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RESUMEN

La capa de aleurona es el tejido responsable de la movilizacion de reservas del
endospermo almidonoso de cereales durante la germinacion. Durante este proceso, el
embridn inicia ia sintesis de acido giberélico (AG,), que difunde hacia la aleurona. Aqui, e!
fitorregulador desata una serie de respuestas fisiologicas que permiten la sintesis y
secrecion de enzimas hidroliticas hacia el endospermo almidonose donde se ocupan para
ia digestion de las reservas.

La percepcion del AG, en la aleurona se lleva a cabo a nivel de membrana
plasmatica. Dada la informacion que se tiene sobre los mecanismos de transduccion, es
de esperarse que ante la percepcion del estimulo se lleven a cabo cambios importantes
en los componentes de la membrana plasmatica, que hagan posible la transmision de la

sefal hacia e! interior de la célula. Sin embargo, hasta el momento sdlo ha sido posible
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describir algunos eventos relacionados con la transduccion que se presentan rio abajo de
la membrana después de que se ha percibido el estimulo.

Como una primera aproximacién para la identificacion de los cambios inducidos
por fitorreguladores en la membrana plasmatica, en este trabajo se estudiaron los
cambios inducidos por el acido giberélico en: a) la actividad de la NADH oxidasa, enzima
integral de membrana plasmatica; y b) en la fosforilacién de proteinas de membrana
plasmatica y endomembranas de aleurona. La primera se estudié dada su capacidad de
ser modulada por su estado redox, por lo que puede servir como monitor de los posibles
cambios de oxido-reduccion inducidos por el AG,. Ademas de que ésta ha sido propuesta
como posible participante en procesos de transporte de iones y de formacion de
vesiculas, por lo que reviste gran importancia en la regulacién de la funcion secretora de
la aleurona.

Por otra parte, existe evidencia que indica que durante la percepcion de
mensajeros quimicos en las membranas se encienden procesos de fosforilacion de
diversas proteinas, como canales i6nicos, enzimas involucradas en fa generacion de
segundos mensajeros e incluso los mismos receptores activados por el agonista. Por ello,
se estudio ia fosforilacién de las proteinas membranales. Esta se evalud por medio de
ensayos de fosforilacion in vitro para la deteccion de la aclividad de cinasas
membranales, de la obtencién de los patrones electroforéticos de proteinas fosforiladas y
de la determinacion cuantitativa de 3Pi incorporado en proteinas.

Los resultados sefialan que en la aleurona existe la actividad de NADH oxidasa de
tipo I. Esta oxidorreductasa inhibe su actividad por efecto del AG,. Al parecer, el
fitorregulador induce un cambio en el estado redox circundante de la enzima hacia una
forma mas oxidada, ya que la enzima logra recuperar su actividad basal al establecerse

un ambiente reductor.




Resumen

Adicion'almente, se lograron identificar tres elementos que participan en los
procesos de fosforilacidn-desfosforilacion: la tPKC, fosfatasas de serina-treonina  y
fosfatasas de tirosina. El comportamiento de estos elementos es modificado por el AG,y

el ABA, tanto en membrana plasmatica como en endomembranas.




INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mas notorias y sorprendentes de las células es su
capacidad de percibir todo lo que sucede en su entorno y responder a los cambios en su
medio ambiente y/o a circunstancias especificas en las que deben desempefar una
funcion particular. Para ello, las células cuentan con diversos mecanismos que les
permiten percibir sefiales quimicas, interpretarias y traducirlas en una repuesta fisiologica
especifica.

La membrana plasmatica de las células separa el interior de las mismas de su
entorno. Durante mucho tiempo se pensd en esta membrana tan solo como una barrera
que las delimitaba. Sin embargo, si es un hecho que existe comunicacion entre el exterior
e interior de |a célula; entonces, ésta debe ser mediada por la membrana plasmatica.

El proceso por el cual los estimulos externos a la célufa pueden alterar su

10
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comportamiento y hacerla emitir una respuesta se denomina transduccion de sefiales.
Estas sefales pueden ser hormonas (fitorreguladores en el caso de las plantas) u otras
especies moleculares como elicitores (Dixon and Lamb 1990), agua, e incluso sefales
fisicas como la luz (Dangl et al. 1995) o la gravedad (Garril et al. 1997) que llegan a la
membrana plasmatica desde el exterior o de otras partes del organismo. Una vez ahi, el
estimulo es internalizado o percibido in situ a través de un receptor.

Los receptores de membrana plasmatica son proteinas transmembranales que
contienen dominios extracelulares de unién especifica al mensajero quimico (Petty 1993).
En general, la ocupacion de estos sitios por un agonista especifico promueve un cambio
conformacional en la proteina receptora que se propaga hasta su porcién intracelular.
Una vez en la cara citoplasmica de la membrana, se llevan a cabo interacciones entre el
receptor y otras proteinas que llevan a las etapas subsecuentes del proceso de
transduccién. Las primeras enzimas que participan en la transduccién deben estar
fuertemente asociadas a la membrana; o bien, ser reciutadas hacia ella en cuanto se
percibe la seiial.

El estudio de la transduccion en diferentes sistemas ha llevado a la identificacion
de varios tipos de receptores. Varios de estos receptores funcionan por la activacion de
dominios intrinsecos de cinasa. Estos se conocen en general como receptores cinasa de
proteina y pueden autofosforilarse en residuos de tirosina , o de serina y treonina (Braun
and Walker 1996) o de histidina (Wurgler-Murphy and Satio 1997). Por ejemplo, la
estimulacién de los receptores con actividad de cinasa de tirosina (RTK) induce su
dimerizacion y autofosforitacién. En esta configuracion, el receplor puede reclutar
diversas proteinas con dominios SH2 y formar un complejo activado para la senalizacion
por asociacién con proteinas tales como proteinas G pequefas, la cinasa-3 de

fosfoinositido, la cinasa 70 kDa S6, la cinasa de proteina activada por mitdgeno (MAPK) y
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la PLCy, entre otras (Marshall 1995). Este tipo de receptores no ha sido aun identificado
en plantas; sin embargo, la conservacion de sitios regulatorios en algunas cinasas en
estos organismos sugiere que la fosforilacion en tirosina puede jugar un papel fisiologico
importante en plantas superiores (Stone and Walker 1995).

Las cinasas tipo receptor (RLK) han sido identificados en diversas especies
vegetales como el maiz, Arabidopsis y arroz. Estos receptores se dividen en tres clases:
de dominio S, de repeticiones ricas en leucina y de repeticiones tipo factor epidermico de
crecimiento. En general, sus dominios cataliticos sufren autofosforilacion en residuos de
serina y treonina. AUn no se conoce mucho sobre las proteinas involucradas en la
sefalizacién rio abajo de estos receptores, aunque se ha logrado identificar una fosfatasa
que se une especificamente al dominio de cinasa de los RLK (KAPP) (Braun and Walker
1996). En el caso de Arabidopsis, por ejemplo, se ha demostrado que KAPP es un
regulador negativo de la actividad de CLV1, un RLK que se requiere para el
mantenimiento del tamafo de los meristemos del tallo e inflorescencias (Stone et al.
1998).

Otros receptores con actlividad de cinasa son los que se encuentran en los
sistemas de dos componentes y se caracterizan por el mecanismo de fosfotransferencia
de histidina a aspartato (Loomis et al. 1997). Estos han sido identificados en diversas
especies eucariotas como plantas, hongos y levaduras. En particular en plantas, se ha
identificado el gen ETR1 que codifica para un receplor de elileno que es una cinasa de
histidina (Wurgler-Murphy and Satio 1997).

Finalmente, existen receptores que se asocian a proteinas G heterotriméricas y se
caracterizan por tener siete dominios transmembranales. Cuando se unen a su agonista,
éstos sufren un cambio conformacional que permite la activacién del compiejo de

proleinas G por la unién de GTP a Ja subunidad Gu (Berridge 1993). Este complejo
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activado regula la actividad de diversas enzimas como la adenilato ciclasa y la
fosfolipasa C (PLC) entre otras (Drayer and van Haastert 1994).

Como ya se menciond, se ha logrado reconocer algunas de las enzimas con las
que los receptores interactUan especificamente para generar los Hamados segundos
mensajeros, especies quimicas que llevan la sefal al interior de la célula. Enire estas
enzimas se encuentran la adenilato ciclasa, la guanilato ciclasa y la PLC, que generan el
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) , el guanilil monofosfato ciclico (GMPc) (Penson et
al. 1996), el inositol(1,4,5) trisfosfato (IP,) (Berridge, 1993), respectivamente. El Ca*
también ha sido identificado como un segundo mensajero {(Poovaiah et al. 1987). Estos
compuestos pueden viajar hacia diversos puntos del interior celular y estimular diversas
actividades enzimaticas que llevaran eventualmente a la emisidn de una respuesta

fisiologica especifica.

La capa de aleurona ha sido muy utilizada como modelo de estudio de la
transduccion de sefiales en plantas. Esto se debe a que es un tejido cuya funcién
especifica (iniciar la movilizacién de reservas del endospermo almidonoso de las semilla
de los cereales a través de la sintesis y secrecion de enzimas hidroliticas) es modulada
por un fitorregulador, el acido giberélico (AG,) (Hill and MacGregor 1986). Ademas de que
es uno de los pocos sistemas con familias de genes bien identificados que son regulados
posiliva y negativamente por diferentes fitorreguladores, cuyos productos estan
bioquimicamente identificados y son de facil seguimiento (Jacobsen and Chandler 1988).

Existen estudios que indican que la percepcion de la senal del AG, en la aleurona
se lleva a cabo a nivel de la membrana plasmatica (Gilroy and Jones 1994; Hocley et al.
1991), lo que sugiere la existencia de un receptor especifico para el fitorregulador.
También, se ha demostrado la presencia de proteinas capaces de unir GTP en la

membrana plasmatica (Wang et al. 1993) y de proteinas con similitud a las subunidades
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Go y Gp heterotriméricas, cuya presencia en membrana plasmatica no ha sido
comprobada (Jones H.D. et al. 1996). No obstante, en experimentos con estimulantes de
la actividad de intercambio de GDP/GTP por proteinas G heterotriméricas, Mas7 y GTP-y-
S, se ha observado la induccién de la expresion dei gen de a-amilasa y la secrecion de la
enzima. Mientras que la presencia de GDP-p-S, inhibidor de este intercambio, elimina la
expresion del gen reportero a-Amy2/54:GUS. Esta evidencia sugiere que las proteinas G
heterotriméricas pueden estar involucradas en la expresion de los genes de a-amilasa en
la aleurona (Jones, H.D. et al. 1998).

A nivel citoplasmico, se han documentado incrementos en los niveles de Ca*
(Bush 1996) y de IP, (Chen et al. 1997) en este tejido en respuesta al AG,. Esta
informacion sugiere que en la aleurona existe un mecanismo de transduccién de sefales
que podria involucrar un receptor membranal capaz de interactuar con la PLC, para
generar estos segundos mensajeros. Asimismo se podria especular sobre la posible
presencia de la cinasa C de proteina (PKC) en este sistema, ya que ésta se recluta hacia
la membrana plasmatica y se activa por el diacilglicerol producido a través de la PLC.

Resulta evidente que la percepcion inicial del AG, en la aleurona se lleva a cabo a
nivel de la membrana plasmatica. Es ahi donde se integra la sefial que se traducira en
eventos bioquimicos intracelulares que resulten en la expresion de los genes de la a-
amilasa. Es por esto que el estudio de los componentes del sistema de percepcion y su
comportamiento ante la presencia del mensajero quimico en este modelo permitira |a
identificacion y caracterizacion mas precisas de los elementos de transduccion presentes
en él. Asi como también, ayudara a determinar inequivocamente su relacion con los

diferentes eventos de transduccion y respuesta ya identificados.




ANTECEDENTES

LA CAPA DE ALEURONA COMO MODELO DE ESTUDIO DE LA
TRANSDUCCION DE SENALES

La capa de aleurona es un tejido vegetativo que constituye parte del endospermo
de la semilla de un cereal. Este tejido estd formado de una a tres capas de células
rodeadas por una pared celular rigida (Jacobsen and Chandler 1988).

La capa de aleurona juega un papel muy importante en el crecimiento del embrion,
ya que es la responsable de la movilizacién de reservas del endospermo almidonoso en
las primeras etapas de este proceso. La movilizacion de reservas por medio de este tejido
se estimula a través de un fitorregulador que es el acido giberélico (AG,), y se inhibe por

el acido abscisico (ABA) (Jacobsen and Chandler 1988). Esto ha convertido a la capa de
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aleurona en un importante sistema de estudio de la accion de fitorreguladores y
mecanismos de transduccion de sefales en plantas.

El mecanismo mediante el cual la capa de aleurona inicia la movilizacion de
reservas se describe a continuaciéon. En primera instancia, al momento de iniciarse la
germinacion de la semilla, el embrion empieza a sintetizar AG,. Este fitorregulador difunde
hacia el endospermo almidonoso hasta llegar a la capa de aleurona. Una vez alli, el AG,
indica a la aleurona iniciar la hidrolisis de sus proteinas de reserva; asi como la sintesis
de novo Ade una serie de enzimas hidroliticas (Hill and MacGregor 1986). Entre estas
enzimas se encuentran predominantemente la a-amilasa y la f-glucosidasa, aunque
también existen algunas proteasas, lipasas y fosfatasas (Jacobsen and Chandler 1988).
Estas enzimas son secretadas hacia el endospermo almidonoso donde inician la
degradacién de las reservas. Los productos de hidrélisis eventualmente viajan al embrién,
en donde son aprovechados para su desarrollo (Jacobsen and Chandler 1988).

Desde hace muchos afios, la aleurona ha sido estudiada principalmente en lo que
se refiere a las respuestas fisioldgicas reguladas por el AG3. Dentro de éstas se
encuentran la regulacién génica y sintesis diferencial de a-amilasa (Rogers and Milliman
1984: Lazarus et al. 1985) , la sintesis y secrecion de fosfatasa acida (Hooley 1984), los
cambios intracelulares de calcio (Gilroy and Jones 1992; Bush 1996) y el aumento de
calmodulina (Gilroy 1996} entre otros.

Mas recientemente, el estudio de la aleurona se ha enfocado a dilucidar los
diferentes factores que participan en la transduccién de la sefal del AG,. La estrategia
general que se ha ulilizado es la de detectar qué eventos o metabolitos comanmente
relacionados con la transduccion de sefiales en otros sistemas se encuentran también en
la aleurona. De esta forma ha sido posible ir construyendo un panorama general de lo que

podria ser el mecanismo de transduccién de la sefial del acido giberélico en este tejido.
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PERCEPCION Y TRANSDUCCION

PERCEPCION

Existen estudios que indican que el AG; se percibe a través de la membrana
plasmatica de las células de la aleurona. El fundamento de esos experimentos se basa en
determinar la respuesta de protoplastos de aleurona al AG,, restringiendo su presencia
solo al exterior de la célula, o bien evitando su contacto con la membrana plasmatica.

E primer enfoque se realizo con un derivado del AG, al que se le unieron perlas
de sefarosa, de manera tal que el fitorregulador fuera impermeable al protoplasto. Se
observé que los protoplastos tratados con esle derivado eran capaces de responder al
fitorregulador con la sintesis y secrecién de a-amilasa. Asimismo, este derivado se probd
en el tejido integro, y se encontré que también era capaz de responder con la sintesis y
secrecion de la enzima aungue en menor grado. Es factible que la respuesta disminuida
se deba a que la pared celular de las células impida el contacto directo del AG, con la
membrana plasmatica, ya que la sefarosa representa un gran impedimento estérico
(Hooley et al. 1991}

Otro de los enfoques utilizados para determinar el sitio de percepcion del AG,, ha
sido el de sintetizar reactivos de fotoafinidad de este ultimo. Esto con el fin de identificar
las proteinas de membrana que se unen especificamente al derivado. Se han sintetizado
una gran variedad de estos compuestos. Sin embargo, en los primeros experimentos solo
se lograron identificar proteinas que se unian con poca especificidad al compuesto. O
bien, las proteinas que se enlazaban eran solubles, probablemenle enzimas involucradas
en el metabolismo del fitorregulador. Hasta muy recientemente, se han podido identificar
dos polipéptidos membranales que se unen especificamente a reactivos de fotoafinidad

de AG, (Walker, et al. 1994). Actualmente, estos péptidos estan siendo caracterizados,
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para determinar su posible funcion como receptores de membrana.

Por otra parte, se realizaron experimentos de microinyeccion de AG,; en
protoplastos de avena. Se encontré que los protoplastos microinyectados con el
fitorregulador no presentaban ninguna de las respuestas tradicionales evaluadas, como la
sintesis y secrecion de a-amilasa, vacuolacion y la expresion de GUS fusionado a un
promotor de a-amilasa. Mientras que esos mismos protoplastos incubados con AG;
exogeno si las presentaban. De esta forma se comprobé que, en efeclo, si se requiere un
primer contacto del AG, con la membrana plasmatica para ejercer su accion {Gilroy and
Jones 1994). Un enfoque similar se utilizd para determinar el sitio de percepcion de ABA.
Los resultados indicaron que existen dos sitios de percepcion de ABA en la celula de la
aleurona de cebada: uno en la membrana plasmatica y otro en su interior. El primero
parece ser el responsable de la inhibicion de la respuesta a AG,, mientras que el segundo

estimula la expresién ABA-especifica del gene Em (Gilroy and Jones 1994).

TRANSDUCCION MEMBRANAL

Para el estudio de los procesos de transduccion de sefiales en plantas se han
utilizado estrategias experimentales que pretenden identificar los homélogos de los
factores de transduccion descritos en animales. Estas estrategias han permitido encontrar
elementos comunes para ambos sistemas.

Uno de los efectos de! AG, mas ampliamente estudiados es el movimiento de Ca*
dentro de la célula. Se ha determinado que la concentracion de este cation se incrementa
desde 100 nM hasta aproximadamente 500 nM por efecto del AG, (Bush 1896). La
secrecidon de a-amilasa requiere que la concentracion de calcio sea alrededor de 400 nM
(Gilroy et al. 1996).

Gilroy (1996) realizo experimentos en los que por medio de la inyeccion de Ca”y
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de compuestos quelantes en protopiastos de cebada simularon el comportamiento del
calcio intracelular ante el estimulo con AG;. Con el fin de determinar si esto era suficiente
para desatar la respuesta de las células al fitorregulador, se evaluaron diferentes
parametros que indicaran la respuesta del protoplasto. Se encontrd que ninguno de [os
tratamientos lograba iniciar la respuesta normal del protoplasto al AG,, excepto en el caso
de la secrecion de la a-amilasa, para la cual el Ca® resultd critico.

De aqui, se concluyé que el cambio en el calcio intracelular no es el unico
elemento que dirige la respuesta del sistema al acido giberélico. Entonces, se propuso
que mas que un incremento neto en la concentracién del cation, el sistema requiere de
varios elementos que en conjunto generen los cambios sutiles, localizados y temporales
de Ca* en el citoplasma, responsables de dirigir la sefal del AG, al interior de la célula.

Para generar esta heterogeneidad espacial de concentracion de Ca”, se ha
propuesto la participacion de canales de Ca?" (Schroeder and Hagiwara 1990} y de una
Ca¥-ATPasa (Bush and Wang 1995) de membrana plasmatica, cuyas aclividades serian
moduladas por el fitorregulador.

En otro estudio, se detectd que otro de los genes cuya expresion es regulada por
AG; corresponde a una Ca? ATPasa de reticulo endoplasmico. Se demostré que la
sobreexpresidn del gene de esta Ca*-ATPasa permite la expresion de a-amilasa
correspondiente a la de las células inducidas con AG;. De forma tal que, el movimiento de
calcio producto de la actividad de esta enzima podria tambien resultar importante en la
transduccién de la sefial del fitorregulador (Chen et al. 1997)

Con base en lo anterior, se realizaron experimentos enfocados a detectar cambios
en los niveles de inositol trifosfato (IP,), ya que este compuesto ha sido identificado como
segundo mensajero responsable de la activacién de canales de calcio en el reticulo

endoplasmico. Se encontré que, en efecto, el AG, provoca un incremento pronunciado en
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la concentracion de IP; en la céluta a los 25 minutos de induccion (Chen et al. 1997).

Esto sugiere la participacién de los receptores de IP, transportadores de Ca® de
reticulo endoplasmico. Cabe destacar ademas, que la presencia e inducibilidad del [P,
apunta hacia otra actividad de membrana plasmatica posiblemente involucrada en el
proceso de transduccion de sefiales, la fosfolipasa C (PLC).

Consistente con este tipo de mecanismo, se ha documentado la presencia de
proteinas G en membrana plasmatica de aleurona de avena (Jones H.D. et al. 1998). Sin
embargo, su participacion en la transduccién de sefales en plantas ain no ha sido
determinada (Wang et al. 1993). Asimismo, se han detectado dos proleinas con
homologia a las subunidades Ga y G} de las proleinas G heterotriméricas. No obstante,
su localizacion en la membrana plasmatica no ha sido comprobada (Jones H.D. et al.

1998).

TRANSDUCCION CITOPLASMICA

Por otra parte, dado que el GMP ciclico ha sido propuesto como segundo
mensajero en plantas (Penson et al. 1996), también este compuesto ha sido estudiado
para encontrar una posible funcién en este sistema.

Ademés del incremento en la concentracion de IP, citopldsmico, se encontré que
los niveles de GMPc se incrementan de manera importante aproximadamente a las dos
horas de induccidon con AG;. Utilizando un inhibidor de la guanilil ciclasa (LY), se
demostrd que la inhibicion del incremento en la concentracion del GMPc disminuye por lo
menos en un 50% la capacidad del sistema para producir u-amilasa. Mientras que la
presencia de un andlogo de GMPc, el DB-GMPc, y AG; restablecen la produccion de la
enzima, aun en presencia de LY. De esta forma, se afade otro elemento mas que puede

ser importante en la transduccion de la sefial del AG, (Penson et al. 1996).
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Otra estrategia que se ha empleado para estudiar la transduccion de sefales en la
aleurona es el uso de inhibidores o estimulantes de actividades enzimaticas involucradas
en la generacion de segundos mensajeros y/o reguladores de las vias de transduccion.

Por medio de esta estrategia se ha demostrado que los procesos de fosforilacion
son importantes en la sefalizacién del AG, y el ABA en aleurona. Por ejemplo, se ha
encontrado que el acido okadaico (AO), un inhibidor potente de fosfatasas de serina-
treonina (PPst), es capaz de suprimir la respuesta de la aleurona al AG, . Se comprobd
que en la presencia simultanea de este compuesto y AG; en la aleurona, los niveles de
ARNm de a-amilasa son casi imperceptibles. De la misma manera que los niveles de
ARNm del gene PHAV1, regulado por ABA, se ven disminuidos. Esto sugiere la
participacion de fosfatasas de proteinas, particularmente del tipo 1 y 2A, en la
transduccién de la sefal de ambos fitorreguladores (Kuo et al. 1986).

Por otra parte, existe evidencia indicando que, por lo menos en la regulacion de la
secrecion de a-amilasa, las cinasas de serina-treonina no estan involucradas (Kuo et al.
1996). Sin embargo, esto no descarta su posible participacion en la modulacion de otros
eventos de transduccién y/o respuesta.

Con respeclo a la induccion de la aleurona con ABA, se ha encontrado que este
promueve un incremento en la actividad de la cinasa de proteina activada por mitégeno
(MAPK) (Knetsch et al.1996). Esta enzima es una cinasa de serina y treonina que forma
parte de una cascada de amplificacion de sefales por fosforilacion secuencial de cinasas
de proteina, factores de transcripcion y elementos del citoesqueleto entre otros (Johnson
and Vaillancourt 1994). La particularidad de estas cinasas es que tan solo se activan
cuando estan fosforiladas simultaneamente en residuos especificos de tirosina y treonina
(Nishida and Gotoh 1993). El uso de un inhibidor especifico de fosfatasas de tirosina

(PPt), elimina la activacion de MAPK, por lo que se ha propuesto que la activacion de esta
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cinasa se lleva a cabo por una cinasa de MAPK (MAPKK) que se activa por
desfosforilacion en residuos de tirosina. Entonces, se ha propuesto la participacion de una
PPt en la transduccién de ABA via la MAPK (Knetsch et a/.1996). Hasta el momento, no
se ha podido comprobar si existe algin efecto de AG, sobre la actividad de MAPK, tan
solo se ha logrado determinar que el fitorregulador reduce la acumulacion del ARNm de
un homdlogo de esta cinasa en aleurona de avena (Huttly and Phillips 1995).

Ante toda esta informacion, es claro que el mecanismo de transduccion de la
sefial del AG, y del ABA en la aleurona estd muy lejos de ser senciflo. De hecho, al
parecer existen muiltiples factores participando en él, de manera simultanea, o bien

secuencial y concertada.

RESPUESTA FISIOLOGICA

Aun cuando algunos de los eventos que suceden en las células de la aleurona no
se pueden delimitar completamente como parte de la transduccion y/o de la respuesta
(como en el caso de las fluctuaciones en los niveles de Ca”), una respuesta inequivoca
del sistema ante la presencia del AG; y el ABA es la expresion especifica de algunos
genes. En la siguiente tabla se presenta el efeclo de los fitorreguladores sobre la
expresion de algunos genes { Bethke et al. 1997).

Varios de estos genes y sus promotores ya han sido aislados. Los esludios de
expresion transitoria de construcciones de los promotores con genes reporteros en capas
de aleurona y protoplastos del mismo tejido han ayudado a un mejor entendimiento de la

expresion génica modulada por fitorreguladores (Bethke ef al. 1997).
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Tabla 1. Efecto del AG, y ABA sobre ia expresidn génica en la capa de aleurona
EXPRESION GENICA
INCREMENTO DECREMENTO

CaM: Calmodulina MAPK
AG, a-amilasa Globulina
GAMYB: Factor trans de
unién a GARE

FITORREGULADOR

Em: Factor trans de union a a-amilasa
ABRE
ASI: Inhibidor amilasa- GAMYB
subtilisina
ABA Rab-16
PHAV1
HVA1/HVAZ22
Dehidrina

El gen mas estudiado en este sistema es el de ia u-amilasa. Esta enzima es
importante para la degradacion de la amilosa y la amilopectina del almidon del
endospel;mo. Existen diferentes grupos de isoenzimas que se separan en funciéon de sus
punios isoeléctricos (pl) {(Jacobsen and Chandler 1988).

Se ha demostrado que la sintesis de los dos grupos de iscenzimas es dirigida por
dos poblaciones separadas de ARNm y se encueniran en diferenles cromosomas
(Lazarus et al. 1985).

Con base en los resultados de varios estudios, se ha determinado que el AG,
promueve la acumulacion de ARNm de la a-amilasa y el ABA la inhibe (Jacobsen and
Chandler 1988). EIl ARNm de la a-amilasa de bajo pl se incrementa de 10 a 20 veces
como respuesta al AG, durante las primeras 24 hs y responde a niveles bajos del
fitorregulador (aproximadamente 10°M). Por otra parte, el mensajero de la enzima de alto
p/ se incrementa de 50 a 100 veces de las 12 a las 16 hs en presencia del AG, y requiere
de allas concentraciones del fitorregulador {10® M). Esto sugiere que los genes de los

diferentes grupos son regulados diferencialmente (Rogers 1984).
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Las evidencias obtenidas de experimentos con diferentes construcciones del
promotor de la a-amilasa indican que la regulacién de su expresion por AG, y ABA se
lleva a cabo a nivel transcripcional (Jacobsen and Beach 1985; Zwar and Hooley 1986).
También se han descrito regiones conservadas en este promotor que le confiere
inducibilidad por AG,. Estas regiones han sido denominadas como el complejo de
respuesta a AG, (GARC) (Gubler and Jacobsen 1992) y el elemento de respuesta a AG,
(GARE) (Skriver et al. 1991), los cuales al parecer son secuencias redundantes y de
unidn a proteinas. No ha sido posible determinar qué nucléotidos en estos dominios son
responsables de la inhibicidn de la expresion por ABA. Estos elementos de respuesta en
conjunto con otras secuencias (llamadas elementos acoplantes) como la 025, |a caja de
pirimidinas y la caja | permiten el incremento en la transcipcién de los genes de la a-
amilasa de alto y bajo pl (Sutliff et al. 1993). Ademas, se han identificado proteinas de
unidon especifica a estos elementos de respuesta como GAB1 y GAMYB. La primera es
un factor trans capaz de unirse a GARE e inhibir la transcripcidén de los genes de amilasa
en ausencia de AG; (Rogers et al. 1992). GAMYB, cuya transcripcién también es inducible
por AG,, se une al mismo elemento y regula positivamente la expresion de los genes de
la enzima (Gubler et al. 1995).

La expresion de los genes inducibles por ABA se lleva a cabo a fravés de la
secuencia en el promotor denominada ABRE (elemento de respuesta a ABA) y los
elementos acoplantes que forman los complejos de respuesta a ABA (ABRC) (Shen and
Ho 1995; Shen ef al. 1996). Estos elementos son suficientes para la induccion por ABA de
la expresion de HAV1 y HAV22 (Shen et al. 1996). No obstante, no se ha logrado
determinar precisamente la presencia y participacion de estos elementos en otros genes
inducibles por ABA. Por otra parte, se ha identificado a la proteina EmBP-1 de trigo que

codifica para una proteina de alta afinidad por ABRE en el promotor del gene Em.
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Asimismo, se ha descrito que el producto del gene VP1 puede transactivar los ABRC del
gene inducido por ABA HVA1 asi como al gen OSEm, homologo de Em en arroz (Bethke

et al. 1997).

CAMBIOS DE OXIDO REDUCCION EN MEMBRANA PLASMATICA

Con el descubrimiento de las actividades redox asociadas a las membranas
plasmaticas de eucariotes, se inicidé también el estudio de su capacidad de responder a
hormonas. En particular, entre las oxidorreductasas que se han descrito en este tipo de
membrana, se ha propuesto la existencia de una NADH oxidasa que podria participar en
los procesos de senalizacion, tal es el caso de la NADH oxidasa de ia membrana
plasmatica de células de hepatoma y la de hipocotilo de frijol soya, cuyas actividades son
moduladas por hormonas y fitorreguladores, respectivamente (Morré 1994). Tambien, se
ha descrito que la actividad de proteinas membranales, como la K*, Mg?'-ATPasa y Ca'-
ATPasa, la PLC y canales iénicos, es modulada por un sistema de NADH oxidasa de
membrana plasmatica. En este caso se ha propuesto que el efeclo se debe a que la
dxidorreductasa mantiene en estado reducido a algunos grupos sulfhidrilo esenciales
presentes en estas proteinas (Moller and Crane 1990).

En la capa de aleurona no se ha descrito la existencia de esta oxidasa. Sin embargo, las

caracteristicas de la respuesta hacia el AG, de la NADH oxidasa detectada en este

trabajo, sugieren la presencia de ciertos elementos susceptibles de ser modificados por
cambios de naturaleza redox. Un ejemplo de ello es el incremento de Ca® intracelular que
aparentemente se realiza a través de la activacién de canales y de Ca?"-ATPasa. Como
ya se menciond, la actividad de ambos sistemas es capaz de ser modulada por cambios

en el estado redox de ia membrana plasmatica (Moller and Crane 1990).
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Por otra parte, en levaduras y sistemas animales se ha demostrado que el estado
redox de la célula contribuye a la formacidn de distintos dominios en la membrana
plasmatica, lo que contribuye a la fusion de vesiculas membranales (Aroeti et al. 1998).
Esto resulta de gran relevancia para la aleurona, ya que su funcion principal es la de
secretar enzimas hidroliticas.

Por lo anterior, el estudio de la dxidorreductasa en nuestro sistema podra servir
como una forma de evaluar si el AG, promueve algun cambio en el estado redox de la
membrana plasmatica; y a través de éste modular la actividad de los componentes que

participan en la sefializacidn y/o en la respuesta celular.




HIPOTESIS

e _—

Dado que las membranas de las células de la capa de aleurona participan en los
eventos tempranos de la transduccion y respuesta al acido giberelico; entonces, en
dichas membranas se podran identificar elementos que se ven modificados por efecto del

fitorregulador y que podrian estar asociados a su percepcion, transduccion y/o respuesta.
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OBJETIVOS

Obtener una fraccion de membrana plasmatica y otra de endomembranas por medio
de un reparto de fases en polimeros acuosos y determinar el enriguecimeinto logrado

por medio de la medicidén de actividades enzimaticas marcadoras de membrana.

Identificar la actividad de la NADH oxidasa en la capa de aleurona de cebada.

Determinar si el AG, tiene efecto sobre ia actividad de la NADH oxidasa.

Identificar elementos de fosforilacion-desfosforilacion -cinasas y fosfatasas- en las

membranas cuya actividad se modifique por la presencia de! AG; y/o ABA y puedan

eslar asociados a la percepcién y/o transduccidn de estos fitorreguladores.




MATERIALES Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO
Se utilizaron semillas de cebada Hordeum vulgare, variedad Himalaya, cosecha
1996, obtenidas del Departamento de Agronomia de la Universidad de Washington,

Pullman, WA,

PREPARACION DE LAS SEMILLAS

Las semillas de cebada se cortaron transversalmenie eliminando el embrion. Las
medias semillas sin embridn se desinfectaron con hipoclorito de sodio comercial at 1.2%
(viv), agitandolas en esta disolucion durante 20 minutos. Se enjuagaron repetidamente

con agua destilada estéril hasta eliminar los residuos de hipoclorito.
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OBTENCION DE LAS CAPAS DE ALEURONA

Previamenie a la obtencion de las capas de aleurona, las medias semillas
desinfectadas se pusieron a embeber durante 72 hs a 30°C + 2.0°C sobre dos circulos de
papel filtro Whatman No. 1 y con 7 ml de agua destilada estéril en cajas de Petri. Al
término de este tiempo, se elimind el endospermo almidonoso con la ayuda de dos
espatulas. Todas las manipulaciones con las semillas desinfectadas se realizaron en

condiciones estériles.

AISLAMIENTO DE MEMBRANAS

PREPARACION DEL TEJIDO
Las capas de aleurona aisladas (200) se molieron en un mortero con pistilo en
amortiguador de homogeneizaciéon [sacarosa 330 mM, acido etiléndiaminc tetraacetico
(EDTA) 5 mM, p-mercaptoetanol 15 mM, TrissMES 100 mM pH 5.5, cocktail de inhibidores
de proteasas (Boehringer, 1 pastilla/ 50 ml medio)] en una relacion de 20 aleuronas por m!
de medio. Finalmente, el homogenado crudo se hizo pasar a través de cuatro capas de
gasa, eliminando asi la mayor parte de los residuos celulares. En todo momento la

preparacion se mantuvo a 4°C.

OBTENCION DE LA FRACCION MICROSOMAL

El homogenado crudo se centrifugd a 10000 X g durante 10 min a 4°C. La pastilla se
descarto y el sobrenadante se centrifugd a 112000 X g durante 1 h. El sobrenadante fue
eliminado y la pastilla resuspendida en amortiguador de homogeneizacion, esta fraccion

se denomind fraccion microsomal (FM).
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Obtencion de fracciones enriquecidas en vesiculas de membrana plasmatica y de

endomembranas por el método de reparto en un sistema de polimeros

El enriquecimiento de vesiculas de membrana plasmatica de capa de aleurona se realizé
segun el procedimiento descrito por Larsson et al. (1987).

La mezcla de fases consistioé de |o siguiente:

Componente Cantidad Concentracién final
Dextran T-500 20% 1.674 g 6.2% p/p
Polietilénglicol 3350 40% 0.837g 6.2% piv
Sacarosa 0457 g 330 mM
KH,PO, 0.2M pH 7.8 0.168 ml 5 mM
KCI 2M 0.006 ml 3 mM
H,O cbp 405¢g -

Dado que el procedimiento considera tres etapas de purificacién, se prepararon
tres sistemas de fases. Cada sistema se preparo pesando 1.674 g de Dextran T-500 al
20% p/p en agua en un tubo Corex de 15 ml. A ese mismo tubo se afiadieron 0.837 g de
Polietilénglicol 3350 al 40% p/v en agua sin volver a tarar la balanza (es decir que se lleva
al peso acumulado de Dextran y polietilénglicol). De la misma manera, se agregaron
0.457 g de sacarosa en polvo. Después se afiadio la canlidad indicada de KH,PO, 0.2 M
pH 7.8 y KCI 2M. Del peso final obtenido, uno de los sistemas se llevd a un peso de 4.05
g con agua para cbtener las concentraciones finales especificadas. A este uitimo se le
agregd la fraccién microsomal para alcanzar un peso de 5.4 g. Los otros dos sistemas se
llevaron a 5.4 g con agua.

La mezcla de fases junlo con la fraccion microsomal se agito invirtiendo
enérgicamente el tubo 30 veces a temperatura ambiente. Después se centrifugo a 1800
RPM por 8 min a 4°C para volver a separar las fases. A continuacion se realizo el

intercambio de fases con sistemas limpios como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Diagrama del reparto de fases en tres pasos. |. El sistema A (A) se cargo con la
fraccion microsomatl y la fase superior del sistema B (FS,) fue descartada. Il. Una vez
separadas las fases de A, se transfiri6 FS, sobre la fase inferior de B {Flg), v la FS; se
transfirié a A. lll. Ya separadas las fases, la FS; se transfirié sobre la Fle yla FS, a la Fl g,

se separaron las fases y se colectaron las FS y FI.
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Al término de este procedimiento, las fases superiores (enriquecidas en
membrana plasmatica) se mezclaron en un tubo de policarbonato para ultracentrifuga y
se diluyeron aproximadamente tres veces con una solucidn amortiguadora de Tris/HCI
100 mM pH 8.0 con inhibidores de proteasas. Las fases inferiores (enriquecidas en
endomembranas) se mezclaron y diluyeron aproximadamente 10 veces con la misma
solucién. Las fases diluidas fueron centrifugadas a 125000 X g durante 2 h a 4°C en una
ultracentrifuga Beckman XL-90.

Las pastillas obtenidas se resuspendieron en 50-200 ul de medio de resuspension
(sacarosa 330 mM, EDTA 5 mM, Tris/MES 100 mM pH 5.5, cocktail de inhibidores

Boehringer). Las fracciones se almacenaron a ~-70°C.

DETERMINACION DE PROTEINA

La determinacién de proteina se llevé a cabo por medio del método de Lowry et al.
{(1951).

En 0.9 mi de agua destilada se agregaron de 5 a 10 pl de muestra (FM, FS o FI),
0.1 ml de desoxicolato de sodio al 0.15% (p/v} y 0.1 ml de acido tricloroacetico al 72%
(viv). La proteina precipitada se centrifugé a 3500 RPM durante 15 min. Se elimin¢ el
sobrenadante y se resuspendié la pastilla en, 1.0 ml de agua destilada, 0.1 mi de
desoxicolato de sodio 0.15% (p/v}, 1.0 ml de reactivo A, que contiene en parles iguales:
agua destilada, hidréxido de sodio 0.8 M, dodecilsulfato de sodio al 10% (p/v) y CTC
(Na,CO, al 10% (pfv), CuSO, a!l 0.1% (piv) y K,CH,Os al 0.2% (p/v})), y 0.5 ml de reactivo
B (Reactivo Folin Ciocalteau y agua destilada 1:5). Se dejoé desarrollar color durante 30
min, al término de los cuales se leyd la absorbencia en un espectrofotémetro LKB

Ultrospec 11 2 750 nm.
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l.a curva patron se realizd con una disolucion estandar de seroalbumina de bovino

(1 mg/mi) con 10 a 60 ug de proteina.

ENSAYOS ENZIMATICOS

ATPASAS

La hidrdlisis enzimatica de ATP fue medida por un método colorimétrico modificado para
la determinacion de Pi en muestras con aito contenido proteico y baja actividad de
ATPasa. Este método se basa en la formacién de un complejo de fosfomolibdalo en
medio acido seguido por la reduccion o complejacion con tintes basicos que resultan en
un producto colorido {Gonzalez-Romo et al. 1992). Este ensayd se realizé con material
libre de fosfatos.

En este método, se afadieron 10 ng de proteina de la fraccion membranal a un
medio que contiene sacarosa 250 mM, Tris/HCI 10 mM pH 7.0, carbonilcianuro 3-cloro-
fenilhidrazona (CCCP) 7 uM, ATP/Tris 10 mM pH 7.0, cloruro de magnesio 10 mM y
lisofosfatidiicolina 100 uM en un volumen total de 150ul. Se incubo6 a 30°C durante 1 h, ai
término de la cual se detuvo la reaccidén por la adicion de 150 pl de reactive A (dodecil
sulfato de sodio al 24%). Después se agregaron los reactivos para desarrollar color: 300
ul de reactivo D que consiste de la mezcla 1:1 del reactivo B (acido ascorbico 12% en
HCI 1N) y reactivo C (molibdato de amonio 2% en HCI 1N) y 450 ul de reactivo E (citrato
de sodio 2% y metaarsenito de sodio 2% en acido acético al 2% en agua), el cual se
adicioné a los 3-7 min de haber afiadido el reactivo D. Las muestras se incubaron durante
20 min a temperatura ambiente y se hicieron las lecturas de absorbencia a 850 nm.

Habiendo realizado la curva patron con 10 a 60 nmoles de fosfato, la actividad de las
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ATPasas se midié como la liberacion de fosfato inorganico expresado como nmoles de Pi
mg' proteina h™,

Con el fin de identificar las membranas presentes en la muestra como funcién de
la actividad de sus ATPasas especificas, se afadieron al medio de hidrélisis diferentes

inhibidores de actividad de ATPasa, los cuales se enlistan a continuacion:

Inhibidor Enzima inhibida Concentracién final
Tris-NO, ATPasa de tonoplasto 200 mM
Na,vO, ATPasa de membrana 200 uM
plasmatica
NaN, ATPasa mitocondriai 2mM
Na;MoO, Fosfalasas acidas 0.5mM

GLUCAN SINTETASA I (GSll) COMO MARCADOR DE MEMBRANA

PLASMATICA
La actividad de la glucan sintetasa Il fue medida segun Kauss et al. (1983) con
algunas modificaciones. La determinacién se basa en la incorporacion de UDP-[H’}-

glucosa a la celobiosa.
La reaccién se inicié con la adicion de 5 ug de proteina de la fraccion microsomal
(FM), de la fraccidn enriquecida en membrana plasmatica (FS) o fraccion enriquecida en

endomembranas (FI) en el medio de ensayo que contenia en un volumen total de 100 pl:
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Reactivo Concentracion final
TRIS/HCI (pH 7.0) 50 mM
Sacarosa 330 mM
Digitonina 0.006%
Glicerol 16.0%
Ditiotreitol (DTT) 2 mM*
Espermina 2 mMm*
Celobiosa 20 mM
Cloruro de calcio 0.2mM
Cloruro de Magnesio 10 mM
EGTA 4 mM
UDPG 2 mM
UDP-[*H] glucose 20 GBg/mol

Las muestras se incubaron durante 30 min a 25°C. La reaccién se detuvo por la
adicidon de una disolucion 2 mM de UDP-glucosa en etanol al 70% a 4°C (Ray 1979). Las
muestras se colocaron sobre circulos de papel filtro Whatman 3MM. Estos se dejaron
secar completamente. Los filtros fueron lavados dos veces durante una hora con una
mezcla al 30% de etanol en acetato de amonio 0.5 M pH 3.6 a temperatura ambiente con
agitacién constante (Kauss et al. 1983). Se dejaron secar y se transfirieron a un vial con 4
ml de liquido de centelleo. Se conté la radiactividad incorporada a la muestra en un Liquid
Scintillation Counter Beckman LS6000 IC. La actividad especifica se expresd en nmol de
glucosa incorporada por minuto por mg de proteina y se calculd a partir de la radiactividad

especifica contenida en la mezcla de reaccion.

NADH OXIDASA

La actividad de la NADH oxidasa se determind midiendo el decremento en la
absorbencia del NADH a 340 nm segun ia metodologia reportada por Morré ef al. (1995).

La reaccion se inicio con la adicion de 20 ug de proteina de la fraccidn enriquecida
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en membrana plasmatica al medio de ensayo que contenia en un voiumen total de 1 ml:

Reactivo Concentracion final
Tris/HCI (pH 7.0) 50 mM
NADH 150 pM
KCN 1 mM

La reaccién se siguid midiendo el decremento de la absarbencia a 340 nm cada
10 s durante 1.5 min en un espectrofotémetro SHIMADZU UV160U. De la pendiente de la
curva obtenida se calculd la actividad especifica expresada como nmoles de NADH
oxidado por minuto por mg de proleina. El coeficiente de extinciéon del NADH a 340 nm es
6.21 mM'em™.

En los casos indicados, la mediciéon se llevd a cabo en presencia de un
amortiguador redox de glutatién oxidado/ glutation reducido o en presencia de un agente

reductor, el ditiotreitol.

FOSFORILACION IN VITRO

Los ensayos de fosforilacion in vitro (Gonzalez de ila Vara et al. 1892) se
realizaron con 40 ug de las diferentes fracciones membranales en un amortiguador que
contenia 25 mM MES/Tris pH 7.0, 1 mM DTT, 0.25 mM EGTA y 1 mM MgCl, en un
volumen final de 50 pl. La reaccién se inici¢ por la adicion de 12.0 kBq de y-[*?PJATP (111
TBg/mmol). Las muestras se incubaron durante 20 min a 25 °C. La reaccion se detuveo
por la adicién de 50 pl de amortiguador de muestra para electroforesis desnaturalizante
en gel de acrilamida. Las muestras se calentaron a 92°C durante 3 minutos. Se cargaron
en el gel alicuotas de 20 a 25 pg de proteina. Los geles fueron fijados, secados y

expuestos a autorradiografia a —70°C.
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-SDS

Para la realizacion de la electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS se sigud la
tecnica descrita por Laemmli (1970). Se prepararon geles de 0.75 mm de grosor con gel
separador de acrilamida al 10%, bis-acrilamida 0.27%, SDS 0.1% y Tris-HCI 3 M (pH 8.6).
La polimerizacion fue catalizada por la adicién de persulfato de amonio 0.2% y N,N,N' N'-
tetrametil etilendiamino (TEMED) 0.2%. El gel concentrador estuvo compuesto de
acrilamida al 4%, bis-acritamida 0.1%, SDS 0.14% y Tris-HCI 0.1M (pH 6.6), adicionados
con los agentes polimerizantes persulfato de amonio 0.04% y TEMED 0.24%. La
disolucion de corrida fue glicina 0.192 M, Trizma base 0.025 My SDS 0.1%.

Los geles para |a resolucion de péptidos de bajo peso molecular fueron de Tris-
Tricina al 16.5% de acrilamida (BiO-RAD Ready Gels) y la disolucion de corrida consistio
de Tris 0.1 M, Tricina 0.1 My SDS 0.1%.

Las muestras se tomaron de alicuotas de las reacciones de fosforilacion in vitro
que ya contenian el amortiguador de muestra (SDS 10%, pB-mercaptoetanol 5%, Azul de
bromofenol 0.01% y Tris-HCI 0.5 M pH 6.6. Estas se aplicaron directamente en los pozos
del gel concentrador.

El corrimiento electroforético de los geles se llevé a cabo de 90 a 120 mV por 2 a
3 hs. Al concluir este tiempo se removid el gel del soporte y fue lavado varias veces en
una solucién de acido acético 10%, metanol 40% y ATP 1 mM hasta que la la sefal en el
Geiger fuera de 1000 CPM. Se tifid con una solucidn de acido acético 10% y azu! brillante
de Coomasie R-250, y se lavd en écético-metanol en la misma concentracién hasta

obtener la intensidad de coloracion deseada. El gel fue secado entre dos hojas de papel

celofan.
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DETERMINACION DE INCORPORACION DE %P EN PROTEINAS DE
MEMBRANA

Para la determinacion del ?P incorporado en proteinas de membrana se realizo la
reaccion de fosforilacion in vitro como se describid anteriormente. La incubacion en este
caso fue de 5 min a 30°C. Al término de este tiempo, se tomaron alicuotas de 10 ul de la
mezcla de reaccion (8 pg de proteina) y se colocaron sobre circulos de papel de
fosfonitrocelulosa (Baizabal-Aguirre and Gonzalez de la Vara 1997). Los filtros se dejaron
secar y se introdujeron cada uno en un vial seco. Ahi fueron lavados tres veces por 5 min
con agitacion constante con 5 ml de H,PO, al 1% v/v. Después se lavaron dos veces con
5 ml de agua con agitacién constante por 5 min cada vez. Se retird el agua del dltimo
lavado y se afadieron 5 ml de liquido de centelleo. Se conté la radiactividad incorporada
a la muestra en un Liquid Scintillation Counter Beckman LS6000 IC. El *P incorporado en

proteina se reportd como cuentas por minuto por ug de proteina.




RESULTADOS

AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE MEMBRANAS DE ALEURONA

Cuando se emplearon las condiciones reportadas por Maya (1997) para preparar
membranas ulilizando aleuronas aisladas de semillas de cebada de una cosecha de
1996, se encontré que la recuperacion de membrana plasmatica, evaluada como proteina
en la fase superior del reparto, era mucho menor que Ia reporlada por Maya (1997),
aunque la actividad de la enzima marcadora (glucan sintatasa Il, GSIll}) mejoraba
notablemente (Tabla 2). Una de las razones del resultado anterior podria ser que el lote

utilizado en esta tesis fue cosecha 1996, y el empleado por Maya (1997) fue cosecha

1994.

40
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Tabla 2. Efecto del afo de cosecha de la semilla en el aislamiento y purificacion de
membrana plasmatica de aleurona

Afo de cosecha de la Proteina Gsi'
semilla (mq) (FS)

1994 0.85 0.16

1996 0.08 11.60

' nmoles UDPG[*H] min'(mg de proteina)”

Diferentes autores han reportado que las condiciones de separacién y purificacion
de membranas por medio de un reparto de fases, depende entre otras cosas del tejido
que se utilice (Larsson et al. 1987). Por otro lado, la composicion de las semillas y por
tanto de la aleurona, varia sutilmente de cosecha a cosecha, ya que esta caracteristica
presenta una interaccién genotipo-ambiente. Por lo anterior, el método de separacion y
purificacion de membranas de aleurona reportado por Maya (1997) tuvo que ser
modificado.

Los puntos criticos que influyen en la eficiencia del reparto de fases, de acuerdo a
lo reportado por otros autores (Larsson et al. 1987) son: la homogeneizacion, la
concentracion de los polimeros y las veces que cada una de las fases son re-extraidas
con polimero fresco. A continuacion se discuten los resultados de los experimentos
realizados con el fin de evaluar cada uno de estos puntos.

En el procedimiento de Maya (1997), la homogeneizacion del tejido se realizaba
en dos etapas. En la primera, el tejido se congelaba en nitrogeno liquido y se pulverizaba
hasta polvo fino en un mortero de porcelana. En ia segunda, este polvo se resuspendia
en amortiguador de homogeneizacion y se homogeneizaba con politrén a alta velocidad.
Mediante centrifugacién se eliminaban los nucleos y el sobrenadante (H-N) se cargaba en
el sistema de reparto. Este proceso de homogeneizacion es muy drastico y es probable

que la baja actividad de la enzima marcadora fuera resullado de alguna de las siguientes
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posibilidades actuando por separado o en conjunto: 1) que se estuvieran obteniendo
vesiculas demasiado pequefias para su recuperacidn por sedimentacion, 2} que
existieran vesiculas ricas en proteina que cosedimentaran con las de membrana
plasmatica, como los cuerpos proteicos que se encuentran de manera abundante en la

aleurona; o bien 3) que la preparacién tuviera actividad de proteasas.

LA HOMOGENEIZACION SUAVE DE LAS ALEURONAS CON MORTERO EN
PRESENCIA DE AMORTIGUADOR RESULTA EN UNA MEJOR RECUPERACION DE
PROTEINA Y ACTIVIDAD DE GSil

Para eliminar la posibilidad de que el método de homogeneizacion utilizado por
Maya (1997) fuera inadecuado para la nueva semilla, se probaron los otros métodos de
homogeneizacion que se detallan en la tabla 3. La eficiencia del método de
homogeneizacién se evalud por la cantidad de proteina en el homogenado. Los
resultados de la tabla 2 muestran que el mejor método de homogeneizacion es el de
moler en mortero con amortiguador a 4°C, ya que se obtuvo la mayor cantidad de
proteina y de GSII. Esto indica que el método de homogeneizacién de las aleuronas
empleado por Maya (1997) no era adecuado para e! lote de semillas 1996.

Tabla 3. Proteina recuperada de la homogenizacion de 200 aleuronas por diferentes
métodos.

METODO DE HOMOGENEIZACION Proteina {mg) Gsi
A) Congelamiento ¢/ N, / molido en mortero 14.9 0.08
B) Corte con navaja / congelamiento ¢/Ny, / molido en 15.0 N.D.?
mortero
C) Infiltracion / Corte c/navaja / molido en mortero cf 42.0 1.50
amortiguador
D) Molido en mortero ¢/ amortiguador 46.9 1.96

T nmoles UDPG[’H] min"'(mg de proteina)’
2N.D. no detectable
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LA ELIMINACION DE LOS CUERPOS PROTEICOS DEL HOMOGENADO CRUDO
DISMINUYE LA CANTIDAD DE PROTEINA CONTAMINANTE SIN ACTIVIDAD DE GSlI

Como ya se menciond, otra posible razén para la baja recuperacion de la actividad
especifica de la enzima marcadora de la membrana plasmatica con respecto al
mejoramiento en la recuperacion de proteina después del reparto, era la presencia en
esta fracciéon de proteina contenida en vesiculas como son los cuerpos proteicos, por lo
que el homogenado crudo (HC) se someti¢ a una centrifugacion diferencial y en cada una
de las fracciones se determiné la actividad de GSIl (tabla 4). Después de la centrifugacion
diferencial se observd que el 25% de la proteina total se elimind en la pastilla de
10,000xg, que es la velocidad 2 la cual sedimentan los cuerpos proteicos (Shimoni et af.
1995). La cantidad de actividad enzimatica asociada a esta fraccion es menos del 0.5%
de la actividad presente en el homogenado inicial. Lo que resulta curioso es que la
actividad especifica de esta enzima en el sobrenadante de 10,000 x g (tabla 4) no se
haya incrementado, lo que sugiere la presencia de proteasas en el homogenado, adn
cuando el amortiguador de homogeneizacién contenia inhibidores de este tipo de
actividad. (TPCK, TLCK y quimostatina). Por lo que se cambiaron los inhibidores de
proteasas por un cocktail comercial (ver Materiales y Métodos). El uso de este cocktail
comercial no incrementd la actividad especifica de GSll en el sobrenadante de 10,000 x
g, pero mantuvo estable su actividad aiun después de 5 dias del aislamiento. En la tabla 4,
también puede observarse que una proporcién importante de actividad de GSll queda en
el sobrenadante de 112,000 x g. Esto sugiere que aun con el meétodo de
homogeneizacion en mortero, se producen vesiculas de membrana plasmatica de un
tamafio tan pequefio que no alcanzan a sedimentar. Dado que la actividad de la enzima
se incrementaba 3.5 veces en los microsomas respecto al homogenado crudo y el

tamano del sistema de reparto de polimeros que se requiere es menor, se decidid
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continuar la purificacién de las membranas con esta fraccion.

Tabla 4. Distribucion de la actividad marcadora de membrana plasmatica en las
fracciones de la centrifugacién diferencial

. GSll
FRACCION PR?r,T,SNA Actividad total'  Actividad
(%) especifica’
HOMOGENADO CRUDO 40.8 61.2 (100) 1.0
H-T (sobrenadante 10000 x g} 30.8 41.3(67.5) 1.34
P-T (pastilla 10000 x g) 10.2 0.2(0.3) 0.02
SOBRENADANTE 112000 x g 13.6 22.4 (36.6) 1.65
MICROSOMAS (pastilla 112000 x g) 3.8 20.8 (34.0) 5.49
MICROSOMAS ? 5.28

' nmoles UDPG[*H] incorporado min'
2 nmoles UDPG[*H] incorporado min™ (mg™ proteina)
? medida a las 120 hs del aislamiento

EL USO DE SISTEMAS DE FASES AL 6.2% PEG/DEXTRAN Y EL REPARTO EN TRES
PASOS PERMITEN LA OBTENCION DE UNA FRACCION ALTAMENTE
ENRIQUECIDA EN MEMBRANA PLASMATICA

La concentracion de polimeros (PEG y dextran) utilizada por Maya (1997) fue de
6.5% vy la fraccion cargada fue la de un homogenado sin nucleos, mientras que en este
trabajo la fraccién a cargar en el sistema era la microsomal. Dado que las caracteristicas
de la fraccién cargada eran diferentes se requirio modificar la concentracion de polimeros
en el reparto de fases.

Las membranas plasmaticas de hoja de espinaca, cebada y avena (Larsson et al.
1987; Briskin et al. 1987), y de aleurona de avena y trigo (Walker et al. 1993; Bush and
Wang 1995) han sido purificadas utilizando 6.2% de dextran y PEG; por lo que se decidio

probar esta concentracién para el aislamiento y la purificacion de membranas de

aleurona.
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En la tabla 5 se observa que hay diferencia en cuanto la cantidad de proteina
recuperada en la fase superior, siendo menor en el sistema de 6.2%. No obstante, la

actividad de la enzima marcadora de membrana plasmatica fue mas alta en este mismo

sistema.

Tabla 5. Efecto de la concentracidn de polimeros en el sistema de fases sobre la
recuperacion de proteina y de actividad de GSIl en la fase enriquecida en membrana

plasmatica

Concentracion de los polimeros

FS 6.5% 6.2%
Proteina recuperada {mg) 1.06 0.37
GslI’ 7.50 17.4

'nmoles UDPG[’H] incorporado min”' mg proteina

Por esto se decidid utilizar la concentracién de 6.2% de cada uno de los polimeros

e incrementar el nimero de pasos de enriquecimiento de la fase superior (tabla 6).

Tabla 6. Actividad de GSIl en la fraccidon enriquecida en membrana plasmatica y
endomembranas de sistemas de 6.2% con uno y tres pasos de enriquecimiento

EXP. FRACCION Un paso Tres pasos
Gsit' FS/HT Gsir' FS/HT

1 HT 1.5 11.6 1.34 24
M. Plasmatica 17.4 32.32
Endomembranas 3.1

2 HT 1.01 28
M. Plasmatica 28.48
Endomembranas 247

'nmoles UDPG[*H] incorporado min* mg™* proteina

Se puede observar que el enriqguecimiento de la fase superior en membrana
plasmatica, cuantificado como el nimero de veces que se incrementa la aclividad de

GSll, es mucho mayor (24 a 28 veces), que cuando sélo se ulilizd un paso de
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enriquecimiento (aproximadamente 10 veces).
La metodologia final adoptada para el desarrollo de este trabajo integré todas las

modificaciones antes discutidas y es la descrita en Materiales y Métodos.

LA ACTIVIDAD DE DIFERENTES TIPOS DE ATPasas EMPLEADAS COMO
MARCADORAS DE MEMBRANA INDICAN UNA BAJA CONTAMINACION DE LAS
FRACCIONES DEL REPARTO CON MEMBRANA MITOCONDRIAL Y DE
TONOPLASTO

Una vez que el mélodo de aislamiento y purificacién de membranas para la
cosecha 1996 fue optimizado, se procedid a caracterizar la pureza de las fracciones
membranales. Para esto se utilizaron 2nzimas marcadoras (tabla 7), como las ATPasas
especificas de cada tipo de membrana celular. Estas se cuantificaron midiendo la
actividad de hidrdlisis de ATP {medido como liberacién de Pi} cuando se afiadia un
inhibidor especifico para cada una de las ATPasas (tabla 7). La actividad de cada tipo de
ATPasa se calculd por la diferencia entre la actividad total (medida en presencia de
EGTA, para inhibir la ATPasa de Ca® presentes en membrana plasmatica y reticulo
endoplasmico (Evans and Williams 1998) y en ausencia del inhibidor especifico) y la
medida en presencia del mismo. La diferencia expresada como porcentaje de la actividad

total representa el porcentaje de ese tipo de membrana en la fraccion.

Tabla 7. Enzimas marcadoras utilizadas para la deteccion de los diferentes tipos de
membranas presentes en las fracciones del repario de fases.

TIPO DE MEMBRANA ENZIMA MARCADORA
MEMBRANA PLASMATICA Glucan sintetasa I
H'-ATPasa (sensible a vanadato)
MITOCONDRIA H"ATPasa (sensible a azida)

Citocromo ¢ oxidasa*

TONOPLASTO ATPasa (sensible a nitrato)
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En ia tabla 8 se muestran los resultados de un experimento representativo. La
actividad de ATPasa inhibida por azida de sodio es alrededor del 5%, lo que indica que la
contaminacion por membrana mitocondrial en ambas fases es aproximadamente 5% ©
menos. En aleurona las fosfatasas Acidas, susceptibles de inhibicion por molibdato, son
enzimas asociadas principalmente a los cuerpos proteicos (Gabard and Jones 1986), a la
pared celular (Hooley 1984; Gabard and Jones 1986) y al tonoplasto. La actividad
relativamente baja de estas enzimas, menos del 15% en la fraccion de membrana
plasmatica, podria deberse a que los cuerpos proteicos se eliminaron por centrifugacion
diferencial. La mayor abundancia de esta actividad en las endomembranas sugiere que
los cuerpos proteicos contaminantes se reparten preferentemente hacia la fase inferior
del reparto. Lo que resulta sorprendente en la tabla 8, es el hecho de que en ambas fases
se encuentre una actividad similar de ATPasas de tonoplasto y de membrana plasmatica.
Esto supondria que las fases no estan enriqueciéndose de manera diferencial en un solo
tipo de membrana. Sin embargo, existen reportes que indican que algunos iones
utilizados como inhibidores de un tipo de ATPasa particular pueden tener efectos
inhibitorios o estimulantes sobre otro tipo de actividad de hidrélisis de ATP o liberacién de
Pi (Vicente and Vale 1994). En este caso podria ser que en la fase inferior del reparto, el
vanadato estuviera inhibiendo otra actividad de hidrélisis de ATP que resultara en la
sobreestimacion de la actividad de ta ATPasa susceptible a inhibicidn por VO,* en esta
fraccién, sin que necesariamente se tratara de membrana plasmatica, tal es el caso de la
ATPasa presente en reticulo endoplasmico (Bus and Wang 1995). En contraste, cuando
se utiliza GSIl como enzima marcadora de membrana plasmatica, su actividad es al
menos 10 veces mayor en la fase superior del reparto con respecto a la inferior o de
endomembranas. Por lo anterior, concluimos gue la fraccion superior estaba contaminada

en un 4% con membrana de mitocondria y en 13% con membranas de cuerpos proteicos.




Resultados 48

Mientras que la contaminacidn en las vesiculas presentes en la fase inferior era de 5% de
membrana mitocondrial y de alrededor del 20% de membrana de cuerpo proteico; y que
la fase superior estaba 10 veces enriquecida en membrana plasmatica con respecto a la

inferior como se muestra en la tabla 6.

Tabla 8. Determinacion del tipo de membranas y su abundancia en las diferentes
fracciones del reparto

i % Actividad
Tipo de ATPasa Inhibidor
FS Fi
Tonoplasto Tris/NO, 17.0 14.5
Plasmatica Na,vO, 63.9 77.0
Mitocondrial NaN, 4.1 54
Fosfatasa acida Na;MoQ, 13.6 22.1
Sumatoria 98.6 119.0

ACTIVIDAD DE LA NADH OXIDASA

Uno de los posibles cambios membranales en un sistema estimulado por un
mensajero quimico es la modificacion de la actividad de enzimas de estas membranas. La
NADH oxidasa es una enzima integral de membrana cuya actividad es modulada por
factores de crecimiento y fitorreguladores en algunos sistemas animales y vegetales,
respectivamente (Morré 1994),

En este trabajo se midid la actividad de esta enzima como parte de los posibles
cambios de naturaleza redox en la membrana; asi como también por su asociacion con
fendmenos de formacién de vesiculas de secrecidn (Morré 1994) y excrecidon de protones
e iones (Kochion 1985), procesos de gran importancia en la capa de aleurona (Gilroy and

Jones 1992; Jones 1973). La actividad de la NADH oxidasa se midié como se describe en

Materiales y Métodos.
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LA ACTIVIDAD DE LA NADH OXIDASA PRESENTE EN DIVERSAS FRACCIONES
MEMBRANALES NO SE MODIFICA POR EL EFECTO DE LA INCUBACION DE LAS
ALEURONAS EN MEDIO LiQUIDO

En la tabla 9 se muestra la actividad de la NADH oxidasa en membrana
plasmatica obtenida de aleuronas recién aisladas y aleuronas incubadas durante tres
horas en medio liquido (amortiguador Succinico/CaCl,, pH 5.0). La incubacién de las
aleuronas se realiz6 en un bafio de agua a 25°C con agitacion constante en presencia de
oxigeno. En estos experimentos se evalud la capacidad del oxigeno ambiental de
modificar la actividad de la NADH oxidasa, fungiendo como aceptor electronico; o bien
afectando el ambiente redox aledafic a ella. Podemos observar que la actividad de la
NADH oxidasa no se modifico por efecto de la incubacion. Por lo que podemos concluir

que durante este procedimiento, esta actividad enzimatica no se modifico.

Tabla 9. Actividad de la NADH oxidasa en membrana plasmatica obtenida de aleuronas
incubadas o no en medio liquido

NADH OXIDASA?
- ML’ + ML

lncubacion

Membrana Plasmatica 70.9 + 10.4%* 859+ 20.3*

' ML: medio liquido (amartiguador succinico/CaCl,, pH 5.0)
2 nmol NADH oxidado min™' mg™' proteina
*Numeros seguidos por diferente letra son significativamente diferentes (p20.05)

EN ALEURONA, EL AG, DISMINUYE LA ACTIVIDAD DE LA NADH OXiDASA DE
MEMBRANA PLASMATICA

Dado que el acido giberélico es el fitorregulador natural que estimula a la capa de
aleurona, se probo si éste tenia algun efecto sobre la actividad de la NADH oxidasa. En la
tabla 10 se puede observar que la incubacion de las aleuronas en presencia de AG, se

refleja en una disminucidn significativa en la actividad de la enzima.
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Tabla 10. Efecto del acido giberélico en la actividad de la NADH oxidasa presente en
vesiculas de membrana plasmatica

NADH OXIDASA'

-AG, +AG,?
M. Plasmatica 90.2 + 10.2% 64.4 + 9.5°
' nmol NADH oxidado min' mg' proteina
2 A63 1p.M

* Numeros seguidos de letras distintas son significativamente diferentes (p=0.032)

LA DISMINUCION EN ACTIVIDAD DE LA NADH OXIDASA INDUCIDA POR AG, EN
LAS VESICULAS DE MEMBRANAS PLASMATICAS, SE DEBE A UNA DISMINUCION
DE GRUPOS SULFHIDRILO LIBRES, YA SEA EN LA ENZIMA O EN SU AMBIENTE

Existe evidencia de que la actividad de la NADH oxidasa es modulada por
cambios redox en la proteina. Se sabe que en algunos sistemas, |la forma mas oxidada de
la proteina es la mas activa. Incluso se propone que la participacion de esla enzima en
los procesos de formacién de vesiculas esta relacionada con el intercambio de grupos
sulfhidrilo y disulfuro intrinsecos de la proteina (Morré 1994).

Para determinar si la aclividad que estabamos midiendo era susceptible de
modulacién por el estado redox, medimos la actividad de la oxidasa en medios con
compuestos de diferentes potenciales de 6xido-reduccion. Estos se fijaron por la adicion
de amortiguadores redox formados de diferentes proporciones de glutation reducido y
oxidado, conforme a concentraciones reportadas en la literatura. Esto permilio la
generacion de un ambiente reductor ([GSHJ* /[GSSG] 2 1 mM) y oxidante ([GSHJ?
[[GSSG] = 0.05 mM). Asimismo, se evaluo el efecto de otro agente reductor, el DTT, en la
actividad de la enzima.

En la tabla 11 podemos observar que en la membrana plasmatica, el tratamiento
con DTT promueve una disminucién significativa en la actividad de la oxidasa de

aleuronas incubadas en ausencia y presencia del fitorregulador. Esto sugiere que el
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tratamiento con este compuesto reductor evita el funcionamiento normal de la enzima,

aunque su actividad no desaparece completamente.

Tabla 11. Efecto de ambiente oxidante y DTT en la actividad de la NADH oxidasa
membranal

] M. Plasmatica
Tipo de membrana
NADH OXIDASA'

Ambiente -AG, +AG,
Basal 90.2 + 10.2° 64.4 + 9.5°

Reductor 78.3+6.3° 87.0+8.8°

Oxidante 75.4 +8.7° 67.6 + 16.7°
DTT 53.7+0.9° 475+7.7°

' nmol NADH oxidado min* mg™' proteina
2 Numeros en una columna seguidos de letras distintas son significativamente diferentes (p<0.05)

En la membrana plasmatica, los tratamientos redox no tienen influencia en la
actividad en aleuronas incubadas en ausencia del fitorregulador (excepto en el caso del
DTT). Sin embargo en aleuronas tratadas con AG,, se observd un incremento significativo
de la actividad cuando se establecié un ambiente altamente reductor. Esto sugiere que a
diferencia con la NADH oxidasa reportada en hipocotilo de soya, cuyo estado mas aclivo
es el mas oxidado, la oxidasa en aleurona tiene mayor actividad cuando se encuentra

altamente reducida.

FOSFORILACION IN VITRO

Los procesos de fosforilacion-defosforilacién han sido descritos como de gran importancia
en distintos mecanismos de regulacién metabdlica y transduccion de sefales (Sussman
1994). Dentro de este Uultimo, se han descrito diversas cinasas cuyas actividades
participan en la transmision de sefales al interior de las células. Asimismo, muchas

enzimas -participantes en la cascada de transduccién o bien involucradas en la respuesta
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celular- son susceptibles de ser activadas o desactivadas por medio de este proceso.
Durante los Ultimos afios se ha prestado mucha atencidon a la fosforilacion de proteinas
unidas a membranas internas y externas de plantas. La fosforilacién de estas proteinas
puede ser crucial en la regulacidon de la estructura y funcién de los componentes
membranales, v consecuentemente a la funcidn de la membrana misma. Este tipo de
modificacién postraduccional podria jugar un papel importante en la percepcion y/o
transduccion de diferentes estimulos. Resulta claro entonces que uno de fos cambios que
pueden sufrir los componentes de las membranas son la fosforilacién y desfosforilacion.
Esto apunta directamente a la presencia de cinasas y fosfatasas membranales; o bien, a
su reclutamiento ante diferentes estimulos (Ranjeva and Boudet, 1987). En un sistema de
la naturaleza de la aleurona, que responde a un mensajero quimico para realizar su
funcién, es factible pensar que estos procesos de fosforilacién-defosforilacidn formaran

parte importante de la percepcidn general de senal.

EXISTEN PROTEINAS EN LAS MEMBRANAS DE LA ALEURONA, QUE
TIENEN LA CAPACIDAD DE FOSFORILAR Y DE SER FOSFORILADAS N
VITRO

Como primera aproximacién para dilucidar si las membranas de la aleurona sufren
cambios en cuanto a su estado de fosforilacién, fue necesario demoslrar la existencia de
una actividad de fosforilacion en las fracciones membranales. Por esta razon, evaluamos
la capacidad de las proteinas de diferentes fracciones membranales de fosforilar y ser
fosforiladas. Para ello realizamos ensayos de fosforilacion in vitro con las diferentes
fracciones membranales obtenidas en este trabajo (membrana plasmatica y

endomembranas). También se determind cuantitativamente la incorporacién de pj en

S
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proteinas de membrana, segln la metodologia reportada en Materiales y Métodos. Por
otra parte, se analizd el patron de proteinas fosforiladas en membrana por electroforesis
en geles de acrilamida seguidos por autorradiografia.

Se encontrd que, en efecto, tanto la membrana plasmatica como las
endomembranas tienen la capacidad de fosforilar proteinas o péptidos inmersos en la
misma membrana (Figura 2B y C). Esto sugiere la presencia de cinasas en estas
fracciones. Al parecer esta actividad es un tanto mas pronunciada en la membrana
plasmatica (Figura 2A).

En la figura 2B se muestra el patron electroforético de proteinas fosforiladas (gel
de acrilamida al 10%) presentado por la membrana plasmalica (P") y las endomembranas
(E) control. En ambos tipos de membranas se observaron distintos polipéptidos
fosforilados y acumulacién de polipéptidos de bajo peso molecular que no se resolvieron.

Para separarlos adecuadamente se utilizaron geles de Tris/Tricina al 16.5% cuya
resolucion es mejor para bajos pesos moleculares (Fig. 2C). En estos geles se presentd
acumulacion de proteina en la parte superior (proteina de alto peso molecular que no
entra en esta concentracion de poliacrilamida).

Se observaron algunos péptidos de bajo peso molecular, bandas que son mas
intensas para membrana plasmatica (P) que en endomembranas (E’). Cuantificando el
3pj incorporado a proteinas de membrana (Figura 2A), se observd que la actividad de
fosforilacién fue aproximadamente un 40% mayor en membrana plasmatica que en
endomembranas, |0 que coincide con la intensidad de los patrones de fosforilacién en gel.
El hecho de que la incubacion de las membranas en presencia de ATP, resulle en la
fosforilacidn de las proteinas membranales sugiere la presencia de una actividad de

cinasa, asi como de proteinas susceptibies de ser fosforiladas.
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Figura 2. Actividad de fosforilacién en membrana plasmatica y endomembranas de aleuronas incubadas en ausencia de fitorreguladores.
A, Incorporacion de 32P a proteinas, CPM mg-1 proteina; B, Patron de proteinas fosforiladas,corrimiento en EGPA-SDS en gel al 10%, tiempo de
expaosicion 6 hs, 20 mg de proteina. D, membranas tratadas con calor para inactivaciéon de actividad enzimatica: C, Patrén de proteinas
fosforiladas, corrimiento en EGPA-SDS en gel 16.5%, tiempo de exposicion 2.5 hs, 25 mg de proteina. P. membrana plasmatica,
E: endomembranas,(-) membranas control. NOTA: En el Anexo | se muestra la imagen del gel al 10% tefiido con azul de Coomasie, como control
de carga de proteina



Resultados 55

Para comprobar que las bandas detectadas en los geles no fueran generadas
inespecificamente, se realizd un ensayo en el que la membrana fue sometida a ebullicion
durante 10 min para inactivar posibles actividades enzimaticas. Después se realizd la
reaccion de fosforilacion y se corrié en un gel al 10% (Figura 2B, A). Se observé que las
bandas fosforiladas desaparecieron por complete. Lo anterior sugiere que las sefales

encontradas en los geles se deben a una actividad de fosforilacién especifica.

EN ALEURONA EXISTE UNA ACTIVIDAD SIMILAR A LA DE PKC

La bisindolilmaleimida (BIM) es un inhibidor de la actividad de la cinasa C de
proteina (PKC). Su efecto se lleva a cabo por la ocupacion de! sitio de unién a ATP en la
enzima. Este compuesto inhibe la actividad de todas las isoformas de PKC.

En fa figura 3 se muestra la incorporacién de Pi* en proleinas de membrana
plasmatica y endomembranas de aleuronas incubadas en ausencia de fitorreguladores.

En la membrana plasmatica control (P’) se observd una ligera disminucion en la
fosforilacién de proteinas cuando el ensayo se realizé en presencia de BIM, aunque
probablemente esta no sea muy significativa. En endomembranas (E’) se delectd un
decremento de aproximadamente un 30% en la incorporacion de P en las proteinas de
membrana sometidas al mismo tratamiento. Estos resultados son consistenles con la
presencia de una actividad similar a la de PKC, tanto en membrana plasmatica como en

endomembranas.
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Figura 3. Efecto de diferentes inhibidores sobre la actividad de fosforilacion
de membrana plasmatica (P-) y endomembranas (E-) aisladas de aleuronas
incubadas en ausenda de fitorreguladores.

LAS MEMBRANAS DE LA ALEURONA CONTIENEN FOSFATASAS DE
SERINA/TREONINA Y TIROSINA

Dado que la actividad de cinasas esta estrechamente relacionada con ta actividad
de las fosfatasas -que regeneran los sitios libres para la fosforilacion, o bien que
modifican la actividad de la proteina sustrato o de la cinasa misma- se evalud la presencia
de estas enz‘imas en las membranas.

Para ello se utilizaron inhibidores como el acido okadaico (AQ) (Hunter 1995;
Smith and Walker 1996). Este compuesto inhibe preferencialmente fosfatasas de serina y
treonina. La adicion de AQ a la reaccion de fosforilacién de membrana control resultd en
un decremento casi del 50% en la incorporacién de *Pi en proteinas membranales
(Figura 3, P’). Esto apunta hacia la posible presencia de este tipo de fosfatasas en la

membrana.

Los resultados enconirados para el efecto del AO en endomembranas apuntan
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también hacia la existencia de fosfatasas de ser/thr; ya que la actividad de fosforilacion
presentd un incremento def 35% con respecto a la detectada en ausencia del inhibidor.
También se exploro la posible presencia de fosfatasas de tirosina a traves de su
inhibicion con Na,VO, (Hunter, 1995). En membrana plasmatica control, ia incubacidn en
presencia de vanadato resultd en un incremento del 40% en la incorporacion de ¥P en
proteinas (Figura 3). En endomembranas, el inhibidor produjo el mismo comportamiento
en la fosforilacion, sélo que el incremento fue mucho mas pronunciado (aproximadamente
170%) (Figura 3). Los resultados en ambos casos sugieren la presencia de una actividad
basal de fosforilacion en tirosinas en membranas control que se ve pronunciada al no

existir la correspondiente actividad de fosfatasa.

EL ACIDO GIBERELICO PROMUEVE UNA DISMINUCION DE LA ACTIVIDAD DE
FOSFORILACION DE LA MEMBRANA PLASMATICA, MIENTRAS QUE LA DE
ENDOMEMBRANAS SE iNCREMENTA

E! acido giberélico es el inductor natural de la capa de aleurona. A traves de su
estimulacién, este tejido inicia el proceso de percepcion y transduccion de la sefal. Para
evaluar su efecto sobre la capacidad de fosforilacidon, se prepararon fracciones
membranales de aleuronas incubadas en presencia de AG,; y se sometieron a los
ensayos de fosforilacion in vitro.

Los patrones de bandas de proteina fosforilada de membranas control y obtenidas
de aleuronas incubadas con AG; en geles de SDS-PAGE al 10% son similares entre la
fraccion plasmatica y las endomembranas (Figura 4B). En general existen ligeras
diferencias en la intensidad de las bandas para los diferentes tratamientos realizados,
aunque estas no son muy pronunciadas. Nuevamente, los geles presentaron acumulacion

de proteina fosforiiada en el frente, presumiblemente proteinas de bajo peso molecular
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que no se alcanzan a separar. En los geles de Tris/Tricina al 16.5% (figura 4C) se pueden
observar cambios en los patrones de fosforilacion entre las membranas plasmaticas
control (P) y las de aleuronas incubadas en presencia del fitorregulador {P*), sobre todo
en pesos moleculares entre 15000 y 3500 kDa. Los patrones de proteina de la parte
superior de los geles fueron similares; sin embargo, hacia la parte media (16000-6000
kDa) de P* se distinguié una disminucién importante en la intensidad de fosforilacion de
los péptidos mas conspicuos del patrdn. También se observo la desaparicion de los
péptidos fosforilados de muy bajo peso molecular (6500-3500 kDa). Cuantitativamente, la
disminucién en la fosforilacion es aproximadamente de! 20% (figura 4A, P'y P°).

Con respecto a las endomembranas podemos observar que el AG; induce un
incremento en la fosforilacion de proteinas de aproximadamente 60% (Figura 4A, £, E*),
que resulta mas evidente en las proteinas de bajo peso molecular (Figura 4C, E’, E*). Sin
embargo, €l patrén de bandas fosforiladas es similar entre el control y el inducido (Figura
4C, EE").

Cabe notar que en ambos casos no existen péptidos fosforilados de muy bajo
peso molecular (6500-3500 kDa) (Figura 4C). Se observé que en las endomembranas la
inducciéon de las aleuronas con AG, incrementa la fosforilacién adn cuando esto no se

refleje de manera clara en el patrén electroforético.
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Figura 4. Efecto del AG3 en la actividad de fosforilacién y patron de proteinas fosforiladas de membrana plasmética y endomembranas.

A, Incorporacion de 32P en proteinas de membrana plasmatica y endomembranas, CPM mg-1 proteina; B, Patron de proteinas fosforiladas,
corrimiento en EGPA-SDS en ge! al 10%, tiempo de exposicién 6 hs, 20 mg de proteina. C, Patron de proteinas fosforiladas, corrimiento en EGPA-
SDS en gel 16.5%, tiempo de exposicion 2.5 hs, 25 mg de proteina. P: membrana plasmatica, E: endomembranas; -, membranas control; +,
membranas aisladas de aleuronas incubadas con 1m M AG3,



Resultados 60

EL ACIDO ABSCISICO INDUCE UN INCREMENTO EN LA ACTIVIDAD DE

FOSFORILACION DE LA MEMBRANA PLASMATICA

El 4cido absisico (ABA) es un fitorregulador con accidn antagonica al AG3, por lo
que también se probd su efecto en las fracciones membranales. En proteinas de alto
peso molecular de membrana plasmatica (Figura 5B, P-, PA) se registrd una ligera
disminucion en la intensidad a lo largo de todo el patrén en las membranas de aleuronas
incubadas en presencia del ABA.

En cuanto a las proteinas de bajo peso molecular (Figura 5C, P", P*}, la induccion
de las aleuronas con ABA generd un incremento pronunciado en la fosforilacién, sobre
todo en los péptidos mas grandes (26000-6500 kDa). Esta intensidad se atenuo hacia la
zona de muy bajo peso molecular (6500-3500 kDa). E! incremento general en la

fosforilacion fue del 30% (Figura 5A, P, P%).

EN ENDOMEMBRANAS, EL ACIDO ABSISICO INDUCE UNA LIGERA DISMINUCION
EN LA FOSFORILACION DE PEPTIDOS Y PERMITE LA FOSFORILACION
DIFERENCIAL DE ALGUNOS DE ELLOS

El efecto de ABA sobre la fosforilacion en las endomembranas tiende hacia una
ligera disminucion (Figura 5A). En el patron electroforético de fosforilacion de alto peso
molecular (Figura 5B) no se observaron diferencias importantes entre las membranas
control y las obtenidas de aleuronas tratadas con ABA. No obstante, en el patrén de
proteinas fosforiladas de bajo peso molecular (Figura 5C) el efecto del fitorregulador se
reflejé principalmente en 1a fosforilacidon de dos dobletes muy conspicuos en el patron. El
primer doblete [Figura 5C, a (aprox. 18 kDa) y b (aprox. 16.2 kDa)] se presentd en las

membranas de aleuronas inducidas con el fitorregulador con intensidad considerable.
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Figura 5. Efecto del ABA en la actividad de fosforilacion y patrén de proteinas fosforiladas de membrana plasmatica y endomembranas.
A, Incorporacién de 32P en proteinas de membrana plasmatica y endomembranas, CPM mg-1 proteina; B, Patron de protelnas fosforiladas,
corrimiento en EGPA-SDS en gel al 10%, tiempo de exposicién 6 hs, 20 mg de proteina. C, Patrén de proteinas fosforiladas, corrimiento en EGPA-

SDS en gel 16.5%, tiempo de exposicion 2.5 hs, 25 mg de proteina. P: membrana plasmatica, E: endomembranas; -, membranas control; A,
membranas aisladas de aleuronas incubadas con 20m M ABA.
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Mientras que en tas endomembranas control tan sélo apareci¢ la banda superior
(a). En el segundo doblete [Figura 5C, ¢ (aprox. 7.4 kDa) y d {aprox. 6.1 kDa)], la banda
superior {c) se notd mas pronunciada en las membranas de aleuronas inducidas. La
banda inferior (d) fue casi imperceptible en el control y mostré considerable fosforilacion
en el inducido. Cabe mencionar que en la zona de menores pesos moleculares (despues
del segundo doblete, 6500- 3500 kDa) no hubo bandas en ninguno de los dos

tratamientos.

EL ACIDO GIBERELICO REVIERTE EL INCREMENTO DE LA ACTIVIDAD DE
FOSFORILACION INDUCIDA POR ABA

Hasta el momento no se ha definido a qué nivel se da el efecto antagénico del
ABA sobre el AG,, a pesar de que ambos se perciben a nivel de membrana plasmatica.
Por esto es que resulta interesante probar el efecto conjunto de ambos fitorreguladores
como una forma probable de definir esto de manera mas precisa. Por ello, se probd el
efecto de la induccién de ias aleuronas con AG; y ABA simultaneamente (P**, E*"). Los
patrones de proteina de las proteinas de alto peso molecular resultaron basicamente
iguales; no obstante, presentaron ligeras diferencias en la intensidad de la fosforilacion a
lo largo de todo el patron (Figura 6C).

Con respecto a las proteinas de bajo peso molecular, en la membrana plasmatica
de aleuronas tratadas de esta forma se presentd ia mas pronunciada desaparicion de
bandas fosforiladas a partir del primer doblete conspicuo del patrdn con respecto al
control (Figura 6D, P, P**). Mientras que en las endomembranas se presento el efecto
inverso, ya que en éstas, a diferencia del contro} donde no existieron bandas fosforiladas
de muy bajo peso molecular, aparecen por lo menos tres bandas fosforiladas en esta

region (Figura 60, E", E"*). Esto sugiere la induccion de la fosforilacion de estos peptidos.
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En la figura 6A, podemos observar que el efecto del acido abscisico sobre la
fosforilacién (incremento de aproximadamente un 30% en P? con respecto a P, Figura
5B) en membranas plasmaticas fue revertido por la presencia simultanea de ambos
fitorreguladores. Esto es, parece predominar el efecto del acido giberélico ya que los
patrones de P* y P son muy similares (comparar Figura 4C y 6D). Cuantitativamente,
observamos que !a incorporacion de **Pi regresa al nivel detectado en el control (Figura
BA, P, P}

Con respecto a las endomembranas, aparentemente predomina el efecto inductor
de la fosforilacion del AG, aun en presencia simultanea con el ABA, ya que se pudo

observar el mismo incremento en fosforilacion en E* y E** (comparar Figura 3A y 6B).

LA CONTRIBUCION DE LOS ELEMENTOS DE FOSFORILACION
DESFOSFORILACION A LA ACTIVIDAD DE FOSFORILACION MEMBRANAL ES
ESPECIFICA PARA CADA FITORREGULADOR

Una vez detectados los elementos de fosforilacion-desfosforilacion en las
fracciones membranales, se delermind si su contribucion a la fosforilacion basal (aquella
medida en ausencia de inhibidores) se modificaba por el efecto de la incubacion previa de
las aleuronas con los fitorreguladores. En la figura 3 se presenta la incorporacion de ¥P a
proteina de membrana plasmatica de aleuronas incubadas en ausencia de
fitorreguladores {membranas control). Como ya se menciond, los ensayos realizados en
presencia de los diferentes inhibidores (BIM, AO y VO,*) apuntan a la presencia de una
actividad similar a PKC, fosfatasas de serina-treonina y fosfatasas de tirosina, ya que la
actividad de fosforilacion en presencia de los inhibidores especificos de cada uno se vio

modificada.
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Figura 6. Actividad de fosforilacion en membrana plasmatica y endomembranas de aleuronas incubadas en presencia de AG3 y/o ABA.
A, Incorporacién de 32P en proteinas de membrana plasmatica, CPM mg-1 proteina; B, Incorporacién de 32P en proteinas de endomembranas,
CPM mg-1 proteina; C, Patrén de proteinas fosforiladas,corrimiento en EGPA-SDS en gel al 10%, tiempo de exposicion 6 hs, 20 mg de proteina.
D, Patron de proteinas fosforiladas, corrimiento en EGPA-SDS en gel 16.5%, tiempo de exposicion 2.5 hs, 25 mg de proteina. P: membrana
| plasmatica, E: endomembranas, -, membranas control; +, membranas aisladas de aleuronas incubadas con 1m M AG3; A, membranas aisladas de
aleuronas incubadas con 20m M ABA; ++, membranas aisladas de aleuronas incubadas en presencia de ambos fitorreguladores.
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Cuando las aleuronas fueron incubadas en presencia del AG,, se observd que, a
diferencia de las membranas control, la presencia de BIM produjo un incremento
substancial en la incorporacidén de *P a la proteina con respecto a la actividad basal de
fosforilacion, aproximadamente 80% (Figura 7A). El comportamiento de las fosfatasas de
serina-treonina también resultd inverso al observado en las membranas control. Esto es,
en presencia de AO se presentd un incremento en la actividad de fosforilacion de
alrededor del 30%. Las fosfatasas de tirosina al ser inhibidas por el vanadato siguieron
manifestando un comportamiento similar en la incorporacion de P a proteinas que en las
membranas plasmaticas control, sélo que el incremento fue mucho mas pronunciado
(100%) (Figura 7A).

Como ya se menciond, el efecto del ABA sobre la fosforilacién en membrana
plasmatica resultd en un incremento importante con respecto a la del control (Figura 3,
basal y 7B, basal). Cuando se realizd e! ensayo de fosforilacién con estas membranas en
presencia de BIM, se observd gue el nivel de fosforilacion regresé al nivel basal detectado
en P (disminucion del 45% con respecto al basal de P*, Figura 7B). La inhibicion de la
actividad de ambos tipos de fosfatasa se reflejé como una disminucion en la incorporacion
de ¥P en las proteinas con respecto a su nivel basal (Figura 7B).

El comportamiento de los elementos de fosforilacion-desfosforilacion en las
membranas plasmaticas de aleuronas incubadas en presencia simultanea de AG; y ABA
fue practicamente igual al presentado por e! de las membranas aisladas de tejido
incubado con AG,. Con la excepcion de que el incremento en la fosforilacidén en ausencia
de la actividad de fosfatasas de tirosina fue mucho menos pronunciado

{(aproximadamente 30%) (Figura 7A y 7C).
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Figura 7. Efecto de los diferentes inhibidores sobre la actividad de fosforilacidon en membrana plasmatica de aleuronas incubadas en presencia de
(AY 1 mM AG3, (B) 20 mM ABA y (C) 1 mM AG3/ 20 mM ABA. BIM, bis-indolilmaleimida; AQ, acido okadaico; VO34- vanadato.
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En la figura 3 se muestran en conjunto los niveles de fosforilacion detectados en
las endomembranas aisladas de aleuronas no estimuladas (E’) con el fin de facilitar la
comparacion. En las endomembranas aisladas de aleuronas incubadas en presencia de
AG, (E') se observd que la presencia de BIM generd una disminucion del 30% en la
actividad de fosforilacién con respecto a su nivel basal (Figura 8A). Este comportamiento
es similar al presentado por las endomembranas control (E’, figura 3), aun cuando los
niveles de fosforilacion basales fueron importaniemente distintos. EI AO indujo una
disminucién de la misma magnitud en la fosforilacion que BIM en E* . En este caso, se
invirtid la tendencia en la modificacion de la actividad de fosforilacion con respecto a E".
La inhibicion de las fosfatasas de tirosina se reflejo como un incremento en la
incorporacion de 2P en E*, aunque dada la magnitud de la fosforilacién en el nivel basal,
el aumento representd tan sélo un 20%, el cual es bajo comparado contra el 170% de
incremento en E* con el mismo tratamiento (Figura 3).

El comportamiento de los elementos analizados ante la presencia de los distintos
inhibidores en endomembranas de aleuronas tratadas con ABA (E", Figura 8B, fue similar
al observado en E° (Figura 3). La disminucidon de la fosforilacidn inducida por BIM; asi
como el incremento inducido por AQ resultaron inclusive de la misma magnitud,
aproximadamente 30 y 35%, respectivamente (Figuras 3 y 8B). Sin embargo, en cuanto a
las fosfatasas de tirosina, aln cuando se reprodujo el comportamiento con respecto a E
en presencia de! vanadato (Figura 3), el incremento en la actividad de fosforilacion fue tan
solo del 75%.

Cuando se midio la capacidad de incorporacion de P en las endomembranas
aisladas de tejido estimulado simultdneamente con AG, y ABA en presencia de los
siferentes inhibidores (E**, Figura 8C), practicamente se reprodujo la tendencia de

comportamiento de los elementos de fosforilacién-desfosforilacion presentado por E'
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(Figuras 8A y 8C). Tan solo el tratamiento con BIM generé un decremento mas

pronunciado en la fosforilacién con respecto al que indujo en E* (Figuras 8A y 8C).
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DISCUSION

ACTIVIDAD DE LA NADH OXIDASA

La membrana plasmatica contiene una gran diversidad de sistemas
oxidorreductores. Durante los dltimos afios, se ha generado una gran cantidad de
evidencia que indica que algunas de estas enzimas redox podrian tener un papel
importante en la transduccién de sefales; a través de la modulacion directa de la
actividad de las enzimas membranales responsables de la generacion de segundos
mensajeros ylo contribuyendo a la formacion de diferentes dominios en la membrana
plasmatica. Esto facifitaria la fusion de vesiculas membranales y promoveria cambios en
la actividad de los sistemas transportadores de iones, por ejemplo canales idnicos vy

ATPasas (Moller and Crane 1990; Aroeti et al. 1998; Gabbita ef al. 2000).
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La sefalizacion del AG; en la aleurona es via la formacién de IP, y DAG (Ritchie
and Gilroy 1996), lo que sugiere la presencia de PLC en la membrana plasmética del
tejido. Esta enzima contiene una extensa secuencia homologa a la tiorredoxina, que
incluye conjuntos de grupos sulfhidrilo susceptibles de ser reducidos. El intercambio de
estos grupos podria cambiar su actividad (Moller and Crane 1990). Ademas, para la
respuesta celular se requiere el incremento de Ca®' citoplasmico (Gilroy and Jones 1992;
Bush 1996) y el trafico de vesiculas para la secrecion de la a-amilasa (Gilroy and Jones
1992), cuya sintesis es la respuesta celular del fitorregulador en este tejido. En este
sistema, al igual que en otros modelos, la actividad de estos eventos podria ser regulada
a través de una NADH oxidasa de membrana plasmatica.

En la capa de aleurona de cebada recién aislada e incubada en ausencia del
fitorregulador se encuentra una actividad de NADH oxidasa constitutiva, insensible a
cianuro, de alta afinidad por NADH (Km en el rango mM) y cuya maxima actividad se
manifiesta entre pH 7.0 y 7.4. Estas caracteristicas sugieren que la NADH oxidasa de
aleurona es de tipo | (Morré and Brightman 1991). Una actividad similar se encontré en
membranas plasmaticas de hipocotilo de frijol soya (Morré et al. 1986); aunque la
actividad de la oxidorreductasa en cuestion fue mucho mayor en aleurona
(aproximadamente 80 nmol min™ mg'' proteina) que en soya (aproximadamente 1 nmol
min"' mg' proteina) (Morré et al. 1995). Esta diferencia podria deberse a que el
requerimiento de la actividad de esta enzima en cada tejido es diferente, ya que las
caracteristicas fisioldgicas de cada uno de ellos también lo es, y/o a que en cada tejido se
encuentra una isoenzima con diferente eficiencia catalitica, y/o a que su abundancia es
distinta o a que en el caso de la aleurona existe mas de una actividad.

La capa de aleurona responde al AG, iniciando la sintesis de a-amilasa que sera

secretada junto con otras enzimas hacia el endospermo almidonoso (Hill and MacGregor
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1986). Al percibir esta sefial, es factible que un cambio en el estado redox general de la
membrana o de algunos de sus elementos fuese necesario como parte de la preparacion
del sistema para responder al estimulo. La NADH oxidasa podria participar en el
establecimiento de este nuevo estado de oxidorreduccién; o bien, verse modificada por el
mismo. Esto concordaria con el hecho de que esta enzima es susceptible de ser
modulada por el fitorregulador y por lo tanto participar en la sefalizacion. La disminucion
de la actividad observada por efecto del AG, podria responder a dos factores
principalmente: la disponibilidad de aceptores electrénicos y el cambio de! estado redox
de la enzima misma. El primero podria explicarse de varias formas. Una podria ser que
hubiera un cambio en los componentes de la membrana plasmatica que no permitiera la
accesibilidad del aceptor a la enzima, ya sea fisicamente o por una disminucién en su
concentracion. Otra posibilidad seria que la enzima disminuyera su afinidad por el aceptor
normal {(en condiciones no estimuladas) y empezara a utilizar otro cuya disponibilidad
fuese menor.

El cambio en el estado redox de la proteina implicaria que el efecto primario del
AG; incide sobre otra actividad redox que altera el ambiente aledafio a la oxidasa,
modificando algunos de sus grupos sulfhidrilos esenciales y disminuyendo su capacidad
catalitica.

Los resultados obtenidos en este trabajo sugieren que esta ultima posibilidad
resulta muy factible en el caso de la aleurona. Esto lo indica el hecho de que cuando el
tejido ha sido expuesto al AG,, la enzima queda en un estado tal que puede responder a
cambios en el ambiente redox circundante, dando como resultado el restablecimiento de
la actividad basal. Siendo que la actividad de la oxidasa de las membranas obtenidas de
tejido recién aislado e incubado en ausencia del AG, no se altera ante cambios en el

estado redox, entonces esta susceptibilidad de regulacidon parece ser inducida por efecto
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del fitorregulador.

Este hecho apuntaria a que el estado 6ptimo de la enzima para la actividad basal
seria el reducido. Entonces, se puede sugerir que el AG, promueve un estado mas
oxidado en la membrana. También es factible que la modificacién en el estado redox no
sea homogéneo en toda la membrana. Por ejemplo, podrian existir microdominios donde
se presentara mas pronunciadamente el cambio. Si esto ocurriera en las inmediaciones
ricas en NADH oxidasa, la disminucién en su actividad podria relacionarse con eventos
mas locales y éstos podrian tener que ver con la posible injerencia de esta enzima sobre
ofras directamente asociadas a la percepcion y/o transduccién que se encontraran en el
mismo microdominio. En cuanto a la percepcién, podria existir fa necesidad de disminuir
la actividad de la oxidasa para generar una configuracion especifica de un receptor
{también regulado por estado redox) que favoreciera su interaccion con el agonista o con
algun efector. O bien, con respecto a la transduccion, la modificacion de la actividad
podria generar alteraciones en la estructura (como la formacién o reducciéon de puentes
disuifuro) de una enzima productora de segundos mensajeros, como la PLC.

Finalmente, la disminucién en la actividad de la NADH oxidasa podria no
relacionarse con eventos lempranos de la transduccién; sino mas bien, contribuir a
promover y mantener un estado metabdlico especifico para que el sistema pueda
responder a la sefal.

Dado que la secrecion de a-amilasa es un evento tardio de ta respuesta celular al
AG,, los microdominios circundantes a la NADH oxidasa podrian constituir sitios de
reconocimiento para la fusidn de vesiculas que contienen a-amilasa. Esto resulta factible
debido a que, aparentemente, la membrana plasmatica de la aleurona presenta una
organizacion asimeéfrica, ya que la a-amilasa se secreta principalmente hacia el

endospermo almidonoso (Jacobsen and Chandler 1988)
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FOSFORILACION IN VITRO

El objetivo de este trabajo fue determinar la presencia de elementos de
transduccion de sefiales en la membrana plasmatica de aleurona y estudiar el efecto del
AG, y del ABA en estas actividades enzimaticas. Nuestros resultados sugieren que la
membrana plasmatica de aleurcna posee actividades de cinasa de proteina tipo C, de
fosfatasa de proteina de serina-treonina y de fosfatasa de proteina de firosina. La
evidencia que apoya la conclusidn anterior se resume a continuacién.

En la membrana plasmatica de aleurona estd presente una actividad basal de
cinasa de proteina, pues en condiciones de fosforilacidon in vitro, el fosfato radiactivo del
[y-2P]-ATP se incorporé a polipéptidos de las membranas aisladas de aleuronas
incubadas en ausencia de AG,. El analisis del patrén electroforético de las fosfoproteinas
indica que ta marca se distribuyd en polipéptidos de diversas masas moleculares, de los
cuales los de bajo peso molecular (<30 kd) incorporaron mayor cantidad de *P. Lo
anterior apunta, por un lado, a que en la membrana plasmatica de la aleurcna se
encuentran presentes sustratos de las cinasas membranales y, por otro sugiere la
existencia de multiples proteinas que podrian ser modificadas por efecto de los
fitorreguladores. Los niveles de proteinas fosforiladas detectadas en un sistema son el
resultado del balance de la actividad de la pareja de enzimas cinasas de proteina (P-
cinasas) y fosfatasas de proteina (P-fosfatasas). Por lo tanto, los resultados anteriores
indican gue estas enzimas estan presentes en la membrana plasmatica de aleuronas, asi
como los factores que regulan su actividad.

La calmodulina, el Ca® y la PKC se han descrito como factores que regulan la
actividad de los sistemas de fosforilacion/desfosforilacidon (Poovaiah and Reddy 1993;

Ranjeva and Boudet 1987). La PKC tambien puede utilizar como sustrato otras proteinas,
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las cuales por fosforilacion modifican su conformacion o su actividad, segin sea el caso
(modificacion covalente por fosforilacion) (Ranjeva and Boudet 1987).

De los factores reguladores antes mencionados solo la PKC, o alguna cinasa
analoga, podria ser activa durante el tratamiento con AG,, ya que la cascada de
senalizacion del AG; para la induccién de los genes de a-amilasa es independiente de
Ca* y calmodulina (Gilroy 1996). Por ello es que solo exploramos la presencia de PKC
membranal como un factor responsable y/o regulador de la actividad de fosforilacion in
vitro de membrana plasmatica aislada de aleurona.

En otros sistemas, la PKC esta relacionada con la via de sefalizacién a través de
la PLC que hidroliza los fosfoinositidos de membrana para producir DAG e IP; (Berridge
1993). Esta evidencia también apoya la existencia de PKC o de una cinasa de proteina
tipo PKC (tPKC) en membrana plasmatica de aleurona como un factor modulador de la
actividad del (los) sistema(s) de P-cinasa/P-fosfatasa presentes en este compartimento
celular. En efecto, una actividad tPKC se detectd en la membrana plasmatica de
aleurona, ya que la capacidad de fosforilacién de proteinas membranales disminuyd
respecto a la basal cuando se evalud en presencia de un inhibidor especifico (BIM)
(Touliec et al. 1991). Este resultado es sorprendente, ya que en otros sistemas esta
descrito que la PKC se recluta como consecuencia de la formacién del complejo activo
agonista-receptor y para que su asociacion a la membrana sea de alta afinidad requiere
de diacilglicerol y fosfatidilserina (Newton and Johnson 1998). En este trabajo, la tPKC se
evalud in vitro en membranas aisladas, por lo que su presencia indica que su asociacién
en estas membranas es a un sitio de alta afinidad y que, por tanto, podria haber una via
de formacion de diacilglicerol independiente de agonista. Evidencia adicional que apoya
esta sugerencia lo constituye el hecho de que la membrana plasmatica de aleurona es

rica en fosfatidilcolina (Hetherington and Laidman 1991; Arnalte et al. 1991) y el
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diacilglicero! podria provenir de la hidrélisis la fosfatidifcolina (Besterman et al. 1986),
fosfolipido de alto recambio en aleurona (Hetherington and Laidman 1976; Arnalte et al.
1991). La estimulacién parcial de la fosforilacidon por BIM sugiere que en la membrana
plasmatica de este tejido estan presentes cuando menos dos sistemas de cinasas: uno
dependiente de tPKC y otro independiente. El dependiente contribuyd con el 28 % de la
actividad de fosforilacién observada y podria ser de dos clases, uno indirecto donde la
tPKC fosforilara diversos sustratos de la membrana y asi modificara su actividad
enzimatica. En el indirecto, la fosforilacion se realizaria en los elementos del sistema P-
cinasa/P-fosfatasa y a través de modificar esta actividad se moduiarian los niveles de
fosforilacion.

Mediante el uso de inhibidores se identificd la presencia de fosfatasas de serina-
treonina (PPst) y de fosfatasas de tirosina {PPt). La primera se pusc de manifiesto debido
a que la actividad de fosforitacién basal disminuyd en presencia de AO, lo que sugiere
que esla P-fosfatasa tiene injerencia sobre una cinasa cuya actividad Optima se da en
estado desfosforilado. La presencia de PPt se detectd utilizando como inhibidor al
vanadato, que es especifico de este tipo de fosfatasas (Hunter 1995). En su presencia, la
fosforilacién in vitro de proteinas de membrana se incrementd casi en un 50%. Estos
resultados podrian explicarse si la PPt usara como sustrato una cinasa cuya actividad
dptima es la forma fosforilada. En conjunto los resultados obtenidos con los inhibidores de
fosfatasas de proteina son congruentes con la presencia de PKC identificada en este
trabajo, puesto que esta enzima fosforila en residuos de serina y treonina (Newton and
Johnson 1998), y con la propuesta de que la aleurona debe contar con estos elementos
para que el AG,, que se percibe a nivel de membrana {Hooley et al. 1991, Gilroy and

Jones 1994), induzca la transcripcién de los genes de a-amilasa (Jacobsen and Chandler

1988).
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Una vez identificados algunos de los componentes presentes en la membrana
plasmatica, se evalué su comportamiento ante la induccion de las aleuronas con los
ftorreguladores AG; y ABA. Los fitorreguladores no modificaron el patrén de proteinas
fosforiladas, aunque si se pudo observar que ABA incrementd notablemente la
incorporacion de P en fosfoproteinas de bajo peso molecular (<30kd), mientras que AG,
la disminuyo. El nivel de fosforilacion de estos péptidos fue similar cuando la membrana
se aisld de tejido tratado con AG; o con AG; vy ABA. Desafortunadamente, estos
experimentos no son concluyentes en cuanto a la participacién de estos péptidos en
sefializacién de los fitorreguladores, ya que para que una fosfoproleina participe en la
cascada de sefalizacion se requiere que su fosforilacion sea transitoria (Suzuki and
Shinshi 1995). Sin embargo, cabe recordar que en algunos sistemas, una vez percibida la
sefal, el complejo enzimatico responsable de trasmitir la sefal al interior de la celula debe
ser estable por el tiempo que deba sostenerse la sefial (Ranjeva and Boudet 1987, Loshe
et al. 1996; Pyne et al. 1996). En el caso de la aleurona se ha reportado que la
eliminacion del AG, del medio de incubacion disminuye la acumulacion del RNAm de a-
amilasa, lo que sugiere que el complejo enzimatico responsable de la sefalizacion debe
ser estable por lo menos las primeras 18 h de incubacion (tiempo maximo en que se ha
realizado este experimento) .

Los experimentos con inhibidores permitieron identificar el efecto de
fitorreguiadores en los sistemas de P-cinasa/P-fosfatasa que estaban presentes, o se
reclutaron durante el tratamiento, y que estaban contribuyendo a la actividad total de
fosforilacion en las membranas plasmaticas de aleurona.

El AG, regula un sistema de P-cinasa/ P-fosfatasa en el que no participan las
PPst, ni las PPt; ya que la actividad de fosforilacion in vitro observada en la membrana

plasmatica aislada de tejido tratado con AG; no se modificd cuando se ensayd en
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presencia de AO, ni de VO,.

La actividad de la P-fosfatasa y/o de la P-cinasa parecerian ser reguladas por
tPKC; vy la maxima actividad de Pfosfatasa seria en estado fosforilado mientras que el de
la Pcinasa seria en estado desfosforilado, por lo que al inhibir la actividad de tPKC con
BIM, e! grado de fosforilacion de P-cinasa y/o de la P-fosfatasa disminuiria, con lo cual la
actividad de P-cinasa aumentaria y o la de la P-fosfatasa disminuiria. En ambos casos, el
resultado seria un incremento de sustratos fosforilados. La evidencia que apoya esta
propuesta lo constituye el hecho de que la actividad de fosforilacion en fa membrana
plasmatica aislada del tejido tratado con AG, aumenté en un 58 %, cuando se evalud en
presencia de BiM.

En el caso de ABA, la actividad total de fosforilacion de la membrana plasmatica
podria deberse a la presencia de dos sistemas de P-cinasa/P-fosfatasa, uno dependiente
de tPKC vy el otro independiente. Sin embargo, en ambos participarian PPst, susceplibles
a inhibicién por AO (Hunter 1995, Smith and Walker 1996), ya que la actividad de
fosforilacidén inducida por el tratamiento con ABA se inhibio totalmente en presencia de
AO; mientras que en presencia de BIM el decremento fue soélo del 25 %, respecto a la
que presenta el tejido tratado con ABA. Las PPt no son regulables por ABA, ya que la
actividad de fosforilacion no se modificé de manera importante respecto a la basal cuando
se evaluod en presencia de vanadato.

Aparentermente, fa actividad del (los) sistema(s) de P-cinasa(s) activada(s) en
membrana plasmatica aislada de tejido tratado con ABA es inhibida por AG,, ya que la
actividad de fosforilacién en membrana plasmatica aislada del tejido tratado con AG, y
ABA fue similar a la basal. Estos resuitados podrian explicarse si algunos eventos de
sefalizacidon intracelular del ABA son revertidos por AG, como en el caso de la

transcripcion del gene PHVA1 (Bethke et a/.1997). Cuando el tejido es tratado con ABA y
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AG,, los niveles de este mensajero se reducen al 25% del delectado con ABA (Kuo et al.
1996). Otra interpretacidn que explicaria los resultados de que el AG, inhibe la actividad
de fosforilacion promovida por ABA es que los fitorreguladores compartieran elementos
de transduccién a nivel de membrana plasmatica, cuya afinidad es mayor para AG,.

De lo anterior, resulta evidente que el AG, es capaz de modificar el
comportamiento de los elementos de fosforilacion-desfosforilacién presentes en la
membrana plasmatica, especiaimente a las cinasas dependientes de tPKC, sin que esto
lleve a un cambio en el estado de fosforilacion basal. Mientras que, por otra parte, el ABA
también es capaz de alterar el comportamiento de estos faclores, especialmente a las
PPst, conduciendo a un incremento en la fosforilacién. El efecto antagénico del AG; y
ABA en la capa de aleurona podria deberse a que ambos fitorreguladores actuan en el
mismo sistema de P-cinasa/P-fosfatasa, sélo que el AG; promueve la actividad de
alguna(s) cinasa(s) de proteina dependiente(s) de tPKC; y el ABA inhibe a las PPst.

La existencia de moléculas sehnalizantes y/o efectoras de las cascadas de
transduccion de sefales en endomembranas no es inusual, ya que en algunos sistemas
se han reportado la existencia de receptores endégenos para ABA (Bethke et al. 1997) y
auxinas (Hobbie et al. 1994). En aleurona, el AG; induce la sintesis y secrecion de a-
amilasa, procesos que requieren las actividades coordinadas de RE, aparato de Golgi y
vesiculas que almacenan proteinas. Por lo que en estos organelos debe haber blancos de
los estimulos de transduccion que provienen de la percepcion de la sefial en membrana
plasmatica, como los receptores-canales de Ca?" estimulados por IP;.

A la actividad de fosforilacion observada en endomembranas aisladas de
aleuronas sin tratamiento contribuyen al menos una P-cinasa que fosforila proteinas en
residuos de serina/treonina y una actividad de tPKC. Estas propuestas derivan de que la

actividad de foforilacién del sistema se modificé cuando se cuantificé en presencia de
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acido okadaico y en presencia de BIM. A diferencia de la membrana plasmatica, en
endomembranas no se detecté actividad de PPt, ya que la actividad de fosforilacion no se
modificé cuando en el ensayo se adiciond vanadato.

La actividad de fosforilacion observada en endomembranas, al igual que la
observada en membrana plasmatica fue regulada por fitorreguladores. El efecto, en
cuanto a magnitud y sentido, fue diferente para cada fitorregulador. El tratamiento con
ABA disminuyé la actividad de fosforilacién, mientras que AG,; la incrementd. Asumiendo,
que el sistema P-cinasa/P-fosfatasa sensible a AO presente en las endomembranas
aisladas de aleuronas sin tratamiento es el mismo que se regula por fitorreguladores, y
que su actividad de fosforilacién depende de la proporcion de P-cinasa desfosforilada
(mayor actividad, C) a P-cinasa fosforitada (menor actividad C-P), los resullados de
actividad de fosforilacidn en las endomembranas se podrian explicar si los
fitorreguladores modifican la actividad de la cinasa a través de modificar la relacion de
C/C-P. Partiendo de {a relacién presente en el estado basal y asignandole arbitrariamente
un valor de uno, el AG, cambiaria este valor a un valor mayor de la unidad. Las
modificaciones de este equilibrio estarian a cargo de la P-fosfatasa sensible a AO.
Obviamente gque para fosforilar a la cinasa se requiere de una P-cinasa especifica cuya
actividad podria ser constitutiva.

En el caso de ABA, la actividad de fosforilacion es menor que la basal, lo que
indica una menor actividad de cinasa. Sin embargo los resultados con AO sugieren que
ABA esta actuando a través de un sistema de P-cinasa/P-fosfatas diferente del que utiliza
AG,. Cuando se utilizan endomembranas aisladas de tejidos previamente tratados con
ABA, AO incrementa la actividad de fosforilacion in vitro respeclo a la mostrada en su
ausencia, lo que sugiere que la cinasa responsable es mas activa en forma fosforilada,

modificacién que podria ser preservada dado que la fosfatasa esta inhibida.
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Aparentemente, la contribucion de tPKC a la actividad de fosforilacion sodlo se
modificd ligeramente en presencia de ABA, a diferencia de membrana plasmatica, donde
su actividad fue regulada por ambos fitorreguladores.

La localizacion membranal de estos componentes de la cascada de transduccion
de sefiales y el hecho de que su actividad y sensibilidad a inhibidores dependa del
tratamiento del tejido, nos hace suponer que son elementos que unen la percepcion del
fitorregulador con su respuesta celular. Sin embargo, requerimos de aislarlos e
identificarios de manera inequivoca.

Los resultados anteriores se pueden integrar en el modelo que se muestra en el
diagrama 1. En el recuadro B se muestran algunos de los elementos de transduccion de
sefales presentes en la membrana plasmatica de aleurona que no ha sido estimulada por
el AG,. En este estado se encontrarian las actividades basales de cinasas (Ca),
fosfatasas (PPa) y de la NADH oxidasa (Nox). También se representa la existencia de un
receptor con dos sitios de unidn, uno para el AG, y otro para el ABA. Cuando se estimula
el sistema con el AG, (recuadro A), el fitorregulador ocuparia su silio en el receptor y
provocaria un cambio conformacional que promoveria la desaparicion del sitio de unién
del ABA. En esta configuracion, el receptor induciria la disminucion en la actividad de la
NADH oxidasa. Este decremento en la actividad podria propiciar el establecimiento del
estado redox necesario para la activacion de la PLC. Esta ultima generaria un incremento
en la concentracion de IP, y el DAG para la activacion de tPKC. Esta cinasa actuaria
aclivando a una fosfatasa y/o inactivando a una cinasa. A pesar de que no existen
elementos suficientes para afirmar que existe una interaccion directa entre el receptor y la

NADH oxidasa en este modelo se representd asi por simplificidad, aunque la inhibicién de

la enzima podria realizarse de manera indirecta.
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Diagrama 1. Elementos de fosforilacion en membrana plasmética de aleurona. Los
elementos en color rosa representan aquellos estimulados por la unidon del AG3 al
receptor; los morados representan aquellos estimulados por ABA. PPa , fosfatasa de
proteina; Ca, cinasa de proteina; Psta, fosfatasa de serina/treonina; Pta, fosfatasa de
tirosina; PLC, fosfolipasa C; tPKC, actividad tipo cinasa C de proteina; R, receptor: Nox,
NADH oxidasa. Los superindices - y + representan baja actividad y ala actividad,
respectivamente
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Al estimular a la aleurona con ABA (recuadro C), éste ocuparia su sitio de unién 'y
generaria un cambio conformacional en el receptor. De esta forma, el receptor
promoveria la inactivacion de una fosfatasa de serina/treonina. La disminucion en la
actividad de esta fosfatasa se reflejaria en la permanencia de una cinasa que es inactiva
en estado fosforilado y de otra que es activa en este estado y es capaz de fosforilar otros
sustratos.

Como se puede observar en este modelo, en la aleurona existe una gran
diversidad de cinasas que podrian participar en las vias de transduccion presentes en
este tejido. Dado que la regulacidn por fosforilacion es un proceso reversible y dinamico,
no solo la actividad de fosforilacién resulta importante, sino que también es indispensable
la actividad de fosfatasas que puedan regular el grado de fosforilacion, ya sea para
activar, inactivar y/o modular alguna enzima que permita el sostenimiento o la eliminacion
de una senal.

Ya que el proceso de fosforilacion-desfosforilacion es uno de los mecanismos
principales de amplificacion de las sefiales, éste debe ser sumamente preciso y altamente
regulado. Resulta evidente entonces que, ademds de su capacidad de regular su
actividad por medio de la fosforilacion, estas enzimas deben tener formas de modular su
susceptibilidad de ser fosforiladas (o desfosforitadas) en condiciones especificas.

Recientemente, ha surgido evidencia que sugiere que las especies redox y el
estado general de oxido-reduccion de la célula juegan un papel muy importante en los
mecanismos de regulacion de la transduccion de sefiales. En particular, con respecto a
los procesos de fosforilacion, se ha descrito la inactivacion de la actividad de fosfatasas
de proteina a través de la oxidacidn reversible de una cisteina conservada en el dominio
catalitico. Para que la fosfatasa presente su actividad completa, se requiere que este

dominio se encuentre completamente reducido, lo que se puede lograr s6lo si existe un
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balance redox intracelular adecuado (Gabbita et al. 2000).

Entonces es factible que los mismos mensajeros quimicos sean capaces de
promover cambios en el balance de Oxido-reduccion de la célula para que su sefal se
propague de forma mas especifica. En e} caso de la aleurona, se observo la disminucién
de la actividad de una enzima regulada por su estado redox ante el AG;. Por el momento,
no es posible proponer fa participacion directa de la NADH oxidasa en la transduccion de
este fitorregulador; sin embargo, el hecho de que el estado redex de la enzima se
modifique por la presencia del AG,, sugiere que éste induce un cambio en el estado redox
de la célula. Esto puede tener relevancia en cuanio a fa regulacion de otros elementos

involucrados en este proceso.




CONCLUSIONES

« Las condiciones de aislamiento y purificacidon de la membrana plasmatica de capa de

aleurona de cebada resultaron adecuadas para lograr una fraccion altamente

enriquecida en este tipo de membrana.

En la membrana plasmatica de la aleurona existe la actividad de una NADH oxidasa
cuya actividad se modifica por efecto del acido giberélico y es capaz de responder al

estado de oxidorreduccion circundante a la membrana.

lLos elementos de fosforilacion-desfosforilacion identificados en la membrana
plasmatica de aleurona son: un tipo de cinasa C de proteina ({PKC), fosfatasas de
proteina de serina-treonina y fosfatasas de proteina de tirosina. Estos elementos son

requlados de diferente manera por los fitorreguiadores, AG, y ABA.

85




Conclusiones ' 86

* La actividad del sistema de cinasas/fosfatasas se modifica por la accion de AG, en

membrana plasmatica. En esta modificacion esta involucrada tPKC.

¢ El sistema de fosforilacion-desfosforilacion presente en membranas de aleuronas
tratadas con ABA parece tener dos contribuciones: una dependiente de tPKC y otra

independiente, y en ambas participan fosfatasas de serina-treonina.

» El efecto antagénico de los fitorreguladores parece ser resultado de la activacién de
cinasas de proteina dependientes de tPKC por el AG, y la inaclivacion de las

fosfatasas de serina-treonina por el ABA.

» En endomembranas, los elementos de fosforilacion-desfosforilacion identificados son
una tPKC vy las fosfatasas de serina-treonina. Estos también son susceptibles de ser

modulados por los fitorreguladores.
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ANEXO |

P- P+ PA P+ E- E* EA E*

imagen del EGPA-SDE al 10% tefiido con azul de Coomasie: 20 mg de proteina por carril.
P, membrana plasmatica control; P*, membrana plasmatica de aleuronas incubadas en presencia
de AG,; P*, membrana plasmatica de aleuronas incubadas en presencia de ABA; P**, membrana
plasmatica de aleurcnas incubadas en presencia simultanea de AG, y ABA; E-, endomembranas
control; E*, endomembranas de aleuronas incubadas en presencia de AG,; E*, endomembranas de
aleuronas incubadas en presencia de ABA; P, endomembranas de aleuronas incubadas en

presencia simultanea de AG, y ABA;
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