacion a acido formico, que a continuacion es oxidado a CO,. La conversion
metabdlica de formaldehido a 4cido formico es catalizada en eucariotas
principalmente por la formaldehido deshidrogenasa dependiente de glutation
(FALDH) (Via 1), aunque se cree, como se menciond anteriormente, que la aldehido
deshidrogenasa mitocondrial, a altas concentraciones de formaldehido, también
podria participar en su metabolismo (Dicker y col., 1986) (Via 2). Otra via secundaria
alternativa es mediante la accion de la catalasa (Via 3), aunque esta reaccion es

dependiente de la velocidad de regeneracion de H,O, (Waydhas y col., 1978).
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Figura 51. Diferentes vias de metabolismo del formaldehido.
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Basandonos en las reacciones de la figura 51, hemos propuesto varia hipdtesis para

explicar la clorosis observada en las plantas transgénicas de sobreexpresion sometidas

a concentraciones elevadas de formaldehido:

1) La oxidacion de un exceso de formaldehido por la FALDH (via 1), o por la aldehido

deshidrogenasa (via 2) puede alterar el equilibrio redox NAD'/NADH generando un

exceso de NADH. Este exceso de NADH puede dar lugar a la formacion de superoxido

y otras especies reactivas del oxigeno si no hay disponibilidad sufuciente de aceptores

eletrénicos para regenerar el NAD™ (Kukielka y col., 1994). Tanto el O, como sus

derivados, peroxido de hidrogeno (H,O,) y radical hidroxilo (OH), son especies de

oxigeno muy reactivas que causan la oxidacion de los lipidos de membrana, proteinas

y otras biomoléculas, pudiendo provocar la muerte celular.
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2) Otro efecto que podria explicar la clorosis observada en las hojas de las plantas es
una disminucion en los niveles de glutation (GSH), como consecuencia de su
utilizacion para formar el S-hidroximetilglutation.

Los cloroplastos poseen una via de disipacion del O, y del H,O, en la que participan
el ascorbato y el glutation. La enzima superoxido dismutasa, que es muy abundante en
los cloroplastos, cataliza la conversion de O,  en H,O,. Los cloroplastos apenas tienen
catalasa (via 3), por lo cual la mayor parte del HO, generado en los cloroplastos es
reducido a H,O por la ascorbato peroxidasa (Foyer y col., 1997). Los niveles de GSH
son mantenidos por reduccion del glutation oxidado mediante la glutation reductasa
(GSSH) (Figura 52).

La presencia de un exceso de formaldehido, podria producir un agotamiento de GSH,
lo que podria conducir a una alteracion en la relacion GSH/GSSG, y por lo tanto a una
defensa interna baja contra las especies reactivas del oxigeno, creando una situacion de

estrés oxidativo.

Oy
Superdxido
dismutasa
L NADPH
H,0, Ascorbato /Glutatio’n oxidado
Ascorbato peroxidasa Monrzgifcr;zzcorbato Derléigligf;:;rbato Glutation reductasa
H,O dehidroascorbato NADP

Glutation reducido

Figura 52. Mecanismo principal de detoxificacion del radical superéxido y del peroxido
de hidroégeno que se genera en los cloroplastos.

3) Recientemente se ha demostrado que la actividad de las aquaporinas, proteinas

responsables del transporte del agua al interior celular, puede ser inhibida a valores de
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pH bajos (Gerbeau y col., 2002). Un desequilibrio en el funcionamiento de las
aquaporinas, o una inhibicién de su actividad, puede llevar a una situacion de estrés
osmotico. La observacion de las plantas incubadas con 5 mM formaldehido en el
microscopio electronico (Figura 43), muestra una separacion entre la membrana celular
y la membrana plasmatica, aspecto caracteristico de las células después de sufrir un
choque osmotico. Podria ocurrir que la oxidacion de altas concentraciones de
formaldehido provocara una acumulacion de acido formico (Figura 51, via 1) que diera
lugar a una acidificacion excesiva del citoplasma celular. Ello provocaria la inhibicion

de las aquaporinas, creando una situacion de estrés osmotico.

A lo largo de esta tesis hemos venido defendiendo la idea de que la FALDH tiene un
papel esencial en el metabolismo del formaldehido, y que su funcién principal dentro
de la célula es la proteccion de ésta frente a la toxicidad del formaldehido, tanto
enddgeno como exdgeno. La construccion de plantas transgénicas que expresan altos
niveles de formaldehido deshidrogenasa dependiente de glutation (FALDH) puede ser,
por tanto, de gran interés para remediar la contaminacién atmosférica en espacios
interiores.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha definido el Sindrome del Edificio
Enfermo (Sick Building Syndrome), como un conjunto de molestias y enfermedades
provocadas por la contaminacion del aire en espacios cerrados. En la construccion de
viviendas se utilizan materiales que liberan formaldehido, de forma que el contenido
de formaldehido en el aire de muchas viviendas suele ser superior al del aire exterior.
A modo de ejemplo, se ha estimado que el numero de individuos expuestos
ocupacionalmente al formaldehido en los Estados Unidos excede los 1,5 millones. Las
plantas tienen la capacidad de reducir las concentraciones de formaldehido y de
muchos otros contaminantes xenobidticos, como el didéxido de nitrégeno (NO,) o el
monoxido de carbono (CO), presentes en espacios cerrados (Wolverton y col., 1984;
Wolverton y col., 1989; Henseler y col., 1992; Giese y col., 1994), ya que pueden
captarlos a través de sus estomas o de su cuticula e incorporarlos a su metabolismo

celular.
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4. Inmunolocalizacion de la FALDH en células de tabaco BY2.

Como se menciond en el primer capitulo, una de las causas de la toxicidad del
formaldehido es debido a que reacciona con las proteinas, produciendo
entrecruzamientos de las cadenas polipeptidicas o de éstas con los grupos amino del
DNA (Feldman y col., 1973). Esta reaccion es mucho mas rapida con los nucleétidos
libres o con el DNA desnaturalizado que con el DNA nativo (Stollar y col., 1962;
Hayat, 1981). En la primera parte de esta tesis, demostramos que la FALDH tiene un
papel esencial en la detoxificacion del formaldehido. En este capitulo, mediante
estudios de localizacion celular, proponemos que una de las funciones de la FALDH
puede ser la de proteger las estructuras nucleares de los efectos toxicos del
formaldehido.

Los experimentos de inmunolocalizacion de la FALDH en células de tabaco BY2
mostraron que esta proteina presenta, ademas de una localizacion nuclear, una
distribucion similar a la de los microtubulos durante las diferentes etapas del ciclo
celular.

La distribucion de los microtubulos en las células es dindmica. Muchas células en
division muestran cinco diferentes disposiciones sucesivas: la cortical, la banda
preprofasica, el huso mitotico, el fragmoplasto y la disposicion radial (Hasezawa y
col., 1997) (Figura 53).

La disposicion cortical se encuentra en el citoplasma de células en crecimiento. Los
microtubulos se ubican muy cerca de la membrana plasmatica, disponiéndose en forma
helicoidal, con orientacion predominante en angulos de 90° respecto a la direccion de la
elongacion celular. Se cree que su funcion es dirigir la disposicion de las microfibrillas
de celulosa en las paredes celulares.

En la division celular, los microtibulos forman el huso mitético y se encargan del
desplazamiento de los cromosomas, por un proceso de polimerizacion y

despolimerizacion de las unidades de tubulina que los componen.
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Figura 53. Organizacion de los microtubulos durante el ciclo celular en plantas.

En cuanto a su funcion, los microtibulos en plantas estdn involucrados en aspectos

dindmicos importantes como:

1. Morfogénesis. La forma de algunas prolongaciones o protuberancias celulares se

correlaciona con la orientacion y la distribucion de los microtubulos.

2. Movilidad intracelular. Con los otros elementos del citoesqueleto, participan en la

ubicacién y movimiento de organulos citoplasmaticos, como los dictiosomas, y

también en el movimiento de los cromosomas durante la mitosis y la meiosis.

3.Transporte intracelular. Actian como soporte o carril sobre el cual las proteinas

motoras transportan vesiculas y moléculas grandes.

Una pregunta que cabe plantearse es ;Qué funcion tiene esta proteina en el ntcleo

celular? Qué relacion o qué tipo de interaccion puede existir entre la FALDH y los

microtubulos?
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4.1 Posible funcion de 1a FALDH en el nucleo.

En relacion con la localizacion subcelular de la FALDH, siempre se ha asumido que se
trata de una localizacion citoplasmadtica. Los experimentos de inmunolocalizacion que
se presentan en esta tesis demuestran, por primera vez en plantas, que la localizacion
de la FALDH en las células BY2 no es solo citoplasmatica, si no que, ademas, la
FALDH presenta una localizacion nuclear durante la interfase (G1-S-G2). Por otra
parte, nuestros resultados demuestran que, al menos en células BY2, el principal lugar
de la localizacion de la FALDH durante la mitosis es en los microtubulos.

Hasta ahora existen pocos resultados que respalden la localizacion de la FALDH
dentro del nucleo. En el afio 1994, los experimentos de Iborra y col., demostraron que
la FALDH se induce en los linfocitos de rata y que se acumula en el citoplasma hasta
que la célula entra en la fase S. En la fase S se transporta al ntcleo y se asocia, en
parte, a los sitios de replicacion del DNA. Su funcion podria ser la de proteger al DNA
en fase de replicacion de los dafios provocados por el formaldehido.

Por otra parte, se ha hipotetitizado que La FALDH nuclear podria jugar un papel en la
replicacion del DNA, implicada en la replicacion del DNA, que seria independiente de
su funcion como formaldehido deshidrogenasa. Iborra y col., demostraron que el
bloqueo con anticuerpos de los sitios de interaccion de la FALDH con proteinas del
aparato replicacional, inhibia parcialmente la replicacion este proceso (Iborra, 1994).
Algo semejante ocurre con otras enzimas, como la gliceraldehido-3-deshidrogenasa, un
enzima glicolitico, que dentro del niticleo funciona como uracilo glicosilasa, en la
reparacion del DNA.

La FALDH es un enzima ancestral, que probablemente ha estado en el nucleo siempre.
El ntcleo ha evolucionado conjuntamente con estd proteina (que como muchas
proteinas del aparato replicacional, esta muy conservada), de modo que esta cuando se
ha encontrado en las inmediaciones del DNA que esta replicando, para evitar la
formacion de entrecruzamientos, ha podido servir como un elemento mas de tal

sistema y ha desarollado interacciones con otras proteinas del aparato replicacional.

En plantas, no existe ningun trabajo que aborde la localizacion subcelular de la

FALDH. Nuestro resultados de inmunolocalizacidon corroboran los datos obtenidos por
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Iborra, demostrando que la FALDH se localiza en el nucleo durante la fase de sintesis
de DNA (fase S) y la fase G2 (Figura 48).

Otro resultado potencialmente interesante, no descrito hasta la fecha, es la localizacion
de la FALDH en los microtubulos. Durante la interfase, la FALDH muestra una
localizacion idéntica que la de la tubulina. En el citoplasma, formando los
microtubulos corticales y los microtubulos que salen de la envoltura nuclear. En la

mitosis, formando el huso mitotico y el fragmoplasto (Figura 48).

Todavia es necesario mucha experimentaciéon para profundizar en la distribucion
celular de la FALDH en plantas. El hecho de demostrar, por primera vez, que la
FALDH se localiza en los microtiibulos, abre una nueva funcion de este enzima, y sélo
el estudio de su localizacion y distribucion en otras especies de plantas, acabard por

esclarecer el papel de la FALDH en los microtibulos.
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CONCLUSIONES.

1- Se ha aislado y purificado el enzima FALDH de 4. thaliana. a partir de la linea
celular T87. El enzima presenta un punto isoeléctrico de 5,3-5,6, y el peso molecular de
la cadena polipeptidica es de 44,6 kDa. Presenta un valor de K= 7 uM para el S-

hidroximetilglutation, y es practicamente inactiva con etanol.

2- Se ha construido un mutante de S. cerevisiae por deleccion del gen SFA1l. La
sobreexpresion del gen FALDH de Arabidopsis en este mutante nos ha permitido la

purificacion y la caracterizacion completa del enzima recombinante.

3- La caracterizaciéon cinética de la FALDH recombinante de Arabidopsis ha
demostrado que:

- Su mejor sustrato es el S-hidroximetilglutation, con un valor de K, = 7 uM, y una
eficiencia catalitica (kca/Kp) de 193.00 mM 'min’.

- Es especifica para el NAD" como coenzima.

- A pH 10, cataliza de forma eficiente la oxidacion de alcoholes especificos de plantas,
como farnesol y geraniol. Sin embargo, a pH fisiologico (7,5) solamente con el
farnesol presenta una actividad significativa (kea/Km= 780 mM'lmin'l).

- Otros alcoholes de cadena larga, como el octanol y el 12-hidroxidodecanoico, no son

buenos substratos para el enzima.

4- La FALDH de Arabidopsis, como la de otros organismos eucariotas superiores,
presenta valores de Ky y ke para el S-hidroximetilglutation significativamente
inferiores a los de los microorganismos. Ello sugiere una estrecha correlacion entre los
valores cataliticos de la FALDH y la necesidad de una eliminacion eficiente del
formaldehido en el organismo correspondiente, manteniéndose una relacion Optima de

keat/Km, que parece tender a un valor aproximado de 200. 000 mM™. min™".
5- Se ha demostrado que la expresion en un vector multicopia del gen FALDH de A.

thaliana en levadura confiere a ésta la capacidad de resistir altas concentraciones de

formaldehido (2 mM). La levadura salvaje es claramente mas sensible al formaldehido
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que la levadura con el gen FALDH sobreexpresado. Estos resultados indican que la
FALDH tiene un papel importante en el metabolismo del formaldehido en la célula, y
que, si bien no es imprescindible para la vida celular, su presencia es claramente

ventajosa para la levadura cuando estd expuesta a concentracion altas de formaldehido.

6- A partir de la proteina purificada, se ha obtenido un anticuerpo especifico contra la

FALDH de A. thaliana.

7- Se ha puesto a punto el método de obtencion de plantas transgénicas de Arabidopsis,

por transformacidén con Agrobacterium tumefaciens.

8- Se han obtenido varias lineas transgénicas independientes que sobreexpresan la
FALDH de Arabidopsis bajo el promotor constitutivo 35S. En homozigosis, se
obtienen incrementos de la cantidad y actividad del enzima que varia entre 1,5y 17

VECES.

9- Se ha estudiado la capacidad de las diferentes lineas transgénicas de eliminar
formaldehido exogeno a concentraciones muy elevadas (2 mM y 5 mM),
demostrandose un incremento entre el 20% y el 30% con respecto a plantas de
Arabidopsis no transformadas. Estos resultados confirman una vez mas el papel

esencial del enzima en el metabolismo del formaldehido in vivo.

10- La sobreexpresion del gen, sin embargo, no impide que la exposiciéon a
formaldehido (5 mM) durante 24 h tenga un efecto fototoxico, que produce la

destruccion de los cloroplastos.
11- La inmunolocalizacién de la FALDH en células de tabaco BY2, muestra que se

encuentra tanto en el citoplasma como en el ntcleo. Su distribucion es similar a la de la

y-tubulina durante las diferentes etapas del ciclo celular.
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