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Rasumen

1. RESUMEN

El fésforo (P) es un macronutrimento esenclal para los organismos
vivos. Forma parte estructural de blomoléculas como fosfolipidos y
acidos nucléicos; y, a su vez, posee un papel importante en regulacién
enzimatica. Las plantas lo adquieren en forma de lon fosfato (Pi), el cual
es muy reactivo y forma complejos Insolubles con los elementos del
suelo. Por este motivo, el fosfato es uno de los nutrimentos con menor
disponibllidad para las plantas.

Para superar la constante deficlencia en fosfato, las plantas han
desarrollado adaptaciones morfoldgicas y metabdlicas, que les permiten
adquirir fosfato del suelo y recircular el fosfato Interno. Algunas de estas
adaptaciones, requieren la sintesls de novo de algunas proteinas y por
tanto la activacion transcripclonal de sus genes.

Utllizando la técnica de AFLP-cDNA para identificar fragmentos que se
expresen en condiciones de deficiencia de fosfato, se identlficd un
fragmento de aproximadamente 113pb. Utllizando este fragmento como
sonda, se hizo el escrutinio de una biblioteca de cDNA de raices de frijol
que habfan sido expuestos a deficlencia de fosfato. El fragmento
obtenido fue de 1131pb.

Andlisis de hibridaciones tipo Northern, utilizando el fragmento de
1131pb como sonda, indicé que la transcripcion del mensajero de la
clona 15.2 se estimula por deficiencia de Pl. Adiclonaimente, se observd
que la resuplementacién con Pi produce una disminucién del RNA
mensajero al segundo dia.




Resumen

El Analisis por hibridacién tlpo Southern, sugiere que la clona 15.2
puede ser parte de una pequefia familia génica.

El andlisis de la secuencla de nucledtidos de 15.2, traducida a
aminoacldos, en las bases de datos Swissprot y de Arabidopsis, indica

una alta homologia con metiltransferasas.
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2. INTRODUCCION

2.1 Fosforo

lLos elementos minerales son importantes para el crecimiento de las
plantas. Estos se dividen en dos clases: micronutrimentos y
macronutrimentos. Principalmente, los micronutrimentos forman parte
de enzimas, y se necesitan en pequefias cantidades. Mientras que los
macronutrimentos se requieren en mayor cantldad, y tienen un papel
importante en la formacién de compuestos orgénicos, como proteinas, o
acidos nucléicos.

Clasificacién Elemento
Macronutrimento N, P, S, K, Mg, Ca
Micronutrimento Fe, Mn, Zn, Cu, B, Mo, Cl

Tabia 2.1 Clasificacién de los elementos minerales necesarios
para el crecimlento de las plantas

El fosforo estd clasificado como un macronutrimento esencial para las
plantas (Tabla 2.1). La cantidad de fésforo en el suelo puede llegar a ser
muy alta; sin embargo, normalmente est4 presente en formas que no
son disponibles para las plantas. E! fosfato organico representa entre el
20% y el 80% del fosforo total que se encuentra en el suelo, y debe
mineralizarse a una forma Inorgdnica para ser asimllado por las plantas
(Figura 2.1). El resto, la fraccién inorgdnica, contlene hasta 170 formas
minerales (Coello, 2001). La unica forma asimilable del fésforo es el lon
ortofosfato (Pl), slendo su concentracién promedio en los suelos de
10uM, lo que representa una concentracién de varios Ordenes de
magnitud menor a la existente en tejidos vegetales (5-20mM),
(Raghothama, 1999).
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P orgénico, 20-80% del
total
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P mineral, disponible

' Elgura 2.1 Compuestos fosfatados en el suelo

El fosforo estd Involucrado en diferentes funclones bloldglicas y es un
componente estructural de blomoléculas, como 4cidos nucléicos (Figura
2.2), (Marschner, 1995).

°<§} G o<? —RBO,

BASE BASE

Figura 2.2 Fosfato como componente estructural, formando
enlaces fosfodiéster en una molécula de RNA
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Los enlaces éster fosfato y pirofosfato representan una fuente de
energla metabdlica para las células. La mayoria de los compuestos con
estos enlaces son intermediarios en rutas metabdlicas de blosintesis y
degradacién en la célula (Marschner, 1995). Por ejemplo, la energla
lilberada durante la glucdilsls, se utiliza para sintetizar enlaces
pirofosfato en moléculas de adenosina trifosfato 6 ATP.

El ATP puede transmitir dicha energia al donar el fosfato a otro
compuesto (Figura 2.3).

Adenosina -pP~ P~(P) HO-(R)
[ATP]

Adeposgina,-p~p ®-0- ----- —
[ADP]

Figura 2.3 Transmisién de la energia de la molécula de ATP a
otros compuestos, mediante fosforilacién

Los enlaces pirofosfato también se pueden formar en otros
compuestos, como el UTP 6 GTP, que difleren del ATP solamente en su
base nitrogenada.

El fosfato puede actuar como una molécula regulatoria a través del
mecanismo de fosforilacién-desfosforilaciéon, en donde participan
proteinas cinasas. Una gran cantidad de enzimas como PEP carboxilasa
y H*-ATPasa sufren una fosforilacién reversible modificando su actlvidad
(Marschner, 1995). Se ha observado que durante |a deficiencla de Pi, la
fosforilaclén de proteinas disminuye de manera Importante (Coello,
datos no publicados).
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2.2 Deficlencia de fosfato en el suelo

De todos los macronutrimentos, el fosforo (P), es el que tiene menor
disponibilidad, debido a las interacciones que forma con los elementos
del suelo. En los suelos orgénicos, el dcido fitico (Inositol hexafosfato) es
el componente principal del fosfato orgénico (Schachtman et al., 1998).'
El fosfato que contlene en su molécula necesita ser liberado para que las
plantas lo asimilen. En contraste, en suelos acidos o alcalinos, la mayor
parte del fosfato estd formando compuestos Inorganicos. Los
compuestos principales son fosfato de hlerro, aluminio y calcio. Los
fosfatos de hlerro y aluminio son abundantes en suelos acidos, mientras
que el fosfato de calcio predomina en suelos neutros a alcalinos, en
forma de hidroxlapatita [Cas(P04)3i0H] (Narang et al., 2000).

Para contrarrestar los efectos nocivos de |a deficiencla en fosfato, se
recurre al uso de fertiliizantes, cuya fuente primarla es un recurso no
renovable llamada “roca fosfato”, obtenida a partir del fosfato de
organismos que vivleron en eras geoldgicas pasadas (Russell, 1973). Sin
embargo, solamente el 20% del fosfato de los fertilizantes se aprovecha
por los cultlvbs; el resto es fljado en el suelo, o es arrastrado hasta
depésitos subterrdneos de agua, lagos y rios (Russell, 1973).

2.3 Sintomas de la deficiencia de fosfato en plantas

Las plantas que sufren de deflclencia de Pl presentan un crecimiento
retardado, asl como una reduccién en el crecimiento de las hojas. La
deficiencia de Pi lleva a una reduccion general de los procesos
metabdlicos, incluyendo divisién celular, fotosintesis y respiraclon,
Frecuentemente, estas plantas tienen un color verde mas oscuro que las
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plantas normales; esto se debe a que la formaclén de la cloroflla avanza
mas rapldo que el crecimlento de la planta, incrementéndose la relaclon
contenido de clorofila/drea de la hoja. En ocasiones, se presenta una
coloracién rojiza debido al aumento en la formacién de antoclaninas
(Marschner, 1995).

Flgura 2.4 Sintomas de la deficlencia de Pl en frijol somaetido
a 21 dias de deficlencia (Izquierda) y suficlencla de fosfato
(derecha)

2.4 Resouestas 3 |a deficiencia de fosfate

Como respuesta a los bajos niveles de fosfato en la rizdsfera, las
plantas han desarrollado adaptaclones morfolégicas y bloquimicas para
solubilizar el fosfato que se encuentra formando complejos, asi como
recircular el fosfato interno (Raghothama, 1999).
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Morfoldgicas

Modificacién de la arquitectura de la raiz. La modificacion del
crecimiento de la raiz es una respuesta tipica a la deficlencia de fosfato
(Figura 2.5). Los genotlpos mas eflclentes para responder ante la
deficiencia en fosfato, cuentan con un sistema radicular altamente
ramificado comparado con los genotipos que no tienen una respuesta
eficlente (Lynch, 1995). La relacién raiz/tallo se incrementa, lo que se
refleja en un aumento en el drea de la ralz para explorar y adqulirir
nutrimentos.

ESIR e Ralces basales

Elgura 2.5 Camblos en la arquitectura de la raiz en plantas
creciendo en suficiencla y deficlencla de fosfato

El frijol altera la morfologia de su raiz en respuesta a la deficiencla
de fésforo, cambiando el volumen total de exploracién de suelo. Esto se
pone de manifiesto al observarse la elongacion de raices laterales, asi
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como la proliferacién de las mismas en respuesta a la baja disponibilidad
de Pl (Lynch, 1995).

Pelos radicales, Los pelos radicales son extenslones subcelulares
de la epidermis de la raiz (Bates y Lynch, 2000). En Arabldopsis
thaliana, la baja disponibilidad de Pi provoca el incremento en la
longitud y la densidad de los pelos radicales, (Figura 2.5y 2.6), (Bates y
Lynch, 1996). Al igual que el crecimiento de la ralz, estas modificaclones
permiten aumentar la superficie de exploracién del suelo (Bates y Lynch,
2000).

Figura 2,6 Camblos en los pelos radicales en plantas
sometidas a deficiencia de fosfato, Arabldopsis tratadas 10
dias con 5 mM (+PI) é 5 pM (-Pi), (Polrler y Bucher, 2002)

Raices proteoides. E! luplnp blanco (Lupinus albus) es conocido
por su tolerancla a la baja disponibilidad de Pi, y se ha propuesto como

modelo para entender la adaptaclén de las plantas sometidas a

concentraclones bajas de Pl. Estas plantas desarrollan raices proteoides
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como una adaptacién morfologica a la deflclencla de Pi (Uhde-Stone et
al., 2003). Las ralces proteoides estdn compuestas por grupos de raices
terclarlas cortas, de manera que parecen “cepillos”, cublertas por una
densa masa de pelos radicales (Figura 2.7). Las raices proteoldes estdn
especlalizadas en la sintesis y secrecion de &cldos orgdnicos. Para
sintetizar dichos 4cidos se da la actlvacion de algunas enzimas como
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPC), cltrato sintasa (CS), y malato
deshidrogenasa (MDH) (Johnson et al,, 1996).

- . W '"""*M_
Flaura 2.7 Raices proteoldes

Bloguimicas

Secrecién de Acidos orgénicos. Una de las adaptaciones
bloguimicas mas estudiadas, es la secrecldon de exudados radicales
(Flgura 2.8). Los componentes principales de los exudados radicales son
azucares, acidos orgdnicos, aminoacidos y compuestos fendlicos.
Cuantitativamente, los azucares y los acidos orgdnicos son los
compuestos predominantes (Marschner, 1995). Los exudados de plantas

10
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que han crecido en deficlencia de Pi contlenen una gran cantldad de
4cidos orgdnicos, principalmente malico y citrico (Raghothama, 1999).

Rizosfera
.y
corrizas F
o

Ny Pelo radical
N

R
N ;.;:_\\\\\\\\\\\

P en soludon
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Elgura 2.8 Liberacién del fosfato de compuestos
Inorgénicos y organicos por medio exudados radicales.

Se ha encontrado que los acldos orgdnicos liberan el fosfato de
compuestos de calcio y aluminio. La propiedad que tienen los acidos
orgdnicos de solubilizar el fosfato mineral se puede atribuir a la
formacién de complejos estables al quelar catlones como Ca Y

* (Figura 2.9). Los compuestos orgérilcos mas eficientes son los

2+ 3+
, Al

acldos dl y tricarboxilicos (Mc Laren y Peterson, 1967).

1
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Fosfatasas dcidas. La inducclon de fosfatasas acidas es una
respuesta distintiva y universal de las plantas a la Inanlcléon de fosfato
(Figura 2.8). Debido a este hecho, la actividad de fosfatasa acida se ha
usado como un marcador potencial del estado de las plantas ante la
disponibilidad de Pi (Baldwin et a/., 2001). Se han logrado purificar y
caracterizar fosfatasas dcidas que responden a la deflciencia en Pi. Estas
" son inespecificas, 10 que les permite actuar sobre distintos compuestos
orgédnicos (Coello, 2001). Aunque las fosfatasas acldas no tienen una
especificidad, pueden tener actividad catalitica sobre distintos sustratos.

A su vez, las fosfatasas acldas pueden clasificarse como
intracelulares o extracelulares. A partir de un extracto protélco de
Arabldopsis thaliana, se aislé una fosfatasa de 34kDa, AtACP5, que se
induce en deficlencia de Pi. Su expresion se induce tanto en ralces,
como en la parte aérea de la planta, especificamente en hojas
senescentes. Esta fosfatasa tlene una alta homologia con las fosfatasas
dcldas purpuras (PAPs) del tipo 5 de mamiferos. Con esta familia PAP,
comparte todos los residuos implicados en la unién a ligando, y tiene
actividad de peroxidasa como sus homélogos de mamiferos (del Pozo et
al., 1999). La purlficaclén de la proteina permiti6 el aislamiento de su
gen. El gen de esta fosfatasa no se induce solamente ante ia deficiencia
de fosfato, sino que responde tamblén a estrés salino, oxidativo y por
acldo abscisico.

En una busqueda en el genoma de Arabldopsis de genes con
homologia a fosfatasas acldas purpuras, se encontraron 29 genes (Li et
al, 2002). Se han descrito dos tipos de fosfatasas: las PAPs de bajo peso
molecular, estructuralmente similares a las PAPs de mamiferos y
generalmente monoméricas, con un peso molecular aproximado de
35kDa, y las de alto peso molecular que funcionan como homodimeros,

13
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con un peso de 55kDa por monémero. (Li et al.,, 2002). El estudio de la
expresion de estas PAPs, indicd que no todas ellas inducen su expresién
en condiciones de deficiencia de Pi (Li et al., 2002).

En Arabidopsis thallana no hay muchos reportes que describan las
caracteristicas de fosfatasas acldas secretadas. Coello (2002) reportd
qgue una fosfatasa secretada en respuesta a la deficlencia de fosfato en
Arabidopsis, tiene actividad sobre pirofosfato. Esta proteina estd
formada por 2 subunidades, probablemente glicosiladas, de 52kDa y 63
kDa respectivamente.

~ Miller et al. (2001) encontraron y caracterizaron otra fosfatasa
dcida en lupino blanco, que se encuentra en secreciones de raiz,
después de someter a la planta a 14 dias de deficlencla de Pi. Esta
fosfatasa es una glicoproteina de 70kDa. En experimentos /n vitro,
presenta actividad sobre PEP, ATP, y NADPH" y tiene poca actlvidad
sobre &cido fitico.

Transportadores de fosfato Se ha observado que ante la
deflciencla de fosfato, hay un incremento en fa velocidad de toma de
fosfato. A partir de las caracteristicas cinéticas del sistema de toma de
fosfato, se ha propuesto un modelo dual, en el que dos tipos de
transportadores pueden estar en funcién. El primero, de alta afinidad,
que opera en bajas concentraciones de fosfato (rango micromolar) y
otro de baja afinidad, que funciona cuando la concentracién de Pl es
alta, en un rango milimolar (Schachtman et al., 1998). La expresion de
la mayorfa de los transportadores ocurre en los pelos radicales y la
epldermis de la raiz (Coello, 2001).

14
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Arabidopsis es considerada el modelo bdsico de estudio para
plantas. En esta planta se han encontrado varias famliias de
transportadores de Pi. La primera es la Phtl que pertenece a una
proteina con 12 dominios transmembranales (Figura 2.10), con un asa
hidrofillca entre los dominigs 6 y 7 (Poirier y Bucher, 2002). La
sobreexpresion de este gen en cultivos celulares de tabaco, incremento
la velocidad de la toma de fosfato en condiciones de deficiencia de Pi
(Mitsukawa et al., 1997). La familla génica de Phtl codifica para
cotransportadores PI/H™, de alta afinidad que Intervienen en la toma de
fosfato a través de la membrana plasmatica (Poirier y Bucher, 2002).
Andlisis de transferenclas tipo Northern muestran que esta familia
génica se expresa principalmente en raices (Muchal et al., 1996).

Flaura 2,10 Estructura predicha para el transportador de fosfato
LePT1 de jitomate, homoélogo de pht1-1 (Polrier y Bucher, 2002)

La familla Pht2 representa otra familla de genes que codifican para
transportadores de Pl. El ¢cDNA de pht2-1 codifica para una proteina
estructuralmente similar é las de la familia Pht1 (Daram et al., 1999),
pero es distinta al tener un asa hidrofilica entre los dominios

15
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transmembranales 8 y 9 (Figura 2.11). Este gen se expresa
principalmente en tejidos verdes alrededor de tejidos vasculares, y lleva
a cabo un transporte de tipo simporte H*/Pi. Se piensa que esta familia
génica tiene un papel en el transporte de fosfato hacla la parte aérea de
la planta (Daram et al., 1999).

2, AITITIORry,

Elgura 2.11 Estructura predicha para el transportador de
fosfato pht2-1 de Arabldopsis (Daram et al, 1999)

La tercera familia de genes transportadores de Pi, Pht3, codifica
para una pequefia familia de proteinas con 4 a 6 dominios
transmembranales, su cadena tiene de 309 a 375 aminoécidos. Estos
transportadores se encuentran en las mitocondrias (Polrier y Bucher,
2002).

El gen phol, expresado principaimente en la ralz, ha sldo
identificado vy caracterizado reclentemente (Hamburger et al., 2002). El
gen phol no tlene homologia con cotransportadores H*-Pl de plantas, -
pero podria tratarse de un transportador de lones que lleva al Pl hacla el

16
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xilema. En Arabidopsis hay 10 genes putatlvos que tlenen homologia
con phol. Es posible que varios miembros de esta familla de genes
tengan un papel en la homeostasis del Pl en la planta (Poirler y Bucher,
2002).

Aungue una gran cantidad de cDNA’s que codifican para
transportadores de Pi se han aislado y caracterizado en varias especies
de plantas, no se ha identificado un transportador vacuolar de Pi (Poirler
y Bucher, 2002).

2.5 Regulaciép genética en microorganismos (Requién Pho)

Las plantas llevan a cabo varlas adaptaciones ante la deficiencla de
Pi. En bacterias y hongos ocurren camblos similares. Los mecanismos de
control de la adaptacion de Escherichia coli y Saccharomyces cerevisiae,
se han estudlado ampliamente. Se han descrito numerosos
componentes de la red de regulacién ligados a la actlvacién de genes en
distintas condiclones de fosfato. Esta red de regulacién es llamada
Requlén Phg, tanto en levaduras como en bacterias (Polrier y Buher,
2002).

Requlén Pho en bacterias (Escherichia coli)

Se han descrito las respuestas de varlos microorganismos a la
deficiencia en fosfato, como Bacillus subtilis (Liu y Hulett, 1997), 6
Salmonella typhimurium (Jiang et al., 1995). E. coli es el modelo mas
estudiado en la deficiencia de fosfato en bacterias. El modelo.que se ha

planteado es el de un sistema de dos componentes para regular la
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expresion de por lo menos 15 genes involucrados en la adquisicién de Pi
(Regulén Pho),

Gen Funcién de la proteina a la que codifica
phoR Histidina cinasa
phoB Factor de transcripcion
pStA Transportador de Pl
pstB Transportador de PI
pstC Transportador de Pi
phoE Proteina porina
pstS (phoS) Proteina de unidn a fosfato
phoA Fosfatasa alcalina
phoM Histidina clnasa

Tabla 2.2 Principales genes que forman el Regulén Pho de
Escherichia coll (Yamada et al., 1989)

El sistema de do\s componentes estd formado por PHOB-PHOR. El
fosfato llega hacia el espacio peripldsmico a través de PHO E, una
porina. PHO R, una histidina-cinasa locallzada dentro de la membrana
interna, acta como un sensor de Pi. En estrés de fosfato, PHOR se
autofosforila, y posterlormente dona su grupo fosforllo para activar a la
proteina PHOB. PHO B, que es el factor transcripcional del regulén Pho
en E. coll, (Yamada et al., 1989) se une a una reglén especifica del
promotor de cada gen del Regulon Pho, y activa su transcripcién (Poirler
'y Bucher, 2002).

Se sabe que hay una secuencia consenso compartida en regiones
regulatorias de phoA, phoB, phoE, pstS, que fue nombrada caja pho. Se

ha comprobado que PHOB es capaz de unirse a ésta caja en el caso de
phoB y pstS, activando la transcripcién (Yamada, 1989). La Interaccién

entre los diferentes componentes del Regulén Pho se muestra en la
figura 2.12.
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Figura 2.12 Regulén Pho en E. coli. PHO E es |la porina que
permite la entrada del Pl al espacio periplAsmico. El
complejo PST de unién a fosfato, lo transporta al interior de
ia célula. PHOR se autofosforila en deficlenclia de fosfato,
fosforilando a su vez a PHOB, que actia como factor de
transcripcidn para los genes de respuesta a |a deficiencia de
Pi.

En la ausencia de PHOR, PHOM puede reemplazar la funcién
regulatoria positiva de PHOR en el Regulén Pho. PHO M se descubrio en
una mutante sin sentido de PHOR, buscando obtener un fenotipo sin la
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expresion de fosfatasas acidas. Sin embargo, esta mutante expresaba
fosfatasas acidas de manera constltutiva (Amemura et al.,, 1990). PHOM
tiene una secuencla homdéloga a PHOR, y pertenece a una familia de

histldinas cinasas.

: in Pt ras (Saccl siae)
El modelo para estudiar la deficiencia de fosfato en levaduras es
Saccharomyces cerevisiae. El Regulén Pho en esta especle comprende al
menos 22 genes (Oshima, 1997). Los principales genes que forman el
sistema de Reguldn Pho en S. cerevisiae se muestran en la tabla 2.3.

Las proteinas PHO 80, PHO 81, PHO85 y PHO4 son los factores clave
para controlar la expresldn de los genes del Reguldén Pho (Polrler y
Bucher, 2002).

PHO4 es el factor transcripclonal que controla la expresién de los
genes del regulén Pho. Su localizacién dentro de la célula depende de
su nivel de fosforllacién. Cuando estd hiperfosforllado se localiza
preferentemente en el cltoplasma, mientras que la forma hipofosforilada
se encuentra en el nlcleo, donde puede ejercer su acclén (Springer et
al., 2003). La fosforilacién de PHO4 estd controlada por un complejo
PHOB0-PHO85 [ciclina-cinasa dependiente de ciclina (CDK)]. Este
complejo estd a su vez controlado por PHO81 (Oshima, 1997). ‘

En condiclones limitantes de fosfato, la proteina PH081\ Inhibe el
complejo PHO80-PHO85, Impldiendo asi la fosforilacion de PHO4. De
ésta manera, PHO4 junto con PHO2, activan la transcripclon de los
genes del requlon. PHO2 es un factor transcrlpcldnal de algunos genes
del regulén Pho, pero neceslta la presencla de PHO4 para poder realizar
su funclon (Shao et al.,, 1996). Al estar en condiciones de suficiencla de
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fosfato, el complejo PHO80-PHO85 estd activo y fosforila @ PHO4. De
esta manera, PHO4 (fosforllado) se encuentra en el citoplasma y no
puede activar la transcripcion de los genes del regulén Pho (Shao et al.,
1996).

ESTRUCTURALES

pho3 Tiamina fosfatasa

pho5s Fosfatasa &cida p60

phol0 Fosfatasa aclda p58

phol2 Fosfatasa aclda

pholl Fosfatasa &cida p56

pho8 Fosfatasa alcalina

pho9 Proteasa para PHOS8

phol3 p-nitrofosfatasa especifica

pho84 Transportador de fosfato

pho86 "TProteina asociada a transportador de Pl.
pho87 Proteina asoclada a transportador de Pl
pho88 Proteina asoclada a transportador de Pi.
gtrl Proteina asociada a transportador de Pl.
REGULATORIOS

phol2 Activador transcripcional

pho4 Activador transcripcional

phoé Requerido para |a expresion de PHO3
pho? Requerido para la expresion de PHO3
th13 Requerido para la expresion de PHO3
pho80 Ciclina, Inhibidor de PHO4

pho81 Inhibidor de PHO80/PHO85

pho85 Cinasa dependiente de ciclina, Inhibidor de PHO4

Tabla 2.3 Genes estructurales y regulatorios que forman el
Reguldn Pho en S. ceravisiae (Oshima, 1997)

PHO4 tlene la capacidad de unirse a dos secuenclas de 6pb (CACGTG
y CACGTT) que se encuentran en el promotor de una fosfatasa alcalina
que forma parte del reguldn Pho. Una busqueda revelé que varios
promotores de genes que forman parte del reguldn, tienen una o ambas
secuencias concenso como los genes del transportador de fosfato pho84
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(ambas) y la fosfatasa aclda pho5 (CACGTT) (Oshima, 1997). El
funcionamiento del Regu/on Pho se muestra en la figura 2.13.

Alto P, Bajop.
1
¢ el '
Ch?l'fibidor

I
s
Activador _:_

Cidina,,
Pho80

transcripciqnal

'

\

Fosfatasa ‘
PHOS5 Acida PHO5 *

vaq | Transportador.
PHOB4] """ PHO84 |4

Flgura 2.13 El Regulén Pho en S. cerevisiae. Los 6valos son
proteinas y los rectdngulos son genes. Las lineas gruesas
significan sefiales que se transducen al siguiente
componente, mientras que las punteadas Indican ausencia
de iInteraccién. Los 6valos y rectingulos claros Indican
estados actlvados, y los grises indican un estado inactivado.

Pho8

En este slstema, se ha tratado de encontrar cudl es la sefal que
indica a la levadura la presencla o ausencia de fosfato. Se ha propuesto
que los transportadores de fosfato podrian dar |a sefial de la cantidad de
fosfato extracelular. Para comprobar dicha teoria, PHO84, un
transportador de fosfato inorganico (Bun-Ya et al,, 1991), fue evaluado
junto con otros transportadores de fosfato (PHO89, PHO87, PHO91).
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Aunque se demostré que PHO84 tiene un papel relevante en la toma de
fosfato durante la inaniclén del mismo, no se encontrd que fuera el
indicador de concentracién de fosfato extracelular (Wykoff y O’Shea,
2001). |

2.6 Regulon Pho en plantas

La existencla de un sistema de genes induclbles pcr deficlencla de
fosfato andlogo al de los microorganismos, se ha propuesto para
plantas. Esto se basa en los reportes de una varledad de genes que
responden a la deflciencia en fosfato. Mediante técnicas convencionales,
se han identifilcado una gran cantidad de estos genes y las proteinas
para las que codifican; entre ellas se encuentran RNAsas, fosfatasas
acidas, transportadores de fosfato de alta afinidad, fosfodiesterasas, p-
glucosidasa, y otras proteinas con funclén desconocida todavia (Wu et
al., 2003). Aunque se han clonado varlos genes que responden a la
disponlibilidad de fosfato, los sensores del mismo y los componentes que
regulan la ruta de transduccién de sefiales, no se han identificado,

Las técnicas bioquimicas y moleculares que se han utlllzado para
disectar la respuesta de las plantas a la Inaniclén de fosfato, se han
enfocado en la identificacion de genes Inducibles en deficlencla de PI.
Esto, principalmente con enzimologia, escrutinios de bibliotecas de
¢DNA, AFLPs y microarreglos.

La técnica de AFLP-cDNA fue utilizada por Pefialosa et al. (2002) para
encontrar 10s cDNA’s que se expresan diferenciaimente en deficiencia y
resuplementacién de Pi, durante el perlodo de excrecion de cltrato en
lupino blanco. El andlisis de las secuencias de las clonas obtenidas indico
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que tres de ellas pertenecian a los genes de Ia PEPC, auxinas inducibles
por estrés de Pi y Gliceraldehido-3-Pi-deshidrogenasa respectivamente.

La tecnologia de microarreglos es una herramienta Importante para el
andlisis de la expresién del genoma de una planta. Con esta técnica se
pueden comparar perflles de expresién genética, bajo distintas
condiclones amblentales y de su desarrollo (Wu et al,, 2003), Mediante
microarreglos se han podido encontrar genes que forman parte de la
respuesta a deficlencla en Pi, tanto en hojas como en raices. Estos estdn
involucrados en mecanismos de transporte, sintesis de proteinas,
metabolismo de aminodcidos y dcidos nucléicos, metabolismo del
fosforo, transduccidn de seffales, etc.
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Expresion diferencial de genes Involucrados en la
glicdlisis. Microarregio con tallos y hojas de Arabidopsis
sometidas a 6, 24, 48 y72 horas de deficiencia de fosfato (Wu
et al., 2003)

Wu et al. (2003), obtuvo un perfll muy amplio de los genes que se
expresan diferenclaimente en deficlencia de fosfato durante los primeros
dias de tratamiento, utilizando microarreglos. Encontré que la mayoria
de los genes que estudid, se inducian desde la sexta hora de deficiencia,
y al llegar a las 48 horas alcanzaban un maximo. Esto se observé tanto
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en raices como en hojas. En la Tabla 2.4, se muestran los genes que se

expresaban diferencialmente.

Glicaraldehido-3P deshidrogenasa
Precurgor de ferredoxina

Fotosintesis Rubiaco, subunidad pequena 1b, 2b, 3b Reprimidos
’ Proteina de unidén a Clorofila A/B
Fotosiscama I, subunidad XI, PSI E, V
Beta-cetoacil-CoA sintasa Reprimido
Cmega-3 4cido graso desnaturasa Reprimide
ALPG-plrofosforilasa Reprimido
Fosi:lipasa Inducido
Natabolismo del Invertasa Inducido
carbono Transportador de glucosa Inducido
Acil-CoA deshidrogenasa Inducido
Sacarcsa fosfato sintasa Inducido
Peact.nestarasa Inducido
Beta-xilosidasa Inducido
PEPC Reprimide
NADP malato deshidrogenansa Raprimidec
Gliceraldehido-3P deahidrogenasa Reprimide
Glicdlisis Foafoglicerato cinasa Reprimideo
Alanina aminctransferasa Inducido
Piruvato cinasa Inducidao
508 proteina ribosomal L21, L24
Prot=ina ribogomal L1B
Sintesis de 605 proteina ribosomal L10GA, L23A Reprimidos
Proteinas proteina ribosomal L1 de cloroplasto
505 proteina ribosomal L22 de cloroplaste
FtygH metaloproteasa
Cisteina proteinasa, Aspdrtico proteinasa
Deg: Poliubiquitina
radacidén de ATP-depandiente Clp proteasa Inducidos
Proteinas 205 protecscma subunidad beta
ATP-depandiente Clp proteasa 3
Serina proteasa
MYB59, MYB4, Prot. Relacicnada a MYBE Inducido
Ganes con Proteina de unién a DNA Inducido
secuenclas para MElZ, proteina de unidén a RNA Inducido
Histona deacetilasa Inducido
factoras de TFIID1 factor de iniclacién transcripcional Inducide
transcripcidn 5igc factor sigma Reprimido
ATP-dapandiente ANA helicasa Reprimido
Protaina regulada por auxina Iaducido
Calmcdulina Inducido
Ganeas de CDPK, CDPK9 inducido
Proteina cinasa Inducido
transduccidn de Proteina relacionada a calmodulina Inducido
sefialas Serina/trecnina cinasa Reprimide
Tirosina fosfatasa Raprimide
Inosizcl-1,3, d-tirosinfosfato-5,6 cinasza Feprimide

deficiencla

Expresién diferencial de genes sometidos a

en Pi.

Microarreglo con tallos y hojas de

Arabidopsis sometidas a 6, 24, 48 y72 horas de deficiencla
(Wu et al., 2003)
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3. JUSTIFICACION

El frijol comun (Phaseolus vulgaris L.) es la leguminosa comestible
mds Importante en el mundo, se cultiva principalmente en América
latina y Africa, y es una fuente importante de proteina (Posada et a/.,
1995).

Cerca del 50% del frijol en América Latina crece en suelos bajos en
Pi, de modo que, los rendimientos promedio del frljol son bajos (Posada
et al., 1995). A nivel agronémico, las estrategias para soluclonar la baja
productividad debida a la deficiencia de Pi, se han enfocado en la
identificacion de lineas de plantas que tienen tolerancia para crecer en
condiciones limitantes de fosfato (Coello, 2001). Para esto, se han
realizado estudios como el de Acosta et al. (1995), evaluando un grupo
de 36 genotlpos de frijol de diferentes origenes clasificando entre ellos a
los que eran susceptibles y a los tolerantes a la falta de PI, basandose
en su rendimiento.

Otra forma de abordar el problema es identificar, con técnicas
moleculares, cudles son los genes que se estimulan durante una
condicién de estrés nutrimental y establecer el papel de éstos durante la
deficlencla de PI.

En nuestro laboratorio se han alslado, medlante la técnica de AFLP-
cDNA, fragmentos de ¢cDNA, cuya expresldén se aumenta en los primeros
dias de deficiencia en fosfato (Figura 3.1). Uno de esos fragmentos es la
clona 15.2, cuya identidad y poslble funcién no ha sido evaluada.
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Eigura 3,1 A. AFLP's de raices de frijol. B. Acercamiento de la
placa fotogréfica. Los fragmentos que aparecen o se
incrementan durante la deficlencla de fosfato fueron
selecclonados.

Con estos antecedentes, se plantea la siguiente hipétesis de trabajo:
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4. HIPOTESIS

El cDNA de la clona 15.2 codifica para una proteina cuya funcién es

importante en la adaptaclén del metabolismo celular a la deflciencia de

fosfato.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Alslar y caracterizar el cDNA de la clona 15.2

5.2 Obietivos Especificos

Realizar el andllsls de la secuencia del fragmento de ¢cDNA de la
clona 15.2.

Realizar el escrutinio de una biblloteca de cDNA,

Caracterizar con una transferencia tipo Northern, la expreslén de la
clona obtenlda en el escrutinlo de la biblloteca de ¢cDNA.

Determinar sl existen genes homdlogos al cDNA de la clona 15.2,
mediante una transferencia tipo Southern.

Secuenciar el cDNA de la clona 15.2.

Analizar la secuencia del ¢DNA 15.2 en las bases de datos
disponibles y determinar ia posible funcién de la proteina para la
que codifica.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materlal Blolégico

Semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) se desihfectaron con hipoclorito de sodio
al 15% (v/v), se agitaron durante 10 minutos y se lavaron con agua deslonizada
estérll de 5 a 10 veces. Las semillas se germinaron en un papel flitro humedo.
Cuando las radiculas alcanzaron aproximadamente 1cm de longitud, se
transplantaron a agrolita. Fueron regadas durante 10 dias con solucidén nutritiva
Hoagland completa, compuesta por 6mM KNOs3, 4mM Ca(NO3)z, 0.5mM NH4H2PO4,
2mM MgS04*7H:0, 0.03mM Fe(11l) EDTA, 0.009mM MnClx*4H;0, 0.046mM H3BO;,
0.0008mM ZnS04*7H,0, 0.0003mM CuS04*5H;0, 0.01mM HzMo04*H20, ajustando
el pH a 5.2-5.4. Para el tratamiento de deficiencla en fosfato (-Pi), las plantas
fueron regadas con la solucidén anterlor en donde se sustituyd el fosfato de amonio
por 500uM de sulfato de amonio. Para el tratamiento de resuplementaclon, las
plantas con un dia de deficiencia en fosfato, se regaron durante 1 o 2 dias cdn
solucién nutritiva Hoagland completa. Las plantas se mantuvieron en invernadero
con ciclos de 269C durante el dia y 15°C durante la noche con lluminacion
constante. Las raices se congelaron y se usaron para el alslamiento de RNA.

6.2 Preparacién y electroforesis de geles de agarosa al 1%

Los geles se prepararon con 1% (w/v) de agarosa en amortiguador TAE 1X que
contiene 40mM de Tris-HCl pH 8.0, 20mM de dacido acético glacial, 1mM de EDTA
(pH 8.0) y bromuro de etidlo a una concentraclén final de 1ug/mL. Para la corrida,
se utilizé TAE 1X como amortiguador y Ficoll 10X como amortiguador de muestra
[0.25% (w/v) azul de bromofenol, 0.25% (w/v) xilen cianol, 25% (w/v) Ficoll tipo
400]. El gel se corrlé a un voltaje constante de 60-70 V, visualizando los acldos
nuclelcos con un translluminador de luz UV.
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Para el alslamiento de RNA de las raices de frijol, se utilizd el reactivo de TRIzol
(INVITROGEN). El reactivo es una solucién monofdsica de fenol e isotlocianato de
guanidina (basado en Chomczynski y Sacchi, 1987). La extracclén se realizé de
acuerdo a las especificaciones de la casa comercial. Se homogenaron 100 mg de
ralz con mortero hasta polvo fino, congeldndolo con nitrogeno liquido. La solucién
de TRIzol se agregé a la muestra y se mezcld en vortex por 3 minutos. La muestra
se incubdé 5 minutos a temperatura ambiente (15-30°C), para disoclar complejos
de nucleoproteinas. Se afadieron 200uL de cloroformo por cada mililitro de TRIzol,
se agitd con vértex durante 1 minuto, y se incubé 3 minutos a temperatura
ambiente. Se reallzd una centrifugacién a 12000g por 15 minutos a 4°C, para
separar la fase acuosa de la fase orgdnica. La fase acuosa se precipltd con 0.5mL
de Isopropanol (por cada mililitro de TRIzol original), incubando durante 20 minutos
a temperatura ambiente. La muestra se centrifugdé a 120009 por 10 minutos a 4°C,
Se decanté el sobrenadante y se lavd la pastilla de RNA con 1mL de etanol 75%
por cada miillitro de TRIzol Iniclal. EI RNA se centrifugé a 7500g durante 5 minutos
a 4°C. La pastilla se dej6 secar 5-10 minutos (sIn usar centrifugacién al vaclo), se
disolvié en 100uL de agua tratada con DEPC y se almacené a -70°C. El agua con
DEPC (0.1% v/v) se preparé agitdndola toda la noche e inactlivando el DEPC por
esterllizaclén durante 30 minutos a 15 Ib/In?.

6.4 Cuantificacion de RNA
Para cuantificar el RNA obtenido en la extraccién con TRIzol se utllizé un método
espectrofotométrico, Se realizé la lectura de absorbencla a2 260nm, de una dilucldn
1:50 de una alicuota de la muestra en agua (con DEPC). La pureza de |la muestra
se evalud considerando la relacién Agso2s0, Slendo ésta igual a 1.6. Con la relacion 1
D.0.260= 40pg/mL, se calcul6 la cantidad de RNA presente.
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6.5 Extraccion y aislamiento de DNA

Protocolo Dellaporta (Dellaporta et al., 1983) para extraccién de DNA en
plantas .

Raices de frijol (1g) se homogeneizaron en nitrégeno liquido. El polvo obtenido se
transfirié a tubos estériles de 30mL, y se afiadleron 15mL de buffer de extraccion
(100mM Tris pH 8.0, 50 mM EDTA, 500mM NaCl, 10mM B-mercaptoetanol), junto
con 1mL de 20% SDS agitando ligeramente. La mezcla se Incubd a 65°C por 10
minutos. Se agregaron SmL de acetato de potasio 5M, se mezcld y se incubo por 20
minutos en hielo. La muestra se centrifugd a 250009 por 20 minutos. Se filtrd el
sobrenadante a través de una gasa estéril en un tubo nuevo que contenfa 10mL de
isopropanol. La muestra se incubd a -20°C por 20 minutos, y los acidos nucléicos
se recuperaron centrifugando a 20000g por 15 minutos. El sobrenadante se
desechd, y la pastilla se disolvié en 0.7mL de 5mM Tris-HCI pH8.0, 10mM EDTA pH
8.0. Se llevé a cabo una centrifugacién en a 14000g durante 10 minutos para
eliminar los restos insolubles. El sobrenadante se transfirid a tubos eppendorf, y se
incubd con 1pg de RNAasa, y la muestra se incubd durante 30min a 37°C. Para
eliminar las proteinas, se realizé una extraccién de la muestra, afladiendo un
volumen Igual de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (PCI 25:24:1), se mezcléd y
centrifugd a 14000g por 10 minutos. La fase acuosa se transfirié a un tubo y el
DNA se preclpité agregando 1/10 de volumen de 3M NaOAc pH 5.6 y 500plL de
isopropanol. La muestra se mezcld y se centrifugd a 14000g por 10 minutos. La
pastilla de DNA se lavé con 1mL de etanol frio al 80%. La pastilla seca se disolvid
en 100uL de solucién 10mM Tris-HC! pH 8.0, 1mM EDTA pH 8.0 y se almaceno a -
70°C hasta su uso.

6.6 Cuantificacién de DNA

La medicién se hizo mediante espectrofotometria UV a una longlitud de onda de
260nm, dlluyendo una alicuota de la muestra en agua estéril, Se realizo el cdlculo
conslderando que la absorbencia de 1 equivale a 50ug/mL de DNA en la dilucién.
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6.7 Digestiéon de DNA genémico con enzimas de restriccion

Para la digestion del DNA con enzimas de restriccion, se mezclaron 10ul de
aﬁwortlguador 10X (especifico para cada enzima), 30ug de DNA, 2uL de enzima de
restriccién (10u/uL), y se llevd a un volurner_f‘ﬂnal de 100uL con agua estéril. Las
reacciones se Incubaron a 37°C durante toda.la noche. Para verificar la digestién
del DNA, una alicuota correspondiente a 1ug de DNA, se separd en un gel de
agarosa. El DNA digerldo se liofllizé y se guardd a -70°C hasta su uso.

6.8 Digestién de DNA plasmidico con enzimas de restriccién

Para la digestion, se mezclaron 3ulL de amortiguador 10X (especifico para cada
enzima de restricclén), 20uL de pldsmido (0.6ug/uL), 1ul de enzima de restricclon
(10u/puL), y se llevé a un volumen final de 30uL con agua estéril. El pldsmido pGEM
se digirié con EcoRI y para pBluescript se utll‘lzé BamHI y Kpnl. Las reacclones se
incubaron a 37°C durante 3 horas. Para verificar la digestién del pldsmido, la
reaccién se corrié en un gel de agarosa al 1%.

6.9 Transformacién

Para realizar la transformaclén de células bacterlanas,' células competentes de
Escherichia coll se descongelaron totalmente, se les agregd iul del pldsmido
(0.6ug/uL) y se colocaron en hielo por 10 minutos. Se realizd un choque térmico a
42°C por 90 segundos y se les adiclond un milllitro de medio LB (que contiene 1%
(w/v) Bacto-triptona, 0.5% (w/v) de extracto de levadura, 85mM NacCl a pH 7.5
ajustado con NaQH 1M). Se incubd durante 1 hora a 37°C, Se tomaron 100-200uL
para plaquear en cajas selectivas LB agar con ampiclliina (50 pg/mL). Las cajas se
incubaron toda la noche a 37°C,
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6,10 Aislamlento de DNA plasmidico

El alslamiento de DNA plasmidico se realizd utilizando el kit Rapid Plasmid
Purification System (MARLIGEN BIOSCIENCES INC), de acuerdo a las
especificaclones de la casa comercial. El DNA plasmidico se recuperé en 75uL de
amortiguador TE [10mM Tris-HCl (pH 8.0), 0.1mM EDTA] a 65°C. En los casos en
que el plasmido se utllizaba para secuenclacién, la eluclén se realizd con agua

estérll, a una temperatura de 65°C,

2 ol acion de fragamentos g€ PNA d€ gCICS gC 9AAross J g
Se realizd utilizando el kit Rapid Gel Extractlon System (MARLIGEN BIOSCIENCES
INC), de acuerdo a las especificaclones.de la casa comercial. El DNA se recuperd
con 50uL de amortiguador TE [10mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1mM EDTA] a 65°C.

6.12 Transferencia tipo Northern

Para reallzar la transferencia tipo Northern se prepard un gel al 1% (w/v) de
agarosa, que contenfa 1X HEPES/EDTA (0.05M HEPES pH 7.98, 0.001M EDTA) y
0.062% (w/v) formaldehido. Las muestras de RNA Jque se utllizaron, se alicuotaron
para cargar la misma cantidad en cada carrll y se liofilizaron. La pastilla se
resuspendld con 4.8uL de amortiguador A (0.15M HEPES pH 7.98, 0.003M EDTA) y
9.2ul. de soluclén F/F (9.7% formaldehido, 74% formamida). Las muestras se
incubaron a una temperatura de 65°C por 10 minutos e inmediatamente se
colocaron en hlelo. A cada muestra se le afadié amortiguador de muestra [1.5pL de
10X Ficoll, que contlene 0.25% (w/v) azul de bromofenol, 0.25% (w/v) xilen cianol,
25% (w/v) Ficoll tipo 400], libre de RNAsas. Las muestras se cargaron al gel y se
separaron a 60V constantes utilizando como amortiguador de corrida 1X
HEPES/EDTA con 6% formaldehido, hasta que el frente de corrida alcanzé 3/4
partes del gel. Al término de la electroforesis, el gel se lavo durante 15-30 minutos
con solucién 20X SSC (3M NacCl, 0.3M citrato de sodio) y se transfirié durante toda
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la noche, a una membrana de nylon cargada (Hybond-N+, Amersham Pharmacia
Biotech) mediante capilaridad (Sambrook et al., 1989), utilizando 20X SSC como
soluclén de transferencia. Para fljar el RNA, la membrana se horned a 80°C en un
horno al vacio durante 2 horas. La Integridad del RNA se observd tifiendo los RNAr
con 0.3M NaOAc pH 5.2, 0.03% azul de metlleno (Wilkinson et al., 1990).

6.13 Transferengia tipg Southern

Las muestras de DNA, se cargaron en un gel al 1% (w/v) de agarosa y se
separaron a 70V constantes hasta que el frente de corrida recorri¢ 3/4 partes del
gel. El gel se traté durante 45 minutos con solucidon desnaturalizante (1.5M NaCl,
0.5N NaOH). Se lavo brevemente con agua estéril y se neutrallzd con 1M Tris pH
7.4, 1.5M NaCl. El gel se transfirld durante toda fa noche, a una membrana de
nylon cargada (Hybond-N+, Amersham Pharmacia Blotech) mediante capilaridad
(Sambrook et al., 1989), utillzando‘ como soluclén de transferencia 10X 5SC (1.5M
NaCl, 0.15M cltrato de sodlo). Para fijar el DNA, la membrana se horneo a 80°C en
un horno al vacfo durante 2 horas.

6.14 Escrutinio de |a biblioteca de cDNA de raices de frijol

Se realizd una dilucion 1:100 (8 x 10°ufp/mL) de la biblioteca de cDNA de raiz de
frijol en medio SM (100mM NaCl, 8mM MgS04*7H20, 50mM Tris-HCl pH 7.5, 0.01%
w/v gelatina). Se tomaron 6.3uL de la dilucldn (5 x 10° ufp) y se mezclaron con
600uL de suspension de células XL1-BLUE MRF’ (D.O. equivalente a 4.8 x 108
células). La mezcla se Incubd a 37°C por 15 minutos para dejar que el fago se
adhiera a las células. Las células infectadas con los fagos se agregaron a 6rnL de LB
Top Agar (medio LB, 10mM MgSQOa, 7.2g/L agar) precalentado a 5_0°C, y la mezcla
se vacid rdpidamente en una placa de 137mm de didmetro, con LB agar
preincubada a 37°C. La placa se incubd a 37°C durante toda la noche. El escrutinio
se llevd a cabo en 30,000 ufp. Las placas se colocaron a 4°C por 2 horas. La

34



Materiales y Métodos

transferencia del DNA de los fagos a una membrana de nylon cargada
positivamente (Immobilon-Ny™*, Millipore), se llevé a cabo poniendo en contacto a la
placa con la membrana durante 2 minutos. El DNA transferido se desnaturalizé por
2 minutos en una solucién 1.5M NaCl, 0.5N NaOH. La neutralizacién se realizé en
una solucion 1M Tris (pH 7.4), 1.5M NaCl durante 5 minutos. Finalmente, las
membranas se lavaron por 30 segundos en 2X SSC (0.3M NaCl, 0.03M citrato de
sodio). Para fljar el DNA, las membranas se hornearon en un horno al vacio por 2
horas a 80°C,

6.15 Hibridacion

(Escrutinio de la Biblioteca de cDNA, Transferencias tipo Northern y Southern)

Las membranas obtenidas por transferencia tipo Northern y Southern, o en el
escrutinio de la biblioteca, se prehibridaron por 1-2 h a 65°C con amortiguador de
hibridacién de fosfatos que contlene 300mM NaH;PO4/Naz;HPO4 pH 7.2, 1mM EDTA,
7% SDS. La sonda para la hibridaclén, se marcé radiactivamente con [o®?P] dCTP,
utilizando el kit Random primer (Invitrogen). Se desnaturalizaron 3uL de la sonda
(0.6 pg/uL), previamente aislada y purificada, en 20pL de agua estéril, calentdndola
por 5 minutos, en agua en ebullicién; el fragmento de DNA se colocd en hielo para
no permitir la formacién de la cadena doble. Se le agregaron 1 puL de 500 uM dATP,
1pL de 500uM dTTP, 1puL de 500 uM dGTP, 20 pL de 2.5X de amortiguador Rad
Prime (125mM Trls-HCI pH 6.8, 12.5mM MgCl,, 25mM 2-mercaptoetanol, 150 ug/pL
oligodeoxirribonucleétidos: random octamers [octdmeros al azar]), y 50 uCl de
[0?2P] dCTP (10 mCi/mL). El volumen se llevé a 49 uL con agua estéril. Se afladlo
1 uL de fragmento Klenow (40 U/ukL, 50mM KH2PO4/K2HPQ,4, 100mM KCl, 1mM DTT,
50% (v/v) glicerol), se mezcld gentlimente y se centrifug6 de 15 a 30 segundos. La
reacclén se incubd a 379C durante 30 minutos. Se detuvo la reaccion con 5plL de
500mM EDTA pH 8.0. Para purificar la sonda marcada de los nucledtidos no
incorporados, se empacd una columna de Sephadex G-10 en un tubo eppendorf de
0.5mL de capacidad. La mezcla de reacclén se cargd en la columna, y esta se
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centrifugd por 5 minutos a 23000g. La sonda purificada se desnaturallzd en agua
en ebulliclén, por 5 minutos, y se colocd en hielo durante 5 minutos. La sonda se
agrego al amortiguador de hibridacion de fosfatos, para que quedara en contacto
con las membranas, y se dejaron hibridando durante toda la noche a 65°C en un
bafio de agua con agitacion. Las membranas se lavaron de la slguiente manera: se
agltaron durante 15 minutos a temperatura amblente en una solucién 2X SSC
(0.3M NacCl, 0.03M citrato de sodio), 0.2% SDS, y se realiz6 un segundo lavado con
solucion 0.2X SSC (0.03M NacCl, 0.003M citrato de sodlo), 0.2% SDS por 20 - 30
minutos a 65°C. Las membranas marcadas radiactivamente se expuslieron a placas
de rayos-X (Kodak, BIOMAX MS), entre dos pantallas Intensificadoras. El cassette
se guardd a ~70°C.

6.16 Escrutinios congecutivos

Para purificar y aislar una sola placa de lisis, se reallzaron escrutinlos
consecutivos. Los fagos que se encontraban en el medio LB-agar, se eluyeron en
0.5mL de medlo SM y 0.02mL de cloroformo, durante 2 horas a 4°C. Se prepararon
100puL de una dilucién 102 de la suspenslén de fagos. Se infectaron 200uL de
células XL1-Blue MRF’ (1.6 x 10%células) con la diluclén, y se incubaron por 15
minutos a 37°C. Las células Infectadas por los fagos se agregaron a 3.5mL de LB
Top Agar (50°C). La mezcla se vaclé en una placa, de 85mm de dldmetro, con LB-
agar y se incubd a 379C durante toda la noche. Las membranas para la
transferencia del DNA se realizaron como se describié anteriormente,

$.17 Kscigion de fagos

Los fagos selecclonados del LB-agar se eluyeron en medio SM. Se infectaron
200uL células XL1i-Blue MRF’ (1.6 x 10%células) con 250uL de los fagos eluidos, y
1pL fago auxiliar (1 x 107 ufp). La mezcla se Incubd a 37°C durante 15 minutos. Se
afiadieron 3mL de medio LB con suplementos (10mM MgS50,, 0.2% maltosa), y se
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tncubd por 3 horas a 37°C con agitacién. Con el fin de lisar las particulas fagicas y
las células, se calentd la mezcla a 65°C por 20 minutos. Para eliminar los restos
celulares, la muestra se centrifugé a 1000g por 10 minutos. Para obtener el
pldsmido de doble cadena, se incubd _lpL del sobrenadante que contiene los
fagémidos con 200uL de células SOLR durante 15 minutos a 37°C. Se tomaron
100pL de dicha mezcla y se plaquearon en cajas selectivas con LB agar y ampicilina

(SOpg/mI_.). Las células se Incubaron a 37°C toda la noche.

6.18 Secuenciacién de clonas
La secuenclacién se llevd a cabo con 5ug de pladsmlido de la clona deseada, en la
Unidad de Secuenciacién del Instituto de Fisiologia Celular, C.U., UNAM
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7. RESULTADOS

2.1 CLONA 15.2
Descripcion de la clona 15.2

La clona 15.2 fue obtenida en el laboratorio previamente, Se
Identificd a través de la técnica de AFLP-cDNA, al realizar la busqueda
de genes cuya expreslon se ve aumentada en condiciones de deficiencia
de fosfato.

Con el fin de llevar a cabo una caracterizacién, el DNA de esta clona
se introdujo en el vector pGEM-T Easy Vector (Figura 7.1). El pltdsmido
obtenido se nombré como p15.2.
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Mapa del pldsmido pGEM-T Basy Vector. El sitio de
insercién de la clona 15.2 se muestra con una flecha, y los
sitios de corte con EcoRI se encuentran en los cuadros grises.
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Después de transformar células de Escherichia coll con p15.2, se
reallzd la extraccion del mismo a partir de un cultivo de células.
Mediante una digestion del pldsmido con la enzima de restriccion EcoRI
(Figura 7.2A), se llber6 el inserto, el cual se aisld directamente del gel
de agarosa al 1% (Figura 7.28).

pb A M pi52 M 162

23,130 _
9,416~——
6,557—"

2,322—
2,02

Elgura 7.2 A. Digestiéon del plasmido p15.2 con EFcoRI. B.
Inserto aislado del gel anterlor (i15.2). El inserto estd
sefialado con flechas blancas. M-marcadores de peso
molecular :

Expresion diferencial de la clona 15.2 en deficiencia de Pi

Medlante una transferencla tipo Northern, se demostré que la clona
15.2 aumenta su expreslén en raices de plantas en deficlencla de PI.
ExIste una baja expreslén en el control; y al primer dia de deficiencia, el
mensaje aumenta de manera Importante. Dicha expresién disminuye
paulatinamente y al quinto dia de tratamiento los niveles estan por
debajo del control (Figura 7.3A).
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El anélisis de las bandas por densitometria indica que la expreslon al
primer dia de deficiencla de fosfato aumenté un 78% con respecto al
control; mientras que al tercer y quinto dia, la expresion es de 88% vy
32% la expresién del control, respectivamente (Figura 7.3C).

A |15.2

c m

Expreslén diferencial de Ila clona 135.2 en
deficlencia de fosfato.
A. Transferencia tipo Northern de la clona 15.2 contra RNA
alslado de rafces de frijol tratadas conl, 3 y 5 dias de
deficlencla de PI.
B. Integridad del RNA alslado de raices de frijol, transferido a
membranas Hybond-N*.
C. Comparacién de Ia exprasién de las bandas obtenldas en A
por densitometria.

40




Resuitados

Andlisis de la secuencia de la clona 15.2

La clona 15.2 consta de 113pb cuya secuencia se muestra en la
" figura siguiente.

1  AATTCTCACAGCACACCAAGGGAGATTATTCATTTCTCAGTGCAGGCTTCTGGAACTTAC 60

61 CGTGAACCCACACTCTTTGCATGCACTTCCCTTTCTGGCGATTTATAGACTTA 113
Flgura 7.4 Secuencia de nuciedtidos de la Clona 15.2

La secuencia de la clona, traducida a aminodcldos en todos los
marcos ablertos de lectura, se comparé con Proteinas reportadas,
utilizando la Base de datos Swissprot. En el segundo marco de lectura
de 3' a 5 existe una secuencia de 28 aminodcidos, que presenta
homologia con dos proteinas con actividad de metlitransferasas (Figura
7.5).

TAATCTCCCTTGGTGTGCTGTGAGAATT
s P L VvV € C E N

Traducclén de Ia Clona 13.2Segundo marco de
lectura 3’-5' (=2)

La secuencla sombreada es similar a una metlitransferasa de raton
(282aa) y de Drosophlla melanogaster (325aa), ambas con un indice de
identidad de 1033 (Figura 7.6).

Raton 246 mBTY i.g P KDP AP TS sa s I 10 -3.3
Drosophila 301 RLQ it ], = e Ii 10733
15.2 -K3T cx YHGIIOOEEAT ANE ————————

Figura 7.6 Alineamiento de la Clona 15.2 traducida a
aminoécidos, con una proteina hamdéloga a metiltransferasas
an ratén y Drosophlla melanogaster
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Al comparar la secuencla de nucledtidos traducida, con la base de
datos de proteinas de Arabidopsis, no se encontré ninguna similitud. A
pesar de que el resultado de la busqueda arrojo similitud con algunas
proteinas reportadas, el indice de identidad es alto, por lo que la
homologia es pobre. Esto pudo deberse a que el fragmento de
nucledtidos era muy pequedo. Una de las formas para obtener un
fragmento mayor de la clona 15.2 es realizar un escrutinio en una
biblioteca de cDNA. De esta forma se tendrfa un fragmento mayor del
mensaje, para poder determinar la identidad de la clena 15.2, y su
posible papel en la deficlencia de fosfato.

2.2 OBTENCION DE LA CLONA R15.2

Escrutinio de la Biblioteca de cDNA de raices de Frijol

Buscando un fragmento mayor de la clona 15.2, se llevo a cabo el
escrutinio de una biblioteca de cDNA de ralces de frijol en deficlenclia de
fosfato, obtenida con anterloridad en el laboratorio. Los fagos de la
biblioteca de cDNA se utilizaron para Infectar células XL1-Blue,
produciéndose placas de lisis. El DNA de los fagos se transflrlo a
membranas de Nylon cargadas positivamente. Las membranas se
hibridaron utilizando a la clona original como sonda. Como rasultado del
escrutinio, se alslaron 4 muestras con fagos purificados, gue contenian
un inserto que hibridaba con 15.2. Estos fueron nombrados como 1, II1,
1V, V (Figura 7.7). Todas estas placas provenian de la misma membrana
original. Las otras placas alsladas, fueron falsos posltivos, pues en una
segunda hibridacidn no se obtuvo seflal.
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v

Elgura 7.7 Esquematizaciéon de los 4 escrutinios consecutivos
llavados a cabo para obtener las clonas I, I1I, IV y V. Estas se
muestran en la parte baja de la figura. '
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Escisién de los fagos obtenidos en el escrutinio de: |a
Biblioteca de cDNA

El vector (fago 1) en el que se encuentran contenldos los insertos
“tiene un sitio en el DNA que reconocen las proteinas del bacteriéfago f1
como origen de replicacion, y otro que es reconocido como el sitlo de
terminaclén de sintesis de DNA. La secuencia contenida entre estos dos
sitlos corresponde a la del pldsmido pBluescript SK(-). Dicho pldsmido
contiene en su Sitio de Clonacidn Mditiple (SCM), la secuenclia del
inserto que hibridd con 15.2.

Basandose en lo anterior, se llevé a cabo el proceso de escision de
fagos. E! proceso involucra una colnfeccién de células XL1-Blue con los
fagos eluidos de cada muestra obtenida del escrutinio y con el fago f1
(“fago auxillar”). Las proteinas del fago auxiliar replicaron la secuencia
entre los sltlos de origen y terminacidn, obtenléndose una cadena
sancilla de DNA, La cadena se circularizé con el producto del gen II del
fago auxiliar. Las células Infectadas se lisaron, para liberar el DNA
circular, e Introducirlo en células SOLR, que no permiten la replicacion
del fago auxiliar, pero si la del vector con el inserto. De esta manera, se
obtlene el vector pBluescript con el inserto deseado en él (Figura 7.8).
Cada escisidn se realizd por'dupllcado (A y B para cada muestra).

 Transferencia tipo Southern

Para comprobar que existia un Inserto de DNA en cada plasmido
obtenido, se llevé a cabo una digestién con las enzimas BamHI y Kpnl,
que eran las enzimas que flanqueaban el sitlo de Insercién. Con el fin de
visualizar dicho Inserto, se corrid un gel de agarosa (Figura 7.9A). Para
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las muestras (1B, IIIA y IIIB), la banda situada en la parte superior del
carril corresponde al plasmido (aproximadamente 3kb), mientras que la
banda Inferior, al Inserto liberado -del pldsmido. Las tres muestras
presentaban Insertos de tamafio simllar (~1kb). Para determinar si
estos Insertos tenian la capacidad de hibridar con la clona 15.2, se
reallzd una transferencia tipo Southern utllizando la sonda original de
113 pb (Figura 7.98).

A

ampicillin

pBluescript SK-
3.0kb

Apal Hh:lll B
Promolor T7 Lardid Xa ?:1‘|

| hl .
TTRTAAMACRANARCCARTRAATTGTAATACGAGTCACTATAGGBCAAATTGAG TACCBAGCCCCCCCTCRAGTCAACAGT . .
$tlode uriona 17 4

Bipl061 Nt
i t?wnl Vo Pokl Pa) ?mu ?pnl :Iﬂml ||:qg| T.x. .;.'u:ll ?acI
.. ATCAATAAGC TTGATATCGAATTOCTGCAGCCCARANAATONANTAARTTRTARARNAACLACCACCGCAATAGAGETCCA. . .

. _Promator T3
- 1
e+ ACTTTTGTTCCCTTTAGTAAGRATTAATTTCGABCTTRACATAATCATGGTCATAGCTATTTCC
i —r———
Sifio de uniona T3

Elgura 7.8 A.Mapa del vector pBluescript SK-

B. Sitlos blanco para diversas enzimas de restriccién. Los
sitos en donde pueden cortar BamHI y KpnI estén resaltados
en gris.
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pb

a0 416
6,557

s ‘, T—2,322
~ 960ph ‘ 2,027

~— 564

A. Digestion de los plasmidos IB, I11IA y IIIB,
obtenidos en el ascrutinio de la biblioteca de cDNA de
raices de frijol.

B. Transferencia tipo Southern de la digestién anterior.
Utilizando como sonda 15.2.

Al observar la Figura 7.9, se puede notar gue 10s 3 insertos hibrdaron
con la sonda 15.2, indicando que representan fragmentos mayores de la
clona original. La muestra IIIA se eligio para reallzar los siguientes
experimentos. Esta clona serd referida de ahora en adelante como
R15.2.

2.3 CLONA R15.2

Expresién diferencial de la clona R15.2 en deficiencia de Pi

Para corroborar que el fragmento de ~1kb tamblén aumentaba su
expresién ante la deflciencia de fosfato, se realizd una hibridacién tipo
Northern (Figura 7.10A). El andlisis densitométrico indica un aumento
significativo en su expresion en muestras que tenian 1, 3 y 5 dias de
deficlencia (Flgura 7.10C), en comparacion con el control.
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~1.1kb

C P138

Figura 6.10 Expresién diferencial de la clona R13.2 en
deficlencia de fosfato

A. Transferencia tipo Northern de la clona 15.2 contra RNA
de raices de frijol (Mezcia 1,3 y 5 dias de tratamiento).

B. Integridad del RNA aislado de raices de frijol, transferido a
membrana Hybond-N+

C. Comparacién de la expresién de las bandas obtenidas en A,
mediante densitometria.
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El tamafio del mensaje que corresponde a las bandas de la figura
7.10A, suglere un fragmento de 1.1kb, tamafio que estd muy cerca del
fragmento aislado de la biblioteca de cDNA (960pb).

Transferencia tipo Southern

Con el fin de conocer mds caracteristicas de la clona obtenida en el
ascrutinlo de la biblioteca de cDNA, se alsid DNA gendémico a partir de
hojas de frijol. Su Integridad se comprob¢ al correr 1pg en un gel de
agarosa, visualizdndose una sola banda en el gel, sin ningun barrido
(Figura 7.11).

pb M DNA

23,130
9,41
6,557
2,322
2,027

Gel de agarosa al 1% con DNA (1ug), obtenido a
partir de hojas de frijol.

Se tomaron alicuotas de 30ug de DNA y se digirieron con EcoRI,
BamHI y HindIII como enzimas de restriccién. El DNA digerido se separd
en un gel de agarosa (Figura 7.12A), y se transflrld a una membrana de
nylon cargada positivamente.

48



Resultados

pb
23,130 ~&.1kb
9,416 ~5.3kb
6,557
2,322 ~2.7kb
2,027
~1.3kb
564

Figura 7,12 A. Digestién de DNA genémico de raices de frijol,
con las enzimas EcoRI (E), BamHI (B) y HindIII (H).

B. Transferencia tipo Southern de Ila digestibn de A.
Utilizando R15.2 como sonda.

Se reallzé una transferencia tipo Southern con el DNA transferido,
utitizando como sonda a la clona R15.2 (Figura 7.12B). El analisis de la
Hibridacién Southern reveld la presencla de tres bandas en el carrll de
DNA digerido con Hind III. Los otros dos carriles, que contenfan menor
cantidad de DNA, no mostraron bandas muy definidas.

Respuesta de R15.2 ante la resuplementaclon con Pi

Para observar la expresién de la clona R15.2 en raices de frijol que
han sido resuplementadas con fosfato, después de un dia de deficlencia,
se realiz6 una transferencia tipo Northern, hibridando con la sonda
R15.2 (Figura 7.13A).

49




Resultados

A R15.2 A

Figura Z7.13Respuesta de Ila clona R15.2 ante Ia
resuplementacién con Pl

A. Transferencia tipo Northern de ia clona 15.2 contra
RNA de raices de frijol con tratamiento de 1 dia de
dieﬂclcncla en Pl, y resuplementando con fosfatopor1ly 2
dias.

B. Integridad del RNA aislado para la transferencia tipo
Northern de raices de frijol, transferido a membrana
Hybond-N+

Como ya se habla mencionado, la expresion de la clona R15.2 se ve
aumentada en el primer dia de deflciencla con respecto al control. En el
caso del tratamliento de resuplementacién con fosfato, al primer dia, se
aprecia que la cantidad de transcrito es mayor que la del primer dia de
deficiencla. Esta cantidad disminuye para el segundo dfa de
resuplementacién con Pl, aungue todavia no alcanza los niveles del
control (Figura 7.13A).
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Andlisis de la secuencia de nucledtidos de la Clona R15.2

El analisls de la secuencla, utilizando los promotores T7 y T3, dio
como resultado una secuencia de 1131pb, la cual contenia a la clona
original de 113pb (Figura 7.14).

. 15.2 1 memm et G m ————
- R15.2 51 AGCAGAARACT TGAATAAGTATACATTTTCATCTG

. 15.2 L?
-~ R15.2 i1

3_ R15. 2 51 ACM
Figura 7.14. Alineamiento de la Clona R1.2 conteniendo a
la clona 15.2

[P | L

Teniendo la secuencia R15.2, ésta se tradujo obteniendo un marco de
lectura de 218 aminodcldos que se presenta en la Figura 7.15.

Al buscar en la base de datos Swissprot, se encontré que, existe
homologfa con protelnas parecidas a metlitransferasas, pertenecientes a
diferentes especles. La Tabla 7.1 Indica los datos mas Iimportantes
obtenldos en la busqueda de homologia proteina traducida-proteina para
R15.2. Los Indices de identidad de la 7Tabla 7.1 reflejan una b'uena
homologia con metiltransferasas. Sin embargo, esta base de datos no
muestra ninguna semejanza con proteinas pertenecientes a plantas.
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AGACGTCCTAGCATUGAAGCAATTTCACCTTCGT CACG CATC TGGRACAT TCTT CAAGGAA
D vV L A W K @ ¥ H L R H A & 6 T F F K E
AGACGCTATTTGTTGAAGGAGT TCCC AGAACTAC TCTCCTCTCCCCCAAACTCTARGCTC
R R Y L_L X E F P BE L L & 5 P P N 8 K L
TTGGAA GTTGGTTG CGGCAATGGCAGCACTGCTC TTCC TATT CTAC GGGC CAACAMAGAT
L T VvV G ¢ 6 N 6 88 T A L P I L R A N K D
TTGACTGTTTATGTATGC QACTGTAG TGAT GAGACTCTTGAGAGGG CTAAAGAGATTATA
L T vV Y Vv ¢ b ¢ 8§ p E T L E R A K E I I
AGTGATGCCTCAACATCC TTTCAGTATCGT TTCCGTACATTC TGTTGTGATATT TCCACC
§ D A 8 T 8 F Q Y R *r R ™ F Cc ¢ D I 8 T
AATGGA TTCC CAACCTGG TTGG CATGCTACCCTTGTCG AGATAAAT TTTTACAAAAGCAG
N 6 F P T W L A ¢ Y P ¢ R D XK F L Q Kk Q
TCATACTGTT TGTC AGATGTCACAGAGGGTRATGGACTGCAT TTTACCAATACATATCCA
s ¥y ¢ L. 8§ D vV R B ¢ N G L H F T N T ¥ P
TCAGAAGATGAATG TTGTGTTGGCAGAGTA GATT TTATAACATTGATCTTCACACTATCA
s £E D £ € ¢ vV ¢ 6 VvV p ° I T L I F T L B8
GC AGTACCCC TTGATAGGATGC CARAATCTGTCAAAGAATGC TTTTTCGTATTGAAGCCA
A VvV P L D R M P X 8 V K E ¢ r Fr Vv L K P
GG AGGCATGA TTTTTTTTAGGGACTA TGUC CTCTATGATATGACTATGCT TCAATTTGAG
G 6 M V F *F R D Y G L Y D M T X L R F R
CAAGAC AAGC GAGT GGGATTCAGGGAATAC ATGCGGTCAGATAGAACACGATCATATTITC
@ b X R V G P R BE Y M R 8 D @ T R 8 Y P
TTTGTTTAGATGCC GTCC GGAACCTATTTT TGUG TGCGGGCT TCAC TGAGCTTGAGCT TG
P V - M P § G T Y F W VvV R A 5 L 8 L 85 L
AATACTGTTG TGTTAACTCTATAAAT CGCC AGAAAGGUAAGTGCATGCAAAGAGTAT GGG
N T v Vv L 8 L - I A R XK G § A C KX E C @
TTCACGGTAAGTTC CAGAAGCC TGCACTGUAGAAATGAATAATCTCCCTTGUTYTGCTG TG
F T VvV & § R S8 L H - E M N N L P W ¢ A V
AGAATT CAGATGAAAATG TACACTTATTCAAGTT TCTGCTACGCTGAAGAGAARCAGGTA
R I §Q M K M Y T Y S § F ¢ Y A E E K Q V
GAAAAGAATTCTGA TGTC AATG TAGTCCTT TATT TTCGCTCC TAARTTTTATTG CGCTAG

E K N ] D v N v Vv L Y F R s - I L L R -
AAAATC TGAAATGATTATTTCT GAAACAGA AAATATTGATATCATGGCTTCAGTGCAGAT
K I - N D Y F - N R K Y - Y H ¢} r s A D
TAATCTATTTGTGA ATTGTTGT ATTG AATU AGAATTCGGGAAGC CGGCATTTAT TTTCCT
- 5 I o} E L L Y - M R I R E A G I Y F P
TAAAAAAACC TATT TTGC TAAAACCTCGTGCCGAATTCCTACAGCCCGGA

- K N L L ¢ - N L v P N s o} 5 P

Secuencia de nucleétidos de R15.2 traducida a
aminoéAcidos (Segundo marco de lectura)

‘ ! Indice de
# Nombre Especie identidad
Homdlogo de -27
1 .
Metiltransferasa Raton 1x10
Proteina parecida a -23
2 7
Metiltransferasa Humano x10
Proteina parecida a -21
3 .
Metiltransferasa Schizosaccharomyces pombe 8x10
4 Proteina parecida a |, ,.,opi1a melanogaster 9x10°20
Metiltransferasa g

Tabla 7.1 Homologia de R15.2 con metiltransferasas de
varlas especies (Swissprot)

aproximadamente 70 aminodacldos antes de que el alineamiento con el
primer aminoacido de R15.2 de frijol inicie (Figura 7.16). Esto, junto con
la falta de una metlonina al Iniclo de la secuencia, indica que la
secuencla de nucledtidos estd lncbmpleta, lo que coinclde con una
diferencia en tamafio entre el RNAmM y el cDNA obtenido.
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t

En la base de datos de Arabidopsis thaliana, se encontré una

homologla con proteinas metlitransferasas, aun mas fuerte que con las
especles encontradas en la base de datos Swissprot (Tabla 7.2).

Indice de

v Nombre Gen identidad
Metiltransferasa | Atlg54650 7x107
2| Metiltransferasa| T22H22.9 1x10°%

Homologia de R15.2 con metiltransferasas de
Arabidopsis thallana

La cadena de aminodcidos obtenida se compard con las
metiltransferasas encontradas en las base de datos de Swissprot y
Arabidopsis thaliana (Figura 7.16). E| alineamiento reveld que existen
muchos aminodcidos conservados entre todas las metiltransferasas. Se
puede notar que existen una mayor cantldad de aminoacidos idénticos
entre las metiltransferasas de plantas, que con las de otras especies.

Las metiltransferasas de Arabidopsis tienen una cadena de
aproximadamente 70 aminoacidos antes de que el alineamiento con el
primer aminoacido de R15.2 de frijol Inicle (Figura 7.16). Esto, junto con
la falta de una metionina al iniclo de la secuencia, Indlca que la
secuencia de nuclebtidos esta lnc'ompleta, lo que colncide con una
diferencla en tamafio entre el RNAm y el cDNA obtenido.
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RlY.2
Faura 7.16 Alineamlento de la lecuencln traducida de R18.2 contra
metltranferasas de distintas especles. Los dominios de metilasa UbIE
estén subrayados

El drbol fllogenético establecido entre las secuencias encontradas con
mayor homologia, demuestra que la clona R15.2 y las metiltransferasas
de A. thaliana son mdas cercanas, mientras que las demds
metiltransferasas tienen una dlvergencia mayor (Figura 7.17). La clona
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R15.2 tiene una dlvergencia del 30%, en su secuencla de aminodcidos,
con respecto a las de Arabidopsis. En tanto que, la similitud de R15.2
con las metiltransferasas de las otras especies estudladas es mucho-
menor, pues en todos los casos, sus secuenclas divergen en mas del
55% (Tabla 7.3).

Eﬁumcno
Raton

Drome

Schpo
|A. thalionc 2
A. thalianc 1
Ri15.2
Figura 7.17 Arbol filogenético de metiltransferasas de

humano, ratén, R15.2, A. thallana, Drosophila melanogaster
y Schizosaccharomices pombe.

RS [ RAL oD Ol [SChpO A TEhal lanal | AEBA]]anAT [RHAT

¢ 11.4159.2 | 60.2 62.7 62.7 58.9

o 11.4 58.9 ] 59.4 62.8 62.8 58.9

59.2 | 58.9 57.3 67.5 67.5 61.7

60.2 | 59.4]57.3 68.8 68.8 65.1

62.7 | 62.8|67.5| 68.8 31.0

821 62.7 [ 62.8 ) 67.5 ) 68.8 31,0

3 e 58.9 | 58.9 ] 61.7]65.1 31.0 31.0

Tabla 7.3 Arbol filogenético de metiitransferasas de B. Matriz
de similitud entre las metiltransferasas presentes en el
cuadro fllogenético de la figura 7.17

Lo "anterlor comprueba que las metlitransferasas de l|as plantas
analizadas, estdn relacionadas de manera cercana; y, aunque tienen
secuencias conservadas, poseen diferenclas importantes con las
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metiltransferasas de humano, ratdén, Drosophila melanogaster y
Schizosaccharomices pombe.

Al realizar una busqueda proteina-proteina en la base de datos
Swissprot de las secuencias de amlnodcidos de Arabidops/s, se encontré
que poseen el dominio de metilasa Ubi_E (Figura 7.16), que perteneée a
metlitransferasas Involucradas en la blosintesis de la Ubiquinona (4
Coenzima Q, un componente de la cadena resplratoria mitocondrial).
Este dominlo estd presente también en la secuencia de aminodcidos de
la clona R15.2 de frijol.

La evidencia presentada anterlormente muestra que (a clona R15.2
podria codificar para una metlltransferasa de frijol, pues tlene una gran
similitud con éstas proteinas tanto en Arabidopsis thallana como en
ratén, humano, Drosophlla melanogaster y Schizosaccharomices pombe.
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8. DISCUSION

Como parte de la respuesta a la deﬂcleno:)a de fosfato, una gran
cantidad de genes aumenta su expreslon (Raghothama, 1999). Se han
reportado genes con una respuesta inmediata a la deficlencla de Pi, cuya
expresion se da unas cuantas horas después de Iniciada la deficiencia.
Un ejemplo de éstos son los genes TpsIl y LePS2 de Jitomate (Liu et al.,
1997, Stenzel et al., 2003), asi como en los transportadores de fosfato
de Arabidopsis AtPT1 y AtPT2 (Uhtappa et al., 2001). La fosfatasa dclida
AtACP5 de Arabldopsis thallana se Induce desde el segundo dia de
deficiencla (del Pozo et al.,, 1999). En contraste, la expresion de otros
genes se da después de varios dias de deficlencia, como es el caso de
calmodullna, una cltocinina oxidasa y una fosfatasa de lupino blanco
(Uhde-Stone et al., 2003).

Por medio de la técnica de AFLP-cDNA se Identificd y aislé una
clona, 15.2, que responde a la deficiencia en fosfato. Este mensaje se
Incrementé rdpidamente ante la inaniciéon de Pi, en el primer dia de
tratamlento, para posteriormente regresar a los niveles del control
(Flgura 7.3). Este resultado contrasta con los encontrados para otros
genes que responden ante la deficlencia de fosfato, como AtPT2
(Uhtappa et al., 2001), PEPC (Pefialosa et al., 2002), AtACPS (del Pozo
et al., 1999), LePS2 (Baldwin et al., 2001) y LePT1 (Liu et al., 1998),
cuya expresidén aumenta al transcurrir el tiempo de inanicién. Por otro
lado AtPT1, presenta una expreslén aumentada de su mensaje, pero es
constante al pasar los dias de tratamlento (Uhtappa et al., 2001).

A pesar de obtener la secuencia de la clona 15.2, ésta no fue lo
suficientemente grande para establecer una homologia importante con
proteinas reportadas en la base de datos Swissprot (Figura 7.6).
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Buscando una secuencia mayor de 15.2 sé llevé a cabo un escrutinio de
una biblioteca de ¢cDNA obtenida de raices de frijol que habfan estado en
deflclencia de fosfato durante 1, 3 y 5 dias (Figura 7.7, 7.9). La
expresil‘m de la clona R15.2 fue evaluada con hibrildaclones tipo
Northern, encontrando coincldencia en la expresién con la de la clona
orlginal (Figura 7.10).

El andlisis tipo Southern da Incidios de cuantos genes simllares se
encuentran en el genoma de ese organismo. Este tipo de experimento
ayudd a discernir la existencia de una familia génica formada por 3
fosfatasas acidas de jitomate (Stenzel et al., 2003), al obtenerse varlas
bandas en las diferentes digestiones. Para los transportadores de Pi
LePT1 y LePt2, la existencia de dos bandas en algunas de las digestlones
reallzadas, sugeria |a presencia de una pequefia familia génica (Liu et
al., 1998). En el caso de R15.2, la digestién con Hind III (Figura 7.12)
suglere la existencla de una familia génica al encontrarse tres bandas.
Sin embargo, en los otros carriles no habia bandas muy definidas, pues
la cantidad de DNA cargado con las otras digestiones era menor. Se
necesitan realizar digestiones con una mayor cantidad de DNA en los
geles, para corroborar la presencia de una familia génica en el caso de
la clona R15.2.

En el caso de una planta que ha sido sometida a inanicién de
fosfato, se ha comprobado que la expresién de genes que aumentan su
cantidad de transcrito, regresan a niveles normales después de ser
resuplementados (Llu et al.,, 1997; Liu et al., 1998; Stenzel et al.,
2003). En la Figura 7.13 se observ6 la expresion de |a clona R15.2 ante
la resuplementacion de PI, después del primer dia de deficlencia.
Durante el primer dia de resuplementacién, el transcrito aumenté y
comenzé a disminulr hasta el segundo dia de resuplementacién. Sin
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embargo, no se lleg6 al mismo nivel del control. Serfa necesarlo realizar
experimentos evaluando la resuplementacién con fosfato por un tiempo
mas prolongado. Adicionaimente, en la Figura 7.3 se muestra que la
expresién aumenta el primer dia, y para el tercer dia de deficiencia
disminuye, pero no se tiene una referencia de la expresién de la clona
en el segundo dia de tratamiento. Es posible que sea el sequndo dia, y
no el primero el que tenga una expresiéon mayor de R15.2 en ralces de
frijol, y esto explicaria por qué existe un aumento en la expresién en ese
dia. A su vez, el efecto de |a resuplementaclién podria no ser inmediato,
sino hasta el segundo dia. Un comportamiento similar se encontrd para
la fosfatasa dclda AtACPS cuya expresidn disminuye de manera
paulatina desde el segundo dia de resuplementaclén con Pl y llega a
niveles normales del control hasta el sexto dia (del Pozo et al., 1999),

La secuencla de |a clona R15.2, aunque Incompleta, presentd
homologla con las dos metlitransferasas de A. thallana, implicadas en la
sintesis de la Ublquinona o Coenzima Q (Tabla 7.2, Figura 7.16, Figura
7.17). La Ubiquinona es un lipido que tlene como funcién primarla el
transporte de electrones del complejo I al complejo citocromo bc en la
cadena resplratoria (Barkovich et al., 1997).

La secuencla de aminoacidos de R15.2 de frijol comparte con las
metiltransferasas de Arabidopsis thallana, un dominlo llamado metllasa
UbI_E, perteneclente.a una metiltransferasa de E. coll. Esta Interviene
en un paso de metilacién durante la sintesis de la Ubiquinona (Lee et a/.,
1997). Ademds, se ha visto que UBI E posee tres motlvos que utllizan
las metllitransferasas dependientes de S-adenosil-metionina, como
donador de metilos. Tanto UBI E, como su andlogo en S. cerevisiae
(COQ5), son Iindispensables para la formacion de la Ublquinona (Figura
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7.1) y para el funcionamiento adecuado de la cadena respiratoria (Baba
et al., 2004),

e

Flgura 8.1 Reacclén de Ia sfntesl: de Ia Ubiquinona an Ia que
participan las metiitransferasas UBIE y COQ5.

Lange y Ghassemian (2003) encontraron una metiltransferasa
parecida a UBI E y a COQ5 en el genoma de A. thallana, lo que Indica
que estos genes también estdn presentes en plantas.

Durante |a deflciencia de P, se activa una via llamada de la oxidasa
alterna, no fosforilativa en la mitocondria que permite el funcionamiento
del ciclo de Krebs y la cadena de transporte de electrones (Poirler y
Bucher, 2002). En la via de la oxidasa alterna, la Ubiquinona no
transfiere los electrones hacla el cltocromo bc, sino que los da a la
oxldasa para producir agua (Berthold y Sledow, 1993).

Se ha demostrado que la sobreexpresién en plantas de la sintesis
de Ubiquinona, le proporciona una mayor tolerancia al estrés oxidativo
(Ribas-Carbo et al., 1995).

El genotipo de frijol utilizado en este trabajo, Marl, es considerado-
como tolerante ante la deflclencla de fosfato, por lo que es capaz de
desarrollar estrategias que le permitan reacclonar mejor al estrés de
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fosfato. Con base en los resultados obtenidos, podriamos suponer que
una de esas estrategias serfa la de incrementar los niveles de
Ubiquinona, a través de la expreslén de la metlitransferasa. De esta
manera, Marl serfa capaz de amortiguar el estrés oxidatlvo y dirigir los
electrones hacia la via de la oxidasa alterna de una manera mas
eficiente, durante la deficlenclia de fosfato. Esta hipdtesis tendria que ser
demostrada.
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9. CONCLUSIONES

La clona R15.2 es regulada positivamente durante los primeros
dlas de deflclencia de fosforo,

La clona R1.5.2 responde ante la resuplementacién con fosfato,
disminuyendo sus niveles de expresién.

La clona R15.2 es, posiblemente, parte de una familla génica.

La secuencla traducida de R15.2 tiene alta homologia con
metiltransferasas Involucradas en la sintesis de la Ublcjulnona.
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