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ITACA

Cuando emprendas el viaje hacia Ttaca,
ruega que tu camino sea largo
¥ rico en aventuras y descubrintientos.
No temas a fe.strigones, a cic[ope.s oal ﬁem poseidon;
no lo encontrards en tu camino
si wantienes en alto tu ideal,
si tu cuerpo y alma se conservan puvos.
Nuca verds los [estrigones, [os ciclopes o a Poseidon,
si de ti no provienen,
si tu alma wo los imagina.

Rutega que tu camino sea largo,
que sean wucha las manas de verano,

cuando b::;}:{gfaoer ({egues a puertos
que ¥as por primera ves.
Awcla en mercados fenicios y compra cosas bellas:
madre perla, coral, ambarébano
y voluptuosos perfures de todas clases.
Compra todos [os aromas sensuales que puedas;
ve a las ciudades egipcias y aprende de los sabios.

Siempre ten a Itaca en tu mente;
(legar alli es tu objetivo, pero o apresures el viaje.
Es mejor que dure wucho,

weejor anclar cuando estés viejo.

Pleno cont [a experiencia del viaje,
no esperes [a rigueza de Ttaca.
Ttaca te ha dado un bello viaje.

sin ella nunca lo hubieras emprendido;
pero no tiewes mas que ofrecerte,
v si [a encuentras pobreno fue Ttaca quien te defraud.

Con la sabiduria ganada, con tanta experiencia,
habras conprendido lo que las itacas significan.

1911

Traduccion: Cayetano Cantit
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1. ABREVIATURAS

Abreviatura Significado
P Fasforo
Pi Fosfato inorgénico
PPi Pirofosfato inorgénico
TRIS Tris (hidroximetil) aminometano
EDTA etilendiaminotetraacetato
ATP Trifosfato de adenosina
ADP Difosfato de adenosina
NAD* Nicotinamida-adenina-dinucleétido (oxidada)
NADH B-Nicotinamida-adenina-dinucledtido (reducida)
NADP* Nicotinamida-adenina-dinucledtido fosfato
GDP Guanosin- 5-difosfato
GTP Guanosina trifosfato
G6P Glucosa-6-fosfato
PGA Acido fosfoglicerico
PEP Fosfoenolpiruvato
GUDP Uridin-S-difosfoglucosa
PRPP 5-fosforilribosa-1-pyrofosfato
p-NPP p-nitrofenil fosfato
p-NPS p-nitrofenil sulfato
Bis p-NPP Bis-p-nitrofenil fosfato
sq- Secuencia nucleotidica (cDNA)
Gst-241114 Proteina 241114 fusionada a Gst
Gst-VBVDG06 Proteina VBVDGO6 fusionada a Gst
pr-241114 Proteina pura 241114
pr-VBVDGO06 Proteina pura VBVDG06
FAD Flavina adenina dinucledtido
FMN Flavina mononucleétido
BSA Albumina sérica bovina
GST Glutathione S-transferasa




2. RESUMEN

La importancia que el fésforo tiene en la nutricién de las plantas y, por tanto, en la
agricultura, aunadas al papel del pirofosfato en el metabolismo de macromoléculas y en la
regulacién metabdlica, invita a pensar que las pirofosfatasas, enzimas que degradan el
pirofosfato, son enzimas cuya expresion debe ser regulada, especialmente, cuando el fosforo se
vuelve limitante para la planta. En este proyecto se identificaron diferencias en sefiales de
actividad de pimfosfatasas de frijol crecidas en suficiencia o deficiencia de fosfato (10uM).
Empleando para ello genes de la planta silvestre Arabidopsis thaliana, cuyo genoma ha sido
completamente secuenciado. En esta propuesta, nos apoyamos en técnicas de biologia molecular
bien conocidas, para generar en Escherichia. coli dos proteinas recombinantes de pirofosfatasas
vegetales,ltiles como herramientas para el estudio del metabolismo del pirofosfato. Las proteinas
correspondientes se caracterizaron con base a sus caracteristicas moleculares y cinéticas, y se
generaron anticuerpos contra estas proteinas. Se analizo el perfil de actividad y de proteina
inmunoreactiva de las pirofosfatasas de frijol, bien nutridas, o sometidas a deficiencia de
fosforo. Se discuten los resultados del perfil obtenido, correlacionandolo con las caracteristicas de
las proteinas estudiadas y en relacion con las caracteristicas de la respuesta fisioldgica a la
deficiencia de fosforo. Finalmente, se presentan propuestas para estudios futuros sobre la
expresion de los genes de pirofosfatasas en relacion con la respuesta adaptativa de la planta a la

deficiencia de fosfato, asi como el analisis de la regulacion de su actividad.




3.INTRODUCCION

A medida que la produccién mundial de alimentos se ha expandido para satisfacer la creciente
demanda, los suelos se han ido empobreciendo, al grado que la pérdida en la calidad agricola de
los suelos hace necesaria la aplicacion de fertilizantes, medida poco exitosa para revertir el
deterioro.

La investigacion en temas relacionados con el manejo de cultivos, suelos, agua y nutrimentos se
hace necesaria para contribuir a lograr una agricultura sustentable, que permita mantener o
incluso elevar la productividad en los suelos, empleando tecnologia econémicamente viable,
socialmente aceptable y ambientalmente favorable.

Uno de los problemas agricolas mas evidentes, radica en que casi la tercera parte de la superficie
de la tierra es drida y hay muy pocas édreas que sean uni't:ormemente humedas y no padezcan de
sequia periédica. Las limitaciones nutrimentales suelen no resultar tan evidentes, sin embargo
pueden ser de igual o mayor importancia. Las plantas, asi como todos los seres vivos, requieren
de un aporte nutrimental completo, para sostener su crecimiento y funciones normales. La
deficiencia de algin factor nutrimental se manifiesta en alteraciones fisiologicas, que impactan en
su morfologia, desarrollo y, por lo tanto, merman parcial o totalmente su productividad agricola.
Los nutrimentos minerales esenciales para los vegetales superiores se subdividen en macro y
micronutrimentos, los cuales se encuentran en forma de sales disueltas y asociadas con arcillas y
arenas, mientras que el aporte de dioxido de carbono, hidrégeno y oxigeno puede tenerlo a través
de la atmosfera y agua de lluvia.

Dentro de los macronutrimentos se incluye al Nitrégeno (N), Fésforo (P), Azufre (S), y Potasio

(K), mientras que los micronutrimentos son Magnesio (Mg), Calcio (Ca), Zinc (Zn), Hierro (Fe),
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Manganeso (Mn), Molibdeno (Mo), Boro (B), Cobre (Cu), Cobalto (Co) y Cloro (Cl). Todos y
cada uno de estos nutrimentos deben ser absorbidos por las plantas desde el suelo, pero son el
Fosforo (P), y el Nitrogeno (N) los nutrimentos que con mayor frecuencia resultan limitantes a la
produccién agricola de cultivos vegetales, ya que a pesar de encontrarse en cantidades
relativamente altas, no se encuentran en forma directamente asimilable (Raghothama. 1999;
Coello, 2001). La deficiencia de nitrégeno ha sido extensamente estudiada y algunas plantas han
logrado solventar esta limitante mediante su asociacién con bacterias simbidticas capaces de
aprovechar la casi inagotable fuente del nitrégeno atmosférico (Lynch, 1995).

Por su parte, en plantas la nutricion por fosforo esta limitada a la disponibilidad de sus formas
solubles en el suelo, orillando a la disminucién del crecimiento de ellas en ecosistemas
naturales, por lo que el fésforo, junto con el nitrégeno se ha convertido en el fertilizante mas
empleado en la agricultura intensiva (Kochian, 2000)

De los cuatro macronutrientes, el nitrogeno y el azufre se encuentran en las macromoléculas de
importancia biolégica en formas reducidas, el K' se conserva siempre en su forma de ion
inorganico y el P puede existir en las plantas en diversas formas de aniones inorganicos y
formando parte de compuestos organofosfatados (Smith, 2000). Aunque existen algunos
organismos, principalmente bacterias y animales marinos, capaces de sintetizar compuestos
organofosforados en los que el fosforo se encuentra parcialmente reducido, esto es mas bien una
excepcion a la regla (Grossman y Takashi, 2001).

El fosfato (Pi) es un componente estructural importante de los acidos nucleicos y fosfolipidos,
juega un papel critico en la conversion y manejo de energia, en los nucledtidos fosfatados. como
ATP. GTP, FAD, NAD" y NADP . y en la regulacion de la actividad de muchas enzimas y
proteinas de diversas actividades celulares y metabdlicas, incluyendo aquellas relacionadas con la
regulacion de la expresion genética (Theodorou y Plaxton, 1993).
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Considerando que las plantas requieren tomar Pi en su forma de aniones ( H;PO, - v HPO,™) de
elevada reactividad como quelantes de iones metalicos, las formas de fosforo mineral mas
abundantes en el suelo son sales de fosfato con iones de Ca’, Mg”'. A" y Fe’", que ademas son
muy poco solubles. Por otro lado, sus formas orgdnicas, resultado de la actividad biologica, son
los esteres de Pi, principalmente los fitatos (hexafosfo-mioinositol). En ocasiones podemos
encontrar fosfonatos en su mayoria producto de la actividad industrial humana.

Por las razones anteriores, la concentracion de Pi asimilable para las plantas en el suelo casi
nunca rebasa el 10° M, por lo que las plantas han desarrollado estrategias para tomarlo de manera
eficiente, asi como habilidades fisiolégicas para aprovechar de manera optima la cantidad
asimilada de este macronutriente (Junk ef al, 1993).

Para tratar de solucionar este problema de baja disponibilidad de fosforo, en los sistemas
agricolas se ha intensificado el uso de fertilizantes fosfatados, principalmente como superfosfato
de calcio triple, pero se ha observado que el uso de este fertilizante es efectivo para mejorar la
productividad de los cultivos, sin embargo, no todo el fosfonato anadido es eficientemente
asimilado y, en consecuencia, mucho fertilizante se desperdicia, llegando incluso a convertirse en
un problema de contaminacion para diversos ecosistemas acuaticos (Horst er al, 2001).

Hoy. la comprension de los procesos bioquimicos que determinan la productividad de las plantas
cultivables ha rebasado los limites del interés cientifico v es un tema de relevancia econémica, ya
que el consumo de alimentos en un planeta sobrepoblado exige el aumento de la capacidad de la
produccion agricola, la cual es limitada y, eventualmente, la demanda puede llegar a superar la
produccion (Maddison, 1988). Asi, los estudios detallados acerca de los mecanismos que las
plantas usan para contrarrestar la deficiencia de Pi en los suelos resulta fundamental para

desarrollar estrategias agricolas optimas y sustentables.



Una estrategia actual, es la que han venido empleando los agronomos fitomejoradores, quienes
han seleccionado algunas.- variedades cultivables de especies econémicamente importantes con
una mejor capacidad para crecer en suelos pobres. Especies de importancia econémica como
maiz, soya, trigo, cebada y frijol con capacidad para aprovechar mejor el Pi que tienen disponible
vya existen en nuestro pais, dado que son cultivares de importancia nutrimental y econémica para
Meéxico, lo que no significa que nuevas mejoras no sean posibles. Sin embargo, es posible que se
requieran nuevas estrategias de mejoramiento, para lo cual hace falta mejor informacién sobre la
fisiologia y bioquimica de estas especies relacionadas con la captacion de fosfato.

El frijol comin, Phaseolus vulgaris es una especie importante en la dieta de mas de 500 millones
de personas por su alto valor nutritivo (Miranda, 1991). Esta semilla es una buena fuente de
proteinas, hierro vegetal, fibra, acido folico, tiamina, magnesio, potasio y zinc (Miranda, 1991).
En Meéxico, se ha reportado, segiin calculos de la SAGARPA, que el frijol es el segundo cultivo
en valor econdmico, apenas después del maiz. En cifras actualizadas a septimebre del 2004, se.
estima que la superficie cosechada alcanza las 241,628 Ha, con una produccion de 219,548
toneladas y el comercio de frijol en 2002 significé mas de siete mil millones de pesos, siendo el
segundo mejor producto en ganancias después del maiz (SAGARPA, 2004). Sin embargo, la
disponibilidad de nutrimentos juega un papel muy importante en la produccion del frijol, ya que a
pesar de que sus requerimientos de nitrogeno pueden ser cubiertos gracias a la presencia de
microorganismos simbiotes en sus raices, (Selosse er al, 2004) sin el uso de fertilizantes
industriales, la disponibilidad de fosforo en los suelos agricolas mexicanos suele ser baja y tal
limitacién sélo puede solventarse mediante el uso de fertilizantes organicos o inorganicos. Para
complicar la situacion, el frijol es un cultivo poco tolerante a la deficiencia de Pi, por lo que no
debe sorprendernos que haya sido objeto de numerosos intentos de seleccién para mejorar su
productividad en suelos pobres (Coello, 2001). Por todo ello, esta especie vegetal representa un
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buen modelo para aquellos estudios dirigidos a entender las respuestas adaptativas de las plantas
en respuesta a la deficiencia de fosforo, asi como la contribucién y el éxito relativo de cada una
de estas respuestas.

La adaptacién a los suelos pobres por las plantas puede subdividirse en dos componentes
esencialmente distintos, el primero consiste en la expresion de mecanismos para una asimilacion
mas eficiente, que incluye la movilizacion de las diferentes formas de fosforo presentes en el
suelo. El segundo componente, aunque se conoce menos sobre ello, se refiere a mecanismos de
adaptacién metabdlica tendientes a ahorrar el uso de fésforo en diversos intermediarios y
macromoléculas que pueden ser reemplazadas por otras que contengan menos fosforo (Rivera,
2004). En este sentido, sorprende el hecho de que diversas especies muestran una respuesta
adaptativa que se acompafia de una disminucion de ATP, en tanto que los niveles de otro
intermediario semejante, el pirofosfato, se mantienen constantes(Dancer et al., 1990, Duff er al.,
1989).

Asi, una linea de investigacién interesante de abordar es el estudio de las pirofosfatasas
inorganicas (iPPiasa), enzimas encargadas de la hidrélisis del pirofosfato (PPi) subproducto por
excelencia de reacciones del metabolismo de sintesis de varias macromoléculas, v considerado
también como una fuente de energia autonoma en las plantas, actuando como una alternativa al
ATP (Dancer.1990) y cuya produccion esta estrechamente relacionada con el crecimiento de las
plantas (Lara er al., 2001).

Todas las PPiasa hidrolizan el pirofosfato produciendo Pi libre, son enzimas muy activas. con
gran afinidad por su sustrato y son consideradas de entre los mejores catalizadores. Estan
presentes en todos los seres vivos, siendo esenciales para la supervivencia de las células
(Heinonen, 2001). Estas pueden subdividirse en tres familias, de acuerdo a sus caracteristicas.
Las pirofosfatasas de protones, como la de la membrana vacuolar (Maeshima er al, 1996) v del
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aparato de golgi (Mitsuda et al, 2001), que acoplan la hidrélisis del PPi a la generacién de un
gradiente electroquimico. Otro grupo lo conforman las iPPiasa solubles que utilizan Mg”" como
cofactor exclusivo, las cuales se encuentran en forma ubicua en las células de plantas, animales y
hongos (Sivula er al., 1999). Por ultimo, algunas bacterias presentan pirofosfatasas inorganicas

solubles capaces de emplear Mn* y/o Co”" como cofactor catalitico (Kuhn y Ward, 1998).

El presente proyecto se enfoca en la clonacion. expresion heterologa y caraterizacion de dos
pirofosfatasas inorgénicas solubles de la planta Arabidopsis thaliana. asi como la obtencién de
herramientas moleculares que nos amplien las vias de investigacién con la intencion futura de
aportar conocimientos que mejoren nuestra comprension del metabolismo de fosforo en los
vegetales y, asi, nos pongan en mejor situacion para contribuir al desarrollo agricola y a la

autosuficiencia alimentaria en el pais.



4. ANTECEDENTES

4.1 Importancia del pirofosfato en los vegetales.

Desde hace ya algunas décadas el estudio de los macronutrimentos de las plantas ha sido tema de
interés, dado que, como se menciond en la seccién anterior, su abundancia en el suelo natural
limita el crecimiento de las plantas y la productividad agricola, base del sustento humano
(Raghothama, 1999). Aunque una estrategia comun que se ha vuelto necesaria en la agricultura
intensiva es la adicion de fertilizantes a los suelos agricolas, esta practica tiene un impacto
ecoldgico negativo, ya que el exceso de minerales se lava hacia los rios y mares, afectando el
equilibrio de los ecosistemas (Lynch, 1998). Los macronutrimentos que mas limitan el
crecimiento de las plantas son sin duda el nitrégeno y el fosforo. El primero es muy abundante en
la atmosfera terrestre, de modo que el problema se remite a que las plantas puedan fijarlo en
forma organica. El fésforo es sin embargo poco abundante en la corteza terrestre pero es un
elemento clave para la vida, ya que forma parte de diversas moléculas tales como los 4cidos
nucleicos, ATP, fosfolipidos, nucléotidos (FAD, FMN, NAD *, NADP °, etc) e interviene en
muchos mecanismos metabélicos y regulatorios de las células, formando parte de intermediarios
fosforilados y proteinas que se fosforilan reversiblemente (Voet ef al., 1999). Adicionalmente, la
asimilacién de fésforo por las plantas esta limitada a la toma de fosfato inorganico, siendo que
mucho del fosforo en el suelo esta en forma de sales insolubles (hidroxifosfatos de calcio, hierro
y aluminio). o como material organico no asimilable, aunque este ultimo puede ser convertido a

fosfato inorganico para ser asimilado (Gavito y Miller, 1998).



La respuesta a la deficiencia de fosforo en las plantas ha sido caracterizada a nivel de la expresion
de mecanismos para mejorar la disposicion y la toma de fosfato del suelo (Roghothama, 1999),
lo que se relaciona con una activacién en los mecanismos de trasporte de fosfato a nivel de raiz,
secrecion de dcidos orgdnicos para mejorar la solubilidad del fosfato y la secrecion de fosfatasas
al suelo para elevar la disponibilidad de fosfato inorganico (Coello-Coutifio, 2001), mecanismos
que ademas se asocian a modificaciones estructurales en el sistema radicular para ampliar la
superficie de contacto con el suelo y extender el volumen de tierra explorada por las raices
(Jackson ef al., 1990; Dinkelaker ef al., 1995).

Sin embargo, los mecanismos de adaptacién metabdlica capaces de mejorar la eficiencia del uso
del fosforo en los organismos no han sido estudiados con el mismo detalle. Dos lineas de
evidencia sugieren que tales mecanismos se presentan en las plantas y que pueden contribuir a
explicar el porque unas plantas son tolerantes a la escasez de este mineral, mientras que otras
plantas son incapaces de sobrevivir en condiciones semejantes. Por un lado, se sabe que ciertas
enzimas responden preferentemente a inanicion de fosfato tales como la PEP carboxilasa, de
Lupinus y Brassica o la citrato sintasa de células de zanahoria (Koyama et al, 2000). Por otro
lado, se han detectado cambios en los contenidos de ciertas macromoléculas fosforiladas en
respuesta a la falta de fosforo, particularmente en el caso de los fosfolipidos (Essigmann er al.,
1998) y, en el mismo sentido, hay modificaciones en las pozas de metabolitos fosforilados que
acompaiian a la adaptacién a bajas concentraciones de dicho mineral (Dancer er al., 1990). Es
sugerente que las respuestas anteriores estdn encaminadas a mantener niveles de intermediarios
fosforilados que permitan a la planta realizar sus funciones alin bajo condiciones de estrés
nutrimental.

Las vacuolas de las plantas pueden funcionar como reservas de fosforo, mismas que, bajo
régimen de deficiencia, pueden ser consumidas para destinarse hacia los sitios de demanda, tales
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como el cloroplasto o el mismo citoplasma. Sin embargo, si la poca disponibilidad de fosforo se
prolonga, las reservas se agotardn, y solo aquellos vegetales capaces de inducir un conjunto
optimo de respuestas adaptativas a la deficiencia de fosforo seran los que aminoren los efectos

dafiinos ganando asi la batalla por la sobrevivencia del organismo y la perpetuacion de la especie.

Una de las fuentes directas de fosforo en las células de todos los seres vivos es el PPi, producido
durante numerosas actividades metaboélicas y cuya hidrélisis inmediata constituye una manera
eficiente de mejorar la disponibilidad de fésfato inorgénico. La molécula de PPi fué descubierta
al rededor del siglo XIX, y su formacion en sistemas biolégicos fue reportada en 1941 (Cori et al
1951). Se sabe que éste es un subproducto biol6gico de las reacciones de biosintesis de dcidos
nucléicos, de carbohidratos poliméricos y de proteinas (Kornberg, 1999). Si bien, su
concentraciéon en células animales tiende a ser bastante baja, la concentracién de PPi en el
citoplasma de células vegetales, bacterianas y de levaduras esta en el rango de 200 a 300 uM
(Weiner et al. 1987; Heinonen, 2001). Siendo en la mitocondria donde el mayor contenido de PPi

ha sido determinado( 0.2mM), en vacuola (2.2uM) y en cloroplastos menos de 1 pM.

Asi, el PPi considerado como un subproducto del metabolismo, destinado a ser destruido para la
reutilizacion del fosfato (Kornberg, 1999), llama la atencion su relativa estabilidad en las plantas
(Weiner, 1987; Duff, er al., 1989; Carswell et al., 1997; Rycher v Randall, 1994), incluso ain
bajo condiciones de deficiencia de fosforo en el suelo (Duff, er al.. 1989; Carswell et al.. 1997;
Rycher y Randall, 1994). Diversas evidencias recientes indican que su papel va mas alla de ser un
simple desecho del metabolismo (Dancer, 1990 ), que incluso puede servir como substituto del
ATP para la fosforilacion de fructosa-6-fosfato, durante la glucdlisis en el citoplasma de las
plantas (Plaxton, 1996), o para la acidificacion de la vacuola a través de la PPiasa membranal
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(Maeshima, 2000). Todo lo anterior resulta de gran interés y plantea numerosas interrogantes

relativas al metabolismo del fosforo.

4.2 Respuesta ante deficiencia de fosforo

Como todo ser viviente, las plantas presentan respuestas para contrarrestar los efectos de
condiciones adversas que dificulten su supervivencia. Las condiciones de insuficiencia de
fosforo inducen respuestas adaptativas en diversas plantas que se traducen en cambios
metabolicos, morfoldgicos y estructurales. Los cambios morfolégicos que han sido observados
en estrecha asociacién con la deficiencia de fosforo, consisten principalmente en un
incremento en el taméﬂo y grosor de sus raices, formacion de raices proteoides. También, se
han visto cambios bioquimicos asociados a la presencia de transportadores de mayor afinidad
por fosforo del suelo (Raghothama, 2000) y entre los diferentes tejidos de la planta (Liu et
al ., 1997), se ha obseljvado la reducci6n en la circulacién de Pi a través del floema, cambios
metabolicos posiblemente relacionados con un uso mas eficiente de Pi (Rivera, 2004),
movilizacion de Pi de la vacuola al citoplasma (Raghothama, 2000), secrecion de acidos
organicos (Marshner,1995.), secrecion de fosfatasas y RNAsas (Duff er al, 1989) vy,
finalmente, alteraciones metabdlicas de la respiracién (Theodorou y Plaxton, 1993), del
metabolismo del carbono (Farré et al, 2000), de la fijacién de nitrégeno y de la sintesis de
aminodcidos aromaticos. Todos estos cambios metabolicos se asocian a la activacion de
ciertos genes, al silenciamiento de otros y/o a los cambios en actividad enzimatica por
modificacion postradu_ocional, particularmente, se ha detectado la participacion de enzimas
como RNAsas (Green, 1994), fosfatasas (Duff ef al., 1989) H*-ATPasas (Raghothama, 2000),

v PEPCasa (Koyama, 2000). Aunque los cambios morfolégicos suelen ser més evidentes, los
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cambios fisiologicos, bioquimicos y moleculares no juegan un papel menos importante en la

respuesta adaptativa de la planta y su papel en tal respuesta dificilmente puede separarse.

4.3 Cambios morfolégicos y estructurales del sistema radicular.

El eje de la raiz, didmetro, cubierta y ondulaciones del eje de la raiz y de sus raices secundarias
son consideras caracteristicas de la morfologia. La configuracién y distribucién espacial que
adopta el sistema radicular, incluyendo el impacto que dicha distribucién tienen sobre los
aspectos funcionales de las raices, tales como su eficiencia de toma de nutrimentos, el alcance de
exploracion del suelo y la robustez de la fijacion al suelo, se consideran dentro del dominio de la
arquitectura del sistema radicular. Al enfrentarse las plantas a situaciones adversas de suficiencia
de Pi y que atentan contra su supervivencia, las plantas activan respuestas que, entre otros
aspectos, modifican la morfologia de las raices y la arquitectura del sistema radicular.

En el caso de las plantas crecidas en suelos pobres de Pi, diversos estudios han mostrado que la
arquitectura radicular tiende a modificarse substancialmente (Coello, 2001). En términos
generales, se observan incrementos de hasta 63 % de la biomasa de la raiz (Grotz y Guerinot,
2002). En A. thaliana la proliferacién de pelos radiculares, asi como de raices laterales suele
acompafiarse de una disminucion en la elongacién de la raiz principal. Asi, el incremento en
biomasa y los cambios arquitectonicos resultan en una mayor extension del sistema radicular en
las regiones cercanas a la superficie del suelo, a costa de una menor profundidad.

Adicionalmente, en Lupinus responden con el desarrollo de raices proteoides. Estas se
componen de raices secundarias y terciarias asi como una raiz primaria engrosada y poseen una
capacidad incrementada para la secrecién de 4cidos organicos y fosfatasas hacia la rizosfera

(Raghotama et al., 1999).
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Se estima que en conjunto, estas modificaciones pueden brindarle a A. rhaliana un incremento en

eficiencia de adquisicion de fosforo que va desde un 30 y hasta un 400 % (Ma et al., 2001 ).

4.4 Exudados radicales.

La secrecion de acidos organicos a través de las raices de plantas hacia la rizosfera es uno de los
mecanismos mejor estudiados para elevar la solubilidad del Pi inorgénico en suelos pobres
(Raghothama 1999). La acidificacion del suelo, asi como el efecto quelante de acidos organicos
como el malato y el citrato permite disolver fosfato inorganico de las sales de Al y Fe presentes
en el suelo (Fig. 1). En alfalfa se ha detectado la secrecion de acido psidico (p-hidroxibencil
tartarico) y alfafuran (2-(3,5-dihidroxifenil)-5,6-dihidroxibezofuron). Estos compuestos fendlicos
son efectivos para solubilizar las sales de fosfato de Fe, ya que forman ficilmente quelatos
estables con los iones de este metal. Aunque la liberacién de acidos organicos aparenta ser una
respuesta generalizada, la magnitud de la respuesta y el tipo de &cidos secretados varia

considerablemente entre especies (Marschner 1995).
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Pi Fe, Aly Ca

" Fe-P,
RAIZ Al-Pi

Ca-Pi

Acidos organicos

Figura 1. Esquema que resume el papel de los dcidos organicos en
aumentar la disponibilidad de fosforo asimilable para las raices de
las plantas.

En diversas plantas estudiadas, como tomate, lupino blanco, rdbano y mostaza negra, se ha
observado que la excrecién de acidos organicos es paralela a un incremento en la actividad de
PEP carboxilasa, lo que permite proponer que la via anaplerdtica es la responsable de aportar los
esqueletos carbonados para la produccién de los 4cidos organicos exudados, adicionalmente, es
de esperarse, aunque no se ha demostrado, que tal respuesta se acompafie de una elevacion en la
actividad de los canales iénicos apropiados para permitir la excrecion acelerada de dichos
aniones.

Aun cuando la secrecion de dcidos organicos facilita la adquisicién de Pi, no todo el fosforo
presente en el suelo estd presente en formas inorganicas, un alto porcentaje se encuentra en forma
orgénica y la liberacién de este requiere de la presencia de fosfatasas activas capaces de liberarlo.
La secrecion de fosfatasas también ha sido documentada recientemente en relacion con la

deficiencia de foforo, especialmente en soya y en Arabidopsis ( Haran et al, 2000 ).
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4.5 Toma de fosfato a través de transportadores en membrana.

El transporte de iones a través del plasmalema semipermeable es un paso critico que regula la
toma de nutrientes al interior de la planta. Actualmente, se conoce la fisiologia y cinética de
transporte de nutrimentos (Smith, 2002). Se ha observado también que la toma de iones por raices
de plantas sigue una cinética saturable y se ha demostrado que para la mayoria de los nutrimintos
el proceso es bifasico con un sistema de alta finidad que opera a concentraciones externas en el
rango de 107 a 10 M del anién (Km's entre 3-7 pM) y un sistema de baja afinidad operando a
concentraciones externas mayores ( Km's ente 50 y 330 uM).

En los ultimos seis afios, el entendimiento del transporte del fosfato a través de la membrana
plasmatica ha avanzado considerablemente. Se han identificado diversos genes que codifican para
transportadores en un niimero importante de especies vegetales. Estos transportadores pertenecen
a la familia de proteinas de membrana con dos dominios hidrofébicos, cada uno con 6 cruces
transmembranales, que se encuentran separados por una larga asa hiciroﬁlica central que al igual
que sus extremos amino y carboxilo se orienta hacia el citoplasma (Fig. 2).

De las diversas formas i6nicas del fosfato (H,PO s, HPO 4, PO ,*), la evidencia experimental
indica que es el H,PO 4'-la forma transportada al interior de las células de las plantas. Como
resultado el medio externo sufre una alcalinizacion y el citoplasma se acidifica, asi la absorcion
de fosfato debe estar acompariada por el contra flujo de protones H* con una estequiometria de 2
a 4 moléculas de H" por cada molécula de H,PO 4 transportado. Con ello, se consigue compensar
la acalinizacion e incluso inducir acidificacion externa. Tal acidificacion se explica por la accion
de la bomba H® ATPasa de la membrana plasmatica.

Los transportadores de baja afinidad para Pi son transportadores constitu{i\.wos cuya expresion no

se afecta por la disponibilidad de fosfato, mientras que el sistema de alta afinidad es inducido por
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la deficiencia de Pi presente, siendo su expresion mayoritariamente en la raiz ( Raghotama.

2000).

OOH

Citoplasma
Figura 2. Topologia tipica de proteinas membranales transportadoras de
fosfato en plantas. Estas proteinas se caracterizan por doce cruces
transmembranales separados en dos grupos de seis, gracias a la presencia de
una larga asa hidrofilica citoplasmatica.

En Arabidopsis se han separado al menos seis transportadores de Pi de alta afinidad, la necesidad
de la existencia de tal nimero de genes parece estar relacionada con los requerimientos de regular

la expresion en funcion de su edad y las condiciones externas.

4.6 Papel de la expresion genética ante la deficiencia de fésforo.

Actualmente, avances en las metodologias de Biologia Molecular han derivado en un
conocimiento bastante detallado de los mecanismos de regulacion genética de procariontes como
Escherichia coli y han mejorado nuestro entendimiento de como se regula dicha expresion en
eucariontes simples, como las levaduras (Saccharomyces cereviceae). En estos modelos ha sido
posible obtener mutantes que facilitan la clonacion y el estudio de la expresion de los genes que
juegan un papel critico en la adquisicién de Pi. Este conocimiento puede servir como base para
estudiar modelos mas complejos, incluyendo a los vegetales.

En Saccharomyces cereviceae y en E.coli la toma de Pi ante las condiciones de deficiencia de

fosforo se da por la activacion de un sistema multigénico de emergencia disefiado para la
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blsqueda y asimilacion de Pi susceptible de ser movilizado en el medio circundante. Estos
sistemas son conocidos como el regulén pho, que consiste de al menos treinta genes codificantes
para transportadores de fosfato, fosfatasas 4dcidas y alcalinas asi como reguladores positivos y
negativos.

En la lev_adura el regulén pho esta controlado a nivel transcripcional por una cascada de proteinas
cinasas (con actividad de serina/treonina cinasas) y de proteina fosfatasas que actian sobre
factores de transcripcion, los que a su vez, ejercen controles positivos y negativos sobre la
expresion de los diversos genes involucrados en la respuesta a la deficiencia de Pi (Oshima,
1982).Para el regulon pho participan los factores de transcripcién pho4 y pho2 que actian sobre
el promotor del gene phéS, activando la expresion de la proteina pho5, que tiene actividad de
fosfatasa. En suficiencia de Pi, pho4 se fosforila por un complejo cdk-ciclina formado los
productos pho80 y pho85, respectivamente, con ello, se inhibe la asociaciéon pho4-pho2 y no se
promueve la transcripcion de Pho 5. En condiciones de deficiencia de Pi. el complejo
pho80/pho85 permanece asociado a la proteina pho81 que inhibe su actividad de cinasa.

Debido, entre otras cosas, a la mayor complejidad genética y a la plasticidad metabolica de los
organismos vegetales, la investigacion de los mecanismos de regulacion genética estd mucho
menos avanzada. De esta manera, un modelo vegetal que ha resultado de gran utilidad es
Arabidopsis thaliana (mouse-ear cress), una maleza anual pequefia. de ciclo vital rapido (cinco
semanas por generacion), sin valor agricola, pero con un genoma de apenas 100Mpb, distribuido
en cinco cromosomas y que ha sido completamente secuenciado. Arabidopsis thaliana es de ficil
cultivo en espacios reducidos, presenta abundante produccién de semilla y se cuenta con una gran
cantidad de mutantes disponibles para la investigacién. Esto la convierte en una muy buena
herramienta para estudiar la genética de las plantas a nivel molecular. Se sabe por ejemplo. que
en A thaliana dos genes de RNAsas extracelulares RNSI y RNS2 son inducidos por deficiencia de
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Pi (Bariola er al., 1994). Estas RNAsas liberan Pi a partir de moléculas de RNA en la matriz
extracelular incluyendo la rizosfera. Asi mismo, han sido clonados v caracterizados diferentes
genes que responden ante la deficiencia de Pi tales como el gene Psr3 (Malboobi, 1997), que
codifica para un polipéptido homélogo de la B-glucosidasa y que parece jugar un papel en la
diglicocilacion de fosfatasas 4cidas, lo que constituye un mecanismo de regulacion asociado a la
respuesta ante la insuficiencia de Pi. La deficiencia de fosforo induce el gene TPSII (trealosa
fosfato sintetasa II) en tomate (Liu C. 1997) y del gene Mt4, en Medicago truncatula (Burleigh S
H. 1997). La relacion de estas proteinas con la respuesta adaptativa de la planta no es ain clara.

Finalmente, los estudios relacionados a las respuestas del frijol (Phaseolus vulgaris) frente a la
deficiencia de fosforo son escasos, ya que hay pocos grupos de investigacion analizando este
problema en dicho cultivo. Sin embargo, se ha reportado que la deficiencia de fésforo eleva la
expresion de una proteina homologa a las metiltransferasas de 4. thaliana, posiblemente
implicada en la sintesis de la Ubiquinona (Coenzima Q). La respuesta se observa desde el primer
dia de exposicion a la deficiencia de fosfato, pero para el tercer dia de deficiencia la expresion

disminuye nuevamente a niveles basales (Galicia, 2005).
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5.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La deficiencia de fésforo no modifica sensiblemente los niveles citoplasmaticos de pirofosfato en
la células vegetales, lo que si ocurre con el ATP y la actividad metabdlica, en general. Por lo
tanto, es de esperarse que, cuando la planta se cultive en condiciones de insuficiencia de fosforo,
algunas pirofosfatasas sufririn combios en su cantidad y/o actividad, lo que se traducira en una
menor degradacion de pirofosfato, compensado asi la menor produccion del mismo que se deriva

de una actividad metabélica y un crecimiento menor.

5.2 HIPOTESIS

Si lo anterior es un fenomeno general en las plantas, la réspuesta sera semejante en Phaseolus
vulgaris L. y Arabidopsis thaliana, ambas plantas superiores. Asi, podran emplearse los recursos
genéticos disponibles en a segunda, para analizar y comparar la respuesta a la deficiencia de

fésforo en la primera.




6.0BJETIVOS

6.1 Objetivo general:

Obtener las herramientas moleculares para caracterizar el perfil de actividades de pirofosfatasas

de frijol ( Phaseolus vulgaris) en plantas tratadas con suficiencia o deficiencia de fosforo.

6.2 Objetivos particulares.

» Obtener cDNA de los genes de las pirofosfatasas de Arabidopsis thaliana.

> Subclonar los genes de Arabidopsis thaliana como proteinas de fusion con Glutathione S-
transferasa (GST).

» Expresar la proteina recombinante y purificarla mediante cromatografia de afinidad.

» Caracterizar de manera preliminar cada una de las proteinas anteriormente purificadas.

» Obtener anticuerpos que reconozcan a las pirofosfatasas subclonadas anteriormente.

» Identificar las actividades de pirofosfatasa presentes en extractos protéicos de raices de
plantulas de frijol, tratadas con suficiencia o deficiencia de fosforo y analizar la

inmunoreactividad de estas actividades frente a los anticuerpos generados.

23



7. MATERIALES Y METODOS

7.1 MATERIALES

7.1.1 Sustancias

Todos los reactivos quimicos fueron obtenidos por cualquiera de estos proveedores Sigma (St.
Louis, MO. USA), Roche (Hvi dovre, Denmark) o Merck (Darmstadt, Germany). La Glutatione
Sepharose™ y la Benzamidine Sepharose ™ para la purificacion de las proteinas recombinantes

se obtuvieron de Amersham Biosciences.

7.1.2 Material biologico

Los experimentos que a continuacion se describen se realizaron con semillas de frijol (Phaseolus
vulgaris L.) de la variedad Pinto Villa (PV). Las semillas maduras y secas se almacenaron en
refrigeracion dentro de contenedores de baja humedad. La agrolita y el sustrato METROMIX-200

se adquirieron a través de un proveedor local de materiales para invernadero.
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7.1.3 Material molecular y microbioldgico

Se adquirieron dos clonas de ESTs (expressed sequence tags) de Arabidopsis thaliana. en el
centro de la iniciativa gendmica TAIR (Arabidopsis Information Resource). Ambas secuencias
codifican para dos diferentes proteinas anotadas como pirofosfatasas putativas. Las clonas

presentaban las caracteristicas descritas en la tabla 1.

TABLA 1. Caracteristicas de las dos clonas de secuencias EST
(expressed sequence tags) de Arabidopsis thaliana. Las clonas
fueron adquiridas a través de la inciativa TAIR (Arabidopsis
Information Resource). Los nombres 241114 y VBVDGO06
corresponden a la nomenclatura del proveedor y se hicieron
extensivos a los insertos.

Nombre Tamafio Resistencia  Vector de
procedencia
VBVDGO06 651 pb  Ampicilina Bluescript.sk

241114 639pb  Ampicilina Lambda zip.

7.1.4 Microorganismos y vectores.

Para los diferentes procedimientos de clonacion y expresion heteréloga se emplearon los recursos

bioldgicos que se enlistan en la tabla 2.
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Tabla 2. Recursos bioldgicos empleados para los
procedimientos de subclonacion y expresion heterdloga de
los insertos recuperados de las clonas descritas en la tabla
1. El plasmido pGEM T-easy se obtuvo comercialmente de
GIBCO-BRL.

‘Bacteria / Plasmidos Propiedades / fenotipo

E. coli BL codon plus ~ F-ompT hsdS 5 (5 -m - gal
dem rnel31 (DE3)

E. coli DH5a F ® 80lacZ M15 .(lacZY A-argF)
U169 deoR recAl endAl hsdR17

(rk-.mk)phoA supE44i- thi-1

2TA96 relAl
PGEM T-easy Amp', ori, lac Z
petk+ Amp', ori, lac Z

7.2 METODOS

7.2.1 Germinacion de las semillas y crecimiento de las plantas.

Frijol (Phaseolus vulgaris)

Las semillas de frijol se lavaron con solucién 1% de NaClO, por 15 minutos y se enjuagaron con
abundante agua desionizada estéril. Visualmente se eligieron semillas en buen estado y de un
tamafo uniforme. Cinco semillas se depositaron entre 2 capas de papel filtro Whatman 3MM
humedecido con solucién de germinacién, dentro de cajas petri estériles. La soluciéon de
germinacion fue agua estéril sin (deficiencia) o con (control) la adicién de Na,HPO 4 10 pM.

Al cabo de 7 dias, las plantulas de frijol se transfirieron a Agrolita y se mantuvieron en
invernadero con ciclos de 26 °C durante el diay 15 °C durante la noche. Se continué el riego
por dos semanas més con agua destilada (deficiencia) o con 10 pM de Na,HPO , (control) y cada
tercer dia con solucién de Hoaghland II(control) o el mismo en casi todos sus contenidos

minerales, excepto por la ausencia de fosfatos en su formulacién (-Pi).
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Solucion nutritiva completa de Hoagland 11

(3 mM KNOs, 2 mM Ca(NOs),, | mM MgSO,, 0.004 mM MnCl, 0.023 mM H;BO:. 0.004 mM
ZnS0,, 0.00005 mM H,MoO,, y 1 g 200 ml” Fe (III) EDTA). A menos que se especifique otra
cosa , la solucion nutriti\_fa usada difiere inicamente en las concentraciones de Pi: para los

tratamientps de ausencia de Pi (-Pi) se utilizo una solucién con 500 uM de sulfato de amonio.

7.2.2 Extraccion de proteina soluble.

Las plantas se sacaron de la Agrolita, sus raices se lavaron para eliminar los restos del sustrato de
crecimiento, se cortaron, se elimind la humedad exterior con papel absorbente y se peso el
material de raiz recuperado. Las raices se molieron en un mortero con la ayuda de arena de mar en
4 voliumenes (por g de tejido) del amortiguador de extraccion, que contiene Tris, HCI 0.1 M, pH
7.5, EDTA 1.0 mM, MgCl, 3.0 mM y una tableta de inhibidor de proteasas (Complete TM.
Roche Molecular Biochemicals. Mannheim Germany) por cada 50 ml. Una vez que las raices
quedaron perfectamente molidas se filtraron con la ayuda de manta de cielo o gasa. Se colectd esa

fraccion y se etiqueté como extracto crudo.

7.2.3 Elucién en columna de fenil-sepharosa.

Una vez que se obtuvo la fraccion del extracto crudo se diluy6 con 1 volumen de solucién 1 M de
NaCl y se prosiguié a fraccionarlo en columnas de fenil-sepharosa. La columna de fenil sepharosa
de 5 ml fue previamente equilibrada con un minimo de cinco veces el volumen de total de la
columna del amortiguador de elucion A, que contiene Tris-HCI 0.1 M pH 7.5, EDTA 1.0 mM.
MgCl; 3.0 mM y 0.5 M NaCl. El extracto crudo se aplico a la columna y se lavé la proteina que

se une a la columna con amortiguador de elucién A. Se realizé una segunda elucién con
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amortiguador de elucién B, que contiene Tris-HCI 0.1 M pH 7.5; EDTA 1.0 mM y MgCls 3.0
mM, en agua. Finalmente, la tercera elucion con el amortiguador de elucién C que contiene Tris-
HCI 0.1 M pH 7.5; EDTA 1.0 mM v MgCl; 3.0 mM, en etilenglicol al 50%. Se colectaron
fracciones de 2.5 ml y se determiné actividad y concentracion total de proteina (cfr. 7.2.4 v 7.2.5)

en las fracciones.

7.2.4 Medicion de actividad de pirofosfatasas.

La medicién de actividad se llevé a cabo determinando la cantidad de fosfato liberado del
pirofosfato por minuto en placas multipozo de 12 x 8 pozos, tipo ELISA. Para dicha
determinacion, la muestra de enzima (1 a 25 pl) se diluye hasta un volumen de 25 pl con agua y
se mezcla con un amortiguador de ensayo, Tris-HCI 0.1 M, pH 7.5, EDTA 0.2 mM, MgCl; 6.0
mM y 160 uM de pirofosfato, para dar concentraciones finales de Tris-HCI 0.05 M pH 7.5;
EDTA 0.1 mM, MgCl; 3.0 mM y 80 uM de pirofosfato. La mezcla se .incuba por un periodo de 5
a 30 minutos (segin el nivel de actividad esperada) y se detiene la reaccion con 0.2 ml del
reactivo de verde de Malaquita (RVM). Todo el material empleado para estas medidas debe ser
nuevo de plastico o bien haberse lavado con acido nitrico (libre de fosfatos) al 10%, enjuagando
luego con abundante agua desionizada.

Para la preparacion del (RVM), se requieren las soluciones siguientes: RVM-A: 0.45 % (v'v) de
verde de Malaquita en HCI 2N, dejar reposar por 24 h; RVM-B: 12.4% de Molibdato de amonio
en HCI 6M y RVM-C, 4 M NaCl con 3% de Brij 35. Antes de realizar el ensayo se mezclan 2 ml
de RVM-A, | ml de RVM-B y 9 ml de agua, con 1 ml de RVM-C, que debe afiadirse al final.
Luego de la adicion del reactivo de verde de Malaquita, la placa se incuba de 5 a 10 minutos y se

lee la absorbancia con un filtro de 655 nm en un lector de placas de Elisa “Bio-Rad Benchmark™.
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Para determinar la cantidad de fosfato producida se prepara una curva patrén, utilizando una
solucién de 0.1mM de Fosfato de potasio monoacido Na,HPO 4. Dicha solucién se diluye para
contener cantidades variables desde 0.2 hasta 10 nmol de Pi en 25 pl, los que se mezclan con 25

ul de amortiguador de ensayo y con 200 pul de RVM.

7.2.5 Cuantificacion de proteina.

Las determinaciones de proteina soluble se realizaron mediante alguna de dos técnicas diferentes:
la técnica de Bradford modificada (Zor y Seelinger, 1996) y el método del acido bicinchoninico
(Smith et al., 1985).

Para el método de Bradford debe prepararse el reactivo de color disolviendo 100 mg de azul
brillante de Coomassie G-250* en 50 ml de etanol al 95% v/v posteriormente se agregan 100 ml
de acido fosforico al 85%, (p/v) se mezclan y se llevan a un volumen final de 1000 ml con agua
destilada y desionizada. La curva patrén de proteina se prepara con B‘SA 100 pg/ml y 10 ué/rnl,
con ello se obtiene un rango de 0 a 2000 ng. La lectura de proteina en placas de ELISA debe
realizarse con el cociente de las absorbencias (Asw/A 5). La determinacién proteica de las
muestras se realiza mezclando una alicuota igual o menor a 50 pul con 200 pl del reactivo de color
arriba descrito.

La cuantificacion de proteina por el método de dcido bicinchoninico se realizo usando acido
bicinchoninico y sulfato de cobre al 4% como reactivo de color. El reactivo de color se prepar6 al
mezclar reactivo A y B en relacion 50:1. Reactivo A: 1 % de sal sédica de 4cido bicinchoninico, 2
% de carbonato de sodio, 0.16 % de tartrato v 0.95 % de bircarbonato de sodio. Reactivo B:
Sulfato de cobre al 4 % . La curva patrén y muestras se incubaron por 15 minutos a temperatura

ambiente y se leyd la absorbancia a 565 nm, estas determinaciones se realizaron también en
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placas de Elisa y en un equipo para placas de Elisa “Bio-Rad Benchmar”. La curva patron se

realizo con BSA en un rango de 0 a 64.8 pg de proteina.

7.2.6 Acondicionamiento bacteriano

Con el ﬁn‘de tener suficiente biomasa de las bacterias portadoras de los plasmidos, inoculos de
dichas bacterias se incubaron en 5 ml de medio liquido LB (caldo Luria, constituido por Triptona
1%, extracto de levadura 0.5 % y NaCl 1%, pH: 7. Con 50 mg/ml de ampicilina, cuando se
indique). Para el medio ;6lido se adiciono 1.5 % de Agar. Se incubaron por 12 ha 37 °Cy
agitacion constante.

Una vez que present¢ desarrollo celular en el medio, una parte se separé mezclandose con 50 %
de glicerol estéril y el resto fue purificado con un sistema de purificacién rapida de plasmidos

(Marlingen Biosciences, Inc. USA).

7.2.7 Extracci6n y purificacion de los plasmidos.

De cada unas de las clonas que se consiguieron, se realizo el siguiente procedimiento:
1) Cultivar cada una de las clonas en 5 ml de medio LB por toda la noche a 37°C con
agitacion constante de 250 r.p.m.
2) Centrifugar a 12 000 r.p.m. en microfuga.
3) Resuspender en 250 pl de amortiguador de suspension celularque contiene [SmM
Tris-HCI (pH 8.0),10 mM EDTA].
4) Adicionar 25ul de solucién de lisis celular [200 mM NaOH, 1 (w/V)] y mezclar

invirtiendo por cinco veces.
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5) Adicionar 350 pl de amortiguador de neutralizacion (Acetato y guanidina
hidroclorada) y mezclar por cinco veces mas.

6) Centrifugar a 12 000 r.p.m por 10 min en microfuga.

7) Verter el sobrenadante en el cartucho de purificacion el cudl debe estar montado en
un cartucho de recoleccion y se centrifuga nuevamente en las condiciones anteriores.

8) Desechar el filtrado y lavar lo atrapado en el cartucho con 500 pl amortiguador de
lavado GX ( Guanidina hidroclorada, EDTA, y etanol) e incubar a 25 °C por 1 min.

9) Centrifugar y desechar el amortiguador de lavado G4 (NaCLEDTA y Tris-HCI)

10) Nuevamente al cartucho de purificacién se vierten 400 pl de amortiguador de lavado
G4.

11) Centrifugar y desechar el amortiguador de lavado.

12) Finalmente se eluye el plasmido, adicionando 75 pl de TE amortiguador [ 10 mM
Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA] previamente calentado a 70°C, este se deja en
incubacién por 2 minutos y se centrifuga a 12 000 R.P.M. por 2 min a temperatura

ambiente.

7.2.8 Electroforesis de 4cidos nucleicos

La visualizacién de ADN, los productos de PCR y los plasmidos se realizo por electroforesis en
gel de agarosa 1 %. Estos geles se corrieron a 10 V/em por 45 min. El gel se tifie con solucion de
bromuro de etidio para su posterior visualizacion por fluorescencia al irradiarse con luz

ultravioleta.
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7.2.9 Cuantificacion del plasmido.

La cuantificacién del plasmido se realizé por absorcién de luz a 260 nm en diluciones 1/100 de la
muestra. La concentracién de plasmido recuperado para cada clona se muestra en la tabla 3.

Tabla 3. Clonas correspondientes a cada inserto.

~ Clona pg/pl
VBVDG06 5
241114 6.3

Estas muestras fueron mandadas a secuenciar y se confirmé que se trataba cDNA’s completos
para las dos pirofosfatasas de Arabidopsis thaliana estudiadas. La secuencia de bases se muestra

en la figura 4 (Pag. 50) y su traduccion a secuencia de aminoécidos se presenta en la figura. 6.

7.2.10 Digestion de plasmidos.

La digestion de los plasmidos correspondientes a cada una de las secuencias se realiz6 en un
medio cuya formulacion se indica en la tabla 4 (pag. 32).

Tabla 4. Digestion de los plasmidos de cada una de las secuencias 241114 y VBVDGO6.

Condicionde

Reactivos Cantidad
. _ digestion

H,O 14.0 pl
NE amortiguador 3 2.0 pl

37°C. 12 horas
DNA (plasmido purificado) 3.0 ul
Enzima BSTX & 1.0 pl



# El sitio de corte de la enzima de restriccion BSTX es S'CCAN NNNN'NTGG 3" v
3" GGTN'NNNN NACC 5"

7.2.11 Amplificacion del inserto por PCR.

La amplificacién de cada inserto se realizé utilizando los cebadores disefiados con el programa
Biology Workbench (San Diego Supercomputer Center) y presentados en la tabla 5 para generar
los nuevos sitios de corte y permitir la ligacion en fase bajo las condiciones indicadas en la

tabla 6.

Tabla5. Oligonucleétidos construidos para la amplificacién de sq-241114 y sq-VBVDG06
por PCR.

241I14F*: 5° cccgaattcatgagtgaagaé-ac_::taaagataaccag 3
241114R: 5 cccaagctttcaacgcctcagggtgtggag 3°
VBVDGO6F: 5°ggggaattcatggcgccaccgattgaggtt 3°
VBVDGO6R: 5°cccaagctttcaacgtcttaggttctccac 37

* la sigla F designa a los oligonucledtidos sentido y la sigla R a los antisentido.
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Tabla 6 . Condiciones de amplificacion por PCR.

, REACTIVOS | CANTIDAD CONDICIONES DE
| ; REACCION
Amortiguador 10X L 2.5u 1 Ciclo
Mezcla de dNTPs (10 mM) 1.5ul 95.0°C/3.0 min
Cebador de inicio 1.5ul 25 Ciclos
| Cabador de término ! 1.5 95.0°C/1.0 min
i Plasmido ' 1.0ul
I | 55.0°C/1.0 min |
720°0/ 10min |
Mg? (25 mM) o250 I Ciclo !
| |
f B0 MOl 1 9 0°c/100min |
; Tagpol (5.00 U/pl) C o 0.5ul -

7.2.12 Purificacion del DNA en gel.

Después de obtener el producto de PCR anteriormente descrito, se recuperé el fragmento del gel
mediante una metodologia basada en un sistema comercial de purificacion rapida de DNA en gel
de agarosa (Marlingen Biosciences Inc., USA), como sigue:

1) Recortar el drea de la banda de interés y verterla en un tubo Eppendorf.

2) Adicionar 500 pl de amortiguador de solubilizacion L1 ( perclorato de sodio concentrado,
acetato de sodio, y solubilizante TBE *) e incubar a 50°C por 15 min, con agitacion
moderada.

3) Disuelto el gel, se vertié la solucion en el cartucho de purificacion y se centrifugé a
12 000 r.p.m. por 1 min en microfuga.

4) Se desecho el filtrado, se viertieron 500 ul del amortiguador de solubilizacion (perclorato

de sodio concentrado y solubilizante TBE*) y se incubé a 25°C. por un minuto.
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Centrifugar y desechar el filtrado. * Es una formulacién propia de Marlingen Bioscience,
Inc.

5) Verter al cartucho 700 pl de amortiguador de lavado (NaCl, EDTA, y Tris-HCl), incubar a
temperatura ambiente por 5 minutos y se centrifugar a 12 000 r.p.m., por un minuto.

6) Centrifugar nuevamente una vez mas a 12 000 r.p.m., para eliminar en su totalida restos
de amortiguador de lavado.

7) A continuacion el cartucho de filtrado se monto sobre un Eppendorfy se le vertieron 50ul
de TE amortiguador [10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 0.1 mM EDTA] previamente calentado a
70°C, se mantuvo en incubacién por un minuto y nuevamente se centrifugd a 12000
r.p.m., por 2 min en microfuga.

8) Finalmente, se colecta ese filtrado y se somete a liofilizacion.

9) Una vez que solo queden unos minusculos cristales, se disuelve la muestra en 10pl de
agua estéril.

Para determinar que se encuentre la banda purificada se realiza una electroforesis de dcidos

nucleicos aplicando 2 pl de muestra bajo el procedimiento antes mencionado.

7.2.13 Ligacion del producto de PCR con el vector pPGEM-T Easy.

La ligacién se realizé utilizando el Sistema pGEM-T Easy vector (Promega Corp., Madison WI,

USA), en el medio de reaccion cuya composicién se describe en la tabla 7.
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Tabla 7. Condiciones de ligacion a pGEM T-Easy

Reactivos Cantidad Condiciones de

- - ligacion
Amortiguador de 5.0 ul

ligacion

4°C durante
PGEM-T 1.0 ul
12 horas

Producto de PCR 3.0 pl
DNA ligasa T4 1.0 pl

7.2.14 Transformacién de células competentes E. coli BL codon plus o E coli DH5a

1) El producto de la reaccién de ligacion fue mezclado con células competentes E. coli @
DHSF o E. coli BL codon plus. Incubara 25°C por 10 min.

2) Aplicar choque térmico de 42°C en baio por 90 seg y adicionar 800 pl de medio LB e
incubar a 37°C por una hora.

3) Verter 100 pl de la mezcla anterior sobre cajas de Petri con meciio LB y adicionar 50 ul de
IPTG [100 mM] (Isopropylthio-B-D-galactosido) y 10 pl de X Gal [50 mg/ml] (5-bromo-
4-cloro-3-indolyl B-D galact6sido). Mezclar perfectamente hasta lograr homogeneidad.

4) Incubar las cajas de Petri a 37°C por toda la noche.

7.2.15 Purificacion de los plasmidos pGEM-T Easy

1) De las colonias caracteristicas se toma una asada y se dejan crecer en 5 ml de medio LB
hasta una densidad optica de 1. Centrifugar por 2 minutos a 12 000 r.p.m a temperatura
ambiente.

2) Resuspender las células en 100 pl de (50 mM glucosa, 25 mM Tris HCI pH 8, 10 mM

EDTA y 10 mg/ml de lisozima). Mezclar hasta homogeneizar la pastilla celular.
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3)

4)

5)

6)

7

8)

9

Adicionar 5pl de enzima RNAsa 10mg/ ml.

Adicionar 200 ul de la solucién fresca de 0.2 M NaOH y | % de SDS. Mezclar
invirtiendo por cinco veces e incubar en hielo por 2 minutos.
Posteriormente adicionar 150 pl de una disolucién 5 M de acetato de potasio (pH 5) y
mezclar invirtiendo por 10 veces, manteniendo los tubos en hielo por un lapso de 3 a §
minutos.
Centrifugar a méxima velocidad en microfuga durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Separar el sobrenadante transfiriéndolo a tubos nuevos desechar la pastilla.
Verter un volumen igual que el colectado en los tubos nuevos de fenol-cloroformo,
centrifugar a maxima velocidad, por dos minutos.

Repetir el paso siete.

10) Precipitar el DNA con dos volumenes de Etanol concentrado a —20 °C, manteniendo en

incubacioén a —20 °C, por 10 minutos.

11) Centrifugar las muestras a 12 000 R.P.M., por 5 minutos.

12) Secar a vacio y resuspender en 10 pl de agua estéril.

7.2.16 Digestion del plasmido pGEM T- Easy y pGTK+.

Esta digestion se lleva acabo en el medio cuya composicion se muestra en la tabla 8, para asi
liberar el inserto de interés. Dicho inserto se purifica mediante electroforesis en geles de agarosa

(cfr. 7.2.12) y se liga en el vector pgtk+ dentro del marco de lectura de la Glutation- S-transferasa,

para generar una proteina de fusion, la cuél esta bajo el control de un promotor inducible Lac, tal

como se describe en los apartados siguientes.
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Tabla 8 . Condiciones de digestién del vector pGEM T-Easy

Reactivos Cantidad  condiciones de

e T digestion
Plasmido 7ul
Amortiguador universal ul
10X

> 37°C
Enzima ECO R,] 1 ].l[ por 12 horas.
Enzima Hind IIT 1 ul
H,O 18 ul

7.2.17 Defosforilacién del plasmido pGTK".

El proceso de defosforilacion del plasmido se lleva a acabo para dejar el vector con los extremos

libres para acoplar al inserto.

; 3

9.

Verificar la presencia y tamafio del DNA digerido por medio de una electroforesis de
4cidos nucléicos. (cfr. 7.2.8).

A cada muestra del plasmido purificado, como se indic6 anteriormente, se adicionan 2 pl
de fosfatasa alcalina.

Se incuba a 37 °C, por una hora.

Inactivar la fosfatasa por choque térmico a 72 °C, por 5 min.

Se lleva a 200 a pl con agua estéril.

Adicionar un volumen igual de fenol-cloroformo-isopropanol.

Mezclar, centrifugar a 12 000 r.p.m y colectar la fase acuosa.

Repetir paso 6y 7.

Agregar a la fase acuosa 1/10 de acetato de sodio y 2.5 volimenes de etanol.

10. Dejar precipitar por una hora a -20 °C.

11. Centrifugar a 12 000 r.p.m., retirar sobrenadante y resuspender en 20 pl de agua estéril.
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12. Comprobar por electroforesis de 4cidos nucléicos (arriba descrito) la presencia y tamaiio

del inserto asi como la proporcion de estos para ligarlos al vector de expresion.

7.2.18 Ligacién en gtk+

Este paso debe realizarse en un medio cuya composicién se describe en la tabla 9.

Tabla 9 Condiciones de ligacién al vector pgtk+.

‘Reactivos Cantidad Condiciones de

S— = __ ligacién

Amortiguador de ligacién 4 pl

5X

Vector pgtk+ 1 pl 25°C
porlh

DNA desfosforilado 1 pul

(para ambas clonas)

Ligasa 1ul

H,0 13

7.2.19 Induccién de expresion de las proteinas de fusién.

El proceso de induccion de gst-241114 y gst-VBVDGO6 se realizé en dos fases. Primero se
cultivaron células de E coli transformadas con el plasmido gtk+, en 5 ml de medio LB con 5 pl
de ampicilina [50 mg/ml], por una noche a 37 °C, con agitacién constante. Medio mililitro de
estos cultivos se inoculé a 50 ml del mismo medio LB fresco en matraces de 250 ml. El cultivo se
incubé a 37 °C, con agitacién constante hasta alcanzar 0.6 a 0.8 unidades de densidad optica a
595 nm (DO). Al llegar a la DO se suplementé con 0.1 mM final del inductor IPTG. El cultivo se

incub6 a 25 °C, por 12 h mas.
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Los cultivos pertenecientes a cada clona, se centrifugaron juntos en un rotor JA-14 a 12 000 rpm,

por 10 minutos.

7.2.20 Extraccion de proteina soluble.

1. Centrifugar a 12 000 R.P.M. en rotor JA-14, por 10 minutos.

2. Retirar el medio LB. Lavar la pastilla celular con 1 ml de amortiguador de lisis celular
(Tris-HCI1 0.1M, pH 7.5, MgCl; 3 mM y EDTA 1 mM)

3. Sonicar las células en 15 ml de amortiguador de lisis celular con PMSF ImM final en un
equipo de punta de titanio Braun Biotech Inc., USA

4. Centrifugar a 12 000 rpm y colectar sobrenadante (Primer extracto proteico).

5. A la pastilla celular repetir los pasos 3 y 4 de este apartado tres veces mas.

6. Colectar cada extracto proteico en refrigeracion (Segundo, tercero y cuarto extracto).

7.2.21 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE )

Para realizar la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE), con una concentracion al 10y 12 %

(p/v), se prepararon geles de poliacrilamida cuya composicion se describe en la tabla 10.
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Tabla 10 . Preparacion de gel para electroforesis desnaturalizante en SDS (SDS-PAGE).

Solucién Gel apilador 4 % | Gel separador Gel separador
Acrilamida (ml) 10 % Acrilamida 12 % Acrilamida
- . (my  (m)
30 % Acrilamida, Bis- 0.67 | 3.33 4.0
 Acrilamida0.8%
Amortiguadorpam ge! o TZ?__ e o - =t -
apilador' - -
Amortiguador para gel = 25 2.50
. separador’ . .
Agua 35 | 4ll = 344
TEMED” 0005 | 0007 0007
Persulfato de amonio 25 0.025 0.050 0.050
o
_Volumen final ( ml) 5 T 1010

* Se afiaden después de desgasificar la solucion con vacio por un periodo de 10 minutos.
'0.25M Tris HCI pH: 6.8, 0.2 % SDS, Urea 6M
20.75M Tris HCI pH: 8.8, 0.2 % SDS, Urea 6M

El gel se prepara entre dos placas de vidrio y se corre a 70 mV (aprox. 100 mA) por dos a tres
horas. Estos se revelan por inmersion en solucion de azul de Coomasie (Coomasie R250 0.05%,
en metanol:acético:agua (5:1:5) y se destifie en 4cido acético al 7 % (v/v) y metanol al 5 % (v/v).

Los geles asi obtenidos pueden conservarse en una solucién de acido acético al 5 %.

7.2.22 Purificacién en Glutathione Sepharose ™y Benzamidine Sepharose

Al cabo de haber obtenido cada uno de los extractos protéicos como se menciono en la seccion
7.2.20 estos se pasaron a través de 0.5 ml de resina de Glutathione Sepharose™ (Amersham
Biosciences). Con la finalidad de que la méxima cantidad de proteina de interés sea atrapada en la
columna, cada extracto se hizo pasar tres veces, se lavé la columna con el amortiguador de lisis
celular y se eluyeron 10 fracciones de 0.5 ml con amortiguador de lisis celular adicionado de 10

mM Glutatione reducido (Gibco-BRL™).
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A cada fraccién obtenida se le determiné la actividad enzimética de PPiasa (cfr. 7.2.4), la
concentracion de proteina (cfr. 7.2.5) y su perfil electroforético de proteinas en SDS-PAGE (cfr.
7.2.21).

Las fracciones en las que eluyé mayor cantidad de proteina pura se mezclaron y se les adicionaron
10 unidades de Trombina (Amersham Biosciences) por mg de proteina. La mezcla se dejo digerir
por una noche a 25 °C y agitacion constante. Posteriormente y después del tratamiento de
digestion anterior, se corroboré que las muestras presentaran actividad hidrolitica y se observaron
las bandas esperadas en geles de acrilamida. Proteina recombinante de 25 KDy proteina GST de
25 KD.(SDS-PAGE, cfr. 7.2.22).

Una vez que la digestion mostro ser satisfactoria, se pasé cada muestra a través de columnas de
0.5 ml de Benzamidine-Sepharose (Amersham Biosciences). Cada muestra se pasé tres veces por
la resina y al final se colecté el eluato. Posteriormente, se lavé la columna con 1 ml del
amortiguador de lisis celular.. El eluato anterior y el volumen de lavado se analizaron para
verificar la presencia de la banda correspondiente a la proteina recombinante y a la proteina
GST.

El eluato final anterior se desalé a través de columnas de Sephadex G25, la cual se pasd
nuevamente por la resina de Glutathione-Sepharose. Los eluatos se analizaron por actividad
enzimatica de PPiasa (cff. 7.2.4), concentracion de proteina (cfr. 7.2.5) y port SDS-PAGE (cfr.
7.2.21), con lo que se comprobé la presencia de la enzima recombinante purificada.

De la cantidad final de proteina pura obtenida se separaron 900 pg para la generaciéon de
anticuerpos, el resto se empled para el estudio de las propiedades cinéticas y moleculares de la

enzima.
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7.2.23 Obtencién de anticuerpos contra las proteinas puras.

La obtencién de anticuerpos contra pr-24114 y pr-VBVDGO06 fue realizada en conejos jovenes
por inyeccion subcutdnea de 900 pg de proteina pura mezclada 1:1 con el adyuvante completo de
Freud (Sigma Immuno Chemicals) para la primera inoculacién, e incompleto para las
subsecuentes. El total de proteina fue dosificada en cuatro inoculaciones (0.3 mg de inicio, 0.2
mg a los 15 dias, 0.2 mg a los 21 dias y 0.2 mg alos 33 dias). Al cabo de cuarenta y cinco dias
los antisueros designados anti-pr-241114 y anti-pr-VBVDGO06 fueron colectados y evaluados por
su habilidad para detectar la proteinas correspondientes en papel de nitrocelulosa conteniendo 0.2
ng de proteina pura, aplicada mediante la técnica de filtrado llamada “Dot-blot”. La maxima
dilucién de antisuero capaz de revelar una mancha obvia, luego de la incubacion con un segundo
anticuerpo anti-IgG de conejo acoplado a peroxidasa y el revelado por medio de la técnica de
“Enhanced Chemio Luminescence” (ECL, Amersham Biociences), se designé como el titulo del

antisuero.

7.2.24 Actividad de fosfatasa

El anélisis de la actividad de fosfatasa se determiné por la generacion de fosfato libre en el medio
de reaccion. Esta se fue hecha con MgCl; 6 mM o sin el, con un amortiguador de reaccion
compuesto por Tris-HCI 0.1M, pH 7.5 y EDTA 2 mM. La metodologia ocupada es la misma que
la reportada en la seccién 7.2.4 para medir la actividad de pirofosfatasa. Los sustratos v

concentraciones empleadas se encuentran en la tabla 11.
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Tabla 11. Sustratos y condiciones empleadas para determinar actividad de fosfatasa de cada una de
las pr-241114 y pr-VBVDGO06.

Sustratos fosforilados analizados en su actividad de fosfatasa

Sﬁétrato Condicion Su;strato Condicion
ATP Concentracion final =~ p-NPP
Ni[;l; 0.5 mM Concentracion final
o p-NPS 400 uM
DGP Reaccion por
PGA 10 i A - Reaccion por
PEP . g 10 min.
GUDP temperatura .
|
PRPP ambiente. |
GDP |

7.2.25 Efecto de cationes divalentes sobre la actividad de pirofosfatasa.

La determinacién de actividad ante la presencia de diferentes cationes se llevé a cabo con medio

de reaccion de Tris-HCl pH: 7.5 0.1 M EDTA 0.1 mM y sin catién, o adicionando una

concentracion final de cation de 1.5, 6 3 mM. Las sales analizadas fueron MgCl,, CaCl,, ZnSO 4,

CoCl, MnSO 4, CuSO 4 y FeSO .. Adicionalmente, se determiné la actividad en presencia de 1.5

mM de MgCl,, mas 1.5 mM de un segundo cation, ya sea CaCl,, ZnSO 4, CoCl 5, MnSO 4, CuSO;4

0 FeSO 4.

La metodologia utilizada para la determinacion de fosforo liberado fue la reportada en el

apartado 7.2.4.
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7.2.26 Isotermas de saturacion a concentraciones variables de magnesio y pirofosfato.

Cada determinacion de cinética de saturacion se realizo en medio de reaccion constituido por Tris
0.1 M, pH 7.5, EDTA 0.1mM y concentraciones de MgCl, de 0.2, 0.6, 1.1 y 5.1 mM. Para cada
concentraciéon de Mg”* se emplearon la concetraciones de Pirofosfato de 1, 5, 10, 20.50, 100, 150.
400, y 1000 pM. Los tiempos de incubacién se variaron entre 5 y 60 minutos a 25 °C, segln se
requiriese para generar una respuesta adecuada.

Las concentraciones de las especies libres y complejos en equilibrio quimico multiple en solucion
en los ensayos con pirofosfato y magnesio variables se calculé conforme a lo descrito por
Rodriguez-Sotres (1990). Para este calculo se consideraron las constantes de estabilidad globales

reportadas en la tabla 12.
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Tabla 12. Constantes de estabilidad globales (considerando la formacién desde sus
especies libres méds simples) de los complejo de pirofosfato con magnesio, pirofosfato
con sodio, EDTA con magnesio y EDTA con sodio. Estas constantes se emplearon en
los célculos de las concentraciones de equilibrios multiples en solucién con el
programa MECOMPLX (los valores fueron calculados de acuerdo con los valores
reportados por (Baykov ef al. 1972 ). Los valores son independientes del pH en el
rango cercano a la neutralidad, dado que la concentracién de protones se incluyé en los
calculos. Los valores de las constantes se consideraron a fuerzas idnicas entre 0.1 y

0.15 M.
am;:»i;‘:j_o Constante _ Uﬁl?lad;s a
PPiMg* 7.76x10° oM
PPiHMg" 5.129x10° mM?
PPiMg,’ 3.89x102 - mM?
PPiH,Mg° 3.89x108 mM?
PPiNa* 2.57x10? mM’!
PPiHNa* 3.311x10* mM?
PPiNa* 4.677x10* mM-?
PPiH* 1.288x10¢ mM-!
PPiH,* 3.09%10° mM?
EDTAH* 2.19%107 mM"!
EDTAH,* 3.162x10" mM?
EDTANa* 5.01x107? mM!
EDTAMg* 3.98x10° mM*!
EDTAHMg 3.98x10° mM?

Los resultados permitieron el calculo de las especies y complejos tales como en el ejemplo que se
muestra en la tabla 13.
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Tablal3. Reporte de las concentraciones de especies libres, especies totales y complejos
de pirofosfato magnesio en el ensayo reportados por el programa MECOMPLX (ejemplo
de una condicién con 1.1 mM de Magnesio y 1 pM de pirofosfato totales).

Especie  Libre (mM)__"TotaI (mM) | Complejo -_(n-iM)_
Mg 1.0000000  1.1009394 |PPiMg* 1.0000x10°
Na* 0.2000000  0.2000000 |PPiHMg 2.0901x10°
H 3.1623x10°  2.7974x10* | PPiMgy® 5.0129x10°
EDTA*  25072x107  0.1000000 |PPiH;Mg° 5.0129x10*
PPi* 1.2887x107  0.0010769 |PPiNa* 6.6237x10"°
PPiHNa* 2.6985x10°*
PPiNay* 1.2054x10"
PPiH* 5.2487x10°
PPiH* 3.9820%107
EDTAH* 1.7363x10*
EDTAH,* 7.9278x10%
EDTANa* 2.5122x10°
EDTAMg* 0.0997866
EDTAHMg 3.1555%10°

7.2.27 Longitudes de absorcion y fluorescencia de las proteinas puras.

La determinacion de los espectros de fluorescencia de las proteinas se obtuvo en un rango de
longitud de onda de 240 a 450 nm, en un espectrofluorofotometro SHIMADZU RF5000U, a

temperatura ambiente.
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8. RESULTADOS

8.1 Extraccién y purificacién del ADN plasmidico.

Una vez adquiridas las dos clonas en TAIR (Arabidopsis Information Resource) cuya secuencia
codificaba para dos dii‘erentes pirofosfatasas de A thaliana, se transformaron bacterias
competentes de E. coli DHS5a. Las bacterias se sembraron en placa y se escogieron colonias
positivas, estas se cultivaron y se purificé el plasmido tal como se describe en el apartado 7.2.7.
La secuencia nucleotidica 241114 estaba dentro del vector Bluescript.sk, mientras que la
VBVDGO6 se encontraba dentro del plasmido Lambda zip. Para ambos casos se extrajo el
inserto con la enzima de restriccion BSTX 1 (7.2.10). El plasmido se analiz6 mediante
electroforesis en Agarosa al 1% (Fig. 3, pag. 49) antes (carriles 1 y 2) y después de digerir con
BSTX I (carriles 3 y 4). Lo anterior permitié liberar cada uno de los insertos del plasmido del cual

provenian y posteriormente generar las construcciones que nos permitieran expresar €sos genes.

48



pb

23130

-— 9416
6557
4361

2322
2027

564

1 2.3 4% 5

Figura 3. Perfil electroforético de los extractos totales y
digeridos de los pldsmidos Lambda zip y Bluescript.sk
que contienen a los insertos que codifican para las
proteinas VBVDGO6 y 241114 respectivamente. Carril 1
Extraccién del vector Bluescript.sk Carril 3 inserto
241114 separado del vector de origen. Carril 2 Extraccion
del vector Lambda zip. Carril 4 inserto VBVDGO06
separado por digestién del vector de origen.

Luego de confirmar su pureza e integridad, cada uno de los dos plasmidos se cuantificd por
absorbancia a 260 nm y se envi6 a un servicio de secuenciacién (Unidad de biologia molecular,
Instituto de fisiologia celular, UNAM), para asi comparar la secuencia de los insertos con los
cADNSs tedricos obtenidos de la base de datos TAIR (Arabidopsis Information Resource). Cuya
identidad fue del 100% para ambos cADN's. La secuencia fue traducida in silico (Fig 4).
Mediante el programa ALINE (Biology WorkBench. San Diego Supercomputer Center,
http://workbench.sdsc.edii/) se realizO un alineamiento entre ambas secuencias y revelo
coincidencia del 79%, a nivel de aminoacidos. Con el programa “TargetP” (Center for Biological
Sequence Analysis BioCentrum DTU) se calcularon las masa moleculares y los puntos
isoeléctrico tedricos, también mostré que la proteina predicha para VBVDGO06 es posiblemente
citoplasmatica, en tanto que la predicha para 241114, podria ser mitocondrial, sin embargo estos

resultados deben tomarse con reserva hasta que se demuestre su localizacion.
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VBVDGO06.

ATGGCGCCACCGATTGAGGTTTCTACCARAAGCTTACGTTGAGARACATGTTTCACTTCCTAC
iTCTTAATGAGAGGATACTTTCGTCCATGAGTCACAGATCBGTAGCTGCACACCCATGGCATGA
|TCTCGAGATAGGACCTGAAGCCCCAATTATCTTCAATTGTGTGGTTGAGATAGGAAAAGGGAG
|CAAGGTGAAATATGAACTCGACAAAACTACGGGTCTCATTHRGGTCGACCGTATTCTTTACTC
iATCTGTCGTATACCCACACAACTATGGGTTCATTCCCGCGTACCCTTTGTGAGGACAGTGACC
|CTATTGATGTTCTTGTCAT TATGCAGGAACCGGTGATCCCAGGATGCTTTCTTCGGGCCAARG
| CTATTGGTCTGATGCCAATGATTGATCAGGGTGAGARAGACGACARAGATCATTGCTGTCTGCG
| CTGACGATCCAGAGTATCGCCATTACAARCGACATCAGTGAGCTTCCGCCTCATCGTATGGCTG
| AGATCCGCCGTTTCTTTGARAGACTATAAGAARAAACGAGAACAAGGAAGTAGCCGTTAACGACT
| TCCTTCCGGCAACTGCAGCCTACGACGCAGTTCAGCATTCCATGGATCTCTTGCAGACTACGT
iCGTGGAGRACCTAAGACGTTGA.

241114

| ATGAGTGAAGAAACTARAGATAACCAGAGGCTGCAGCGACCAGCTCCTCGGTCTTAACGAGAG
!GATTCTCTCATCCTTGTCAAGAAGATCCGTAGCTGCTCATCCATGGCATGATCTTGAGATTGE
| ACCTGGAGCTCCACAGATTTTCAATGTGGTTGTTGAGATCACTAAAGGAAGCAAGGTCAAATA
CGAGCTTGACAAAAAGACAGGACTCATCAAGGTTGATCGTATTCTCTACTCCATCAGTTGTGT
ACCCTCACAACTATGGTTTTGTTCCTCGCACATTGTGTGAAGACAATGACCCCATTGATGTCT
TAGTCATCATGCAGGAACCTGTGCTTCCGGGTTGTTTTCTGCGTGCCAGAGCCATTGGATTAR
TGCCTATGATTGACCAGGGTGARAAAGATGACARAGATCATTGCAGTGTGTGTTGATGATCCTG
AATATAAGCACTACACTGACATAARGAACTTCCTCCTCACCGTCTCTCTGARATCCGTCGTTT
CTTCGARGACTACAAGAAARACGAGAACAAGGAAGTTGCAGTGAATGATTTTCTGCCATCTGA |
GTCTGCGGTTGARGCTATCCAGTACTCAATGGACCTCTATGCTGAATACATTCTCCACACCCT
GAGGCGTTGA -

Figura 4. Secuencia nucleotidica de sq-241114 y sq-VBVDGO6.
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A)

- 10 20 T30 40 50 60
VBVDGO6& MAPPIEVSTKSVVEKHVSLD"LNERILSSMSHRSVAAHPWHDLEIGPERPI7FN VVEP

2417114 MSE--ETKDNQRLQRPA--PRLNERILSSLSRRSVAAHPWHDLEIGPGAPQIFN\JVEIm
10 20 30 40 50

70 80 90 100 110 120
VBVDGO6 KGSKVKYELDKTTGLIKVDRILYSSVVYPHNYGFIPRTL! EDSDPIDVLVIMOERVIZG.

2417114 KGSKVKYELDKKTGLIKVDR-LYSSVVYPHNYGFVPRTLMEDNDPIDVLVIMQEPULPG\
60 70 80 %0 100 110

130 140 150 160 170 180
VBVDGO6  FLRAKAIGLMPMIDOGEKDDKIIAVCADDPEYRHYNDISELPPHRMAEIRRFFEDYKKNE

241114 FLRARAIGLMPMIDOGEKDDKIIAV VDDPEYKHYTDIKELPPHRLSEIRRFFEDYKKNE

120 130 140 150 160 170
190 200 210
VBVDGO6 NKEVAVNDFLPATAPYDAVQHSMDLYRDYVVENLRR

241114 NKEVAVNDFLPSESFUEAIQVSMDLYREYILHTLRR

180 190 200 210

B)
Datos tedricos Longitud pl Masa
Secuencia (aa) (dalton)
VBVDGO06 216 5.26 24576.17
241114 212 5.73 24484.07

. Figura 5. A) Alineamiento de secuencias traducidas de sq-241114 y sq-VBVDGO06.
B) Datos moleculares calculados para las secuencias traducidas sq-241114
y sq-VBVDGO06.

Nuevamente con el programa “ProtParam” (ExPASy Server protein tools,
http://au.expasy.org/tools/protparam.html Gasteiger E., Hoogland C., Gattiker A.,
Duvaud S., Wilkins M.R., Appel R.D., Bairoch A.; Protein Identification and Analysis
Tools on the ExPASy Server; (In) John M. Walker (ed): The Proteomics Protocols
Handbook, Humana Press (2005).pp. 571-607 ) se calculé la composicion de
aminoacidos de ambas p;oteinas (Tabla 14). Estos datos sirvieron para determinar el
punto isoeléctrico tedrico y el peso molecular esperado ((Fig 5 B) y para dar una
explicacion posible a las diferencias encontradas en los espectros de absorcion y

fluorescencia de ambas proteinas (vease mas adelante 8.12).



Tabla 14. Perfil de composicién de aminoacidos de clonas VBVDG06 y 241114,

vavnggﬁ 241114
#AA Ycomposicion # A A Yocomposicidn

Ala (A) 15 e T1 %2
Arg (R) 1 51 15 71
Asn (N) 8 a7 8 38
Asp (D) 17 79 16 75
Cys (C) 4 1.9 3 1.4
Gln (Q) 3 1.4 3 28
Glu (E) 17 79 18 8.5
Gly (G) 8 3.7 8 38
His (H) 8 3.7 & 28
Ile (I) 18 83 16 7.5
Leu (L) 15 6.9 19 9
Lys (K) 13 5] 14 6.6
Met (M) 7 3.2 5 24
Fhe (F) 6 28 [ 28
Bro (B) 16 7.4 15 71
Ser (S) 13 6 12 57
Thr (T) 6 2.8 2 28
Trp (W) 1 05 1 05
Tyr (¥ 11 5.1 10 47
val (V) 19 8.8 17 8
Asx (B) 0 0 0 0
Glx (Z) 0 0 0 0
Xaa (X) 0 0 0 0
Cargas (-)(Asp+ Glu) 31 34

Cargas (+)(Arg + Lys) 24 29

8.2 Comparacién con otras secuencias de pirofosfatasas.

El andlisis de las secuencias de las dos pirofosfatasas estudiadas (VBVDGO06 y 241114) indican
que estas dos proteinas coinciden en un 79 % de sus secuencia, y presentan elevada semejanza
con pirofosfatasas solubles inorginicas de plantas como Populus tremula tomentosa, Solanum
tuberosum, Zea mays, Oryza sativa, y bacterias como Beta Vulgaris (Tabla 14, y Fig. 6). Los
cristales analizados para las pirofosfatasas de E. coli y Levadura, revelan que este tipo de
pirofosfatasas poseen 4 iones de Mg por sitio activo y un sitio activo por subunidad. siendo
ambas enzimas oligoméricas en su forma activa. Ambas son inactivas en ausencia de Mg

(Cooperman et al., 1992).
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QB6YR71
Phytoplasma asteris

Oryza sativa
P0O724B10.39

Populus

tomentosa VYBVDGO06
Q6PWT70

049949
2414 Solanum
Zea mays tuberosu
048556 11H9
Beta vulgaris

Figura 6. Dendograma construido con las distancias evolutivas entre las secuencias de
aminoécidos de pirofosfatasas de diversos oraganismos, relacionadas con las estudiadas
en el presente trabajo. Los codigos mostrados son nimeros de acceso del GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/submit.html). El cdlculo se realizé con el
programa ClustalW (Biology WorkBench. San Diego Supercomputer Center,
http://workbench.sdsc.edu/)

Tabla 15. Porciento de identidad de aminoacidos de las secuencias 241114 y VBVDGO06 con otras
pirofosfatasas de vegetales y bacterias.

Zeamays  Ononyelow 241114 VBVDGDG  Pwigais  Soamm!  Popuous!  Onzasaiie

21 81 41 100 79 79 n 89 75
VBVDGDS k) 79 100 m 81 7 7
Populus | 8 75 79 7 100 75
Zea mays mn 78 74 81 78
Sonum! | . 100 7 m
Bwgais | 7 79 75

Onyza saie 7 100
Orion yellows 41
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8.3 Construccion de la proteina de fusion

La amplificacion de cada gen por la técnica de PCR (vease 7.2.11) se muestra en la figura 7. Los
productos de PCR correspondientes se ligaron en pGEM-T Easy vy se introdujeron en células E.
coli DHS5a. Se recuperd el plasmido de varias transformates positivas (Fig. 8) Las que
corresponden a los carriles 3, 4, 5, 6, y 9 se digirieron con las enzimas Eco R1 y Hind III, que
cortan en los oligonucledtidos usados para la amplificacion, pero no en el interior de los insertos
en estudio. El anélisis electroforético reveld las bandas esperadas (cercanas a 600 pb) para ambos
insertos, siendo los carriles 3, 4 y 5 para la clona 241114 y los carriles 6 y 9 para la clona

VBVDGO6 de la figura 8.

564

Figura 7. Amplificacién por PCR de cada gen de pirofosfatasa.
Carri 1, marcador de peso molecular 2./ Hind III ; Carril 2, Inserto
correspondiente a VBVDGO06. Carril 3, Inserto correspondiente a
proteina 241114,

54



23130
2416
6557
4361

2322
- 2027

564 =i

1 23 456 7 89

Figura 8. Identificacién de insertos 241114 y VBVDGO6 en los
plasmidos pGEM T-easy. Carril 3,4 y 5 Producto obtenido por
digestion del plasmido pGEM T-easy con inserto de la proteina
241114; carriles 6 al 9, Producto obtenido por digestion del
plasmido pGEM T-easy con inserto de la proteina VBVDGO06.
Carril 1, escalera de maracadores de A-Hind IIL

Entonces, cada inserto se separ6, purificd, y se ligd nuevamente ahora en el vector gtk+ en fase
con GST. La figura 9 muestra los insertos digeridos asi como el vector gtk+ digerido y
defosforilado previo a la ligacion con las nuevas construcciones. No se muestra imagen posterior
a la construccion vectorial, pues esta fue accidentalmente borrada de mis documentos, sin
embargo si fue realizada y mostré6 un resultado exitoso. Una vez realizada la construccion
anterior, nuevamente fueron transformadas células competentes E coli BL codon plus y se indujo

la expresion de las proteinas de fusion.
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Figura 9. Insertos purificados y vector digerido y
desfosforilado. carriles: 1: marcadores de peso molecular
A/Hind III; 2 y 3, secuencias de DNA digeridas y purificadas
241114 y VBVDGO6 respectivamente; 4, vector de expresion
gtk+, digerido y desfosforilado, portador del gene para la
proteina GST. '

8.4 Induccién de la expresion de las proteinas

La induccién proteica fue exitosamente lograda bajo la metodologia reportada en el apartado
7.2.19. Los resultados que se muestran en la figura 10 (Pag. 57) revelan una banda intensa en un
peso aproximado de 50 KDa el cudl inicamente aparece después de realizar la induccion. Véase
que en los carriles 2 y 5 no se presenta la intensa banda de 50 KDa que si aparece en las muestras

inducidas de los carriles 3,4, 6y 7.
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Sin  Efecto de Sin Efecto de
KD inducir Induccion inducir Induccion

100
75

50

25

1 2 3 4 5 & 7

Figura 10. Perfil electroforético de proteinas solubles intracelulares inducidas y
no inducidas. Carril 1, Marcadores de peso molecular Bio Rad Dual Color. Carril
2 al 4 Proteinas correspondientes a la clona 241114, y 5 a 7 proteinas
pertenecientes a clona VBVDGO06. 2 y 5 No se encuentran bajo la influencia del
inductor IPTG. 3 y 6 Primer extracto proteico bajo la influencia del factor de
induccion. 4 y7 Segundo lavado de células inducidas.

8.5 Proteinas de fusién purificadas por cromatografia de afinidad

Los extractos proteicos gst-241114 y gst-VBVDGO06 se purificaron en columnas de Glutation-
sepharose, el perfil electroféretico de las fracciones recuperadas se muestra en la figura 11.
mientras que la figura 12; muestra que después de tres lavados atin se obtiene proteina de fusion

de las columnas de Glutathione Sepharose ™.
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12 3 4 5 6 7 8 910

Figura 11. Perfil electroforético de proteinas, diferentes fracciones. Carril 1,
Marcadores de peso molecular Bio Rad Dual Color. Carril 2 y 3 fracciones
proteicas que no se pegaron a las columnas de afinidad de Glutathione
Sepharose ™ Carril 4 a 7 Proteina 241114 fusionada con la Glutathione S
transferasa (diferentes lavados). Carril 8 al 10 Proteina VBVDGO6 fusionada
con la Glutathione S transferasa (diferentes lavados).

KD

Figura 12. Perfil electroforético de purificacién por afinidad de las
proteinas de fusién GST-241114 (carriles 2 y 4) y GST- VBVDG06
(cariiles 3 y 5).Carriles (4 y 5) muetran un lavado adicional. Carril 1 :
Marcadores de peso molecular (Bio Rad Dual Color).

8.6 Actividad y caracteristicas de las proteinas de fusién

Debido a que las PPiasas de bacterias y levaduras estudiadas hasta la fecha son inactivas como
monomeros y, debido a que la proteina de fusion posee un importante impedimento estérico para
permitir la formacion de los oligémeros, nuestra prediccion inicial fue que la proteina de fusion

no presentaria actividad. Sin embargo, ambas proteinas de fusién presentaron actividad de
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PPiasas. En ambos casos la actividad fue totalmente dependiente de la presencia de magnesio.
(Tabla 16). Su perfil de elucién en columnas de filtracion en gel correspondio al de los
monomeros y aunque se observaron agregados de proteina de peso molecular superior, dichos
picos no presentaron actividad. Una caracterizacion més detallada de esta enzima no es parte del
de este estudio y fue realizada por Gustavo Garcia Olvera y Rogelio Rodriguez Sétres (Datos no

publicados). Dichos datos no se incluyen en este trabajo.

Tabla 16 . Capacidad de hidrélisis de diferentes sustratos fosforilados.
Actividad de fosfatasa presentada por cada proteina de

s

Sfusidn. (umol*min*mg") _

Proteina de Sustrato +Mg*

- Mgl’
fusién (0.3 mM)
Gst-VBVDGO6  PPi (0.16 mM)  0.298 0.002
Gst-241114 PPi (0.16 mM) 0.274 0.002
Gst-VBVDGO6 Otros’ ND? ND!

Gst-241114 Otros' ND* ND#

"Actividad hidrolitica sobre : ATP, ADP, NADP, G6P, PGA, PEP,
UDP, PRPP,GDP (0.5mM) o sobre pNPP, pNPS, y bis pNPP
(0.4 mM). *ND, no detectada.

8.7 Digestion desalado y purificaciéon de las PPiasas recombinantes

Después de observar la presencia de la proteina de fusion en cada uno de los lavados de la
columna, se mezclaron aquellos de mayor concentracion protéica y se adiciond la proteasa
Trombina. La mezcla de digestién se desalé a través de una columna de Sephadex™ G-25 para
eliminar el glutation, se aplicé secuencialmente a columnas de Benzamidina-sepharosa y de
Glutathione-sepharose pa;'a retener la Thrombina y la GST, respectivamente, ambas columna se
lavaron con un volumen de amortiguador, para recuperar la totalidad de la proteina, con lo cuil se

obtuvo la proteina recombinante totalmente pura y libre de la proteina de fusion (Fig. 13).
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Figura 13. Perfil electroforético de las proteinas fusionadas con la
Glutathion-S-transferasa y aquellas digeridas, separadas vy
purificadas. Carril 1 Marcadores de peso molecular Bio Rad Dual
Color. Carril 2 y 3 Proteinas gst-241114 y gst-VBVDGO06. Carril 4
y 5 Proteinas 241114 purificada. Carril 6: Proteina VBVDGO06
purificada. Carril 7. Proteasa Thrombina, pura.

8.8 Actividad de pirofosfatasa ante diferentes sustratos

La medicién de actividad de las proteinas puras di6 como resultado que de todos los sustratos

analizados, sélo el pirofosfato es hidrolizado por las proteinas puras obtenidas (Tabla 17. Pag.

61).
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Tabla 17. Actividad de las pirofosfatasas recombinantes puras
sobre diferentes sustratos fosforilados.

 Actividad de fosfatasa préseurada por cada clona.

( umol*min’ *mg™)
Clona Sustrato +Mg?*

—Mgb
(0.3 mM)
VBVDGO6  PPi(0.16mM)  0.368 0.003
241114  PPi(0.16mM) 0314 0.002
VBVDGO06 Otros NDi ND}
241114 Otrost ND} ND}

T Actividad hidrolitica sobre: ATP, ADP, NADP, G6P, PGA, PEP,
UDP, PRPP,GDP (0.5mM) o sobre pNPP, pNPS, y bis pNPP (0.4
mM).

1. No detectada.

8.9 Actividad de pirofosfatasa ante diferentes cationes

La determinacién de actividad ante la presencia de diferentes cationes se llevo a cabo como se
expresa en el apartado 7.2.25. Dentro de los resultados obtenidos (Fig. 14) se observé que el
MgCl; es el tinico que produce una activacién importante de la actividad de PPiasa, en cambio
Ca™, Zn™, Co™, Cu®" y Fe¥, resultaron inefectivos como activadores. Nétese ademads, que en
presencia de magnesio, la adicion de cualquiera de los anteriores cationes, no incrementa
considerablemente la actividad hidrolitica de estas enzimas, sin embargo si la disminuye (Fig.
14 Mg-Ca, Mg-Zn, Mg-Co, Mg-Cu-y Mg-Fe). En presencia de Manganeso, se detectdé una muy
baja actividad, que no se incremento al afiadir el cation en doble concentracion (Fig. 14, 2-Mn) o
al afadir Mg?*. Notese ademas que frente a la adicién del doble de magnesio (Fig. 14, 2-Mg) la
actividad de la proteina pr-VBVDG06 es igual a la obtenida con 1.5 mM de MgCl,, en tanto que
la proteina pr-241114 si presenté una mayor actividad en esta condicion. Lo anterior indica que a

pesar de su parecido a nivel de secuencia, sus caracteristicas cinéticas no parecen ser las mismas,
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al menos frente a la activacion por magnesio, por ello se decidi6 realizar un experimento en el
cual se modificaran las concentraciones de Mg?* y determinar la hidrélisis de pirofosfato ante

estas condiciones.

:

;

:

:

g

Tasa de reaccién (min?)*
s
8

]

Figura 14. Actividad de hidrolisis de pirofosfato por la
pirofosfatasas recombinantes puras (- )p241114 y (=) pVBVDG06,
en ausencia o en presencia de varios cationes divalentes afiadidos
individualmente a una concentracién de 1.5 mM (Mg”, Zn*', Mn™,
Ca™, Cu®, Co™, Fe*), 0 a una concentracién de 3 mM (2-Mg, 2-Zn,
2-Mn, 2-Ca, 2-Cu, 2-Co, 2-Fe). También se muestra la actividad en
presencia de 1.5 mM de Mg y con 1.5 mM de cada uno de los
restantes cationes (Mg-Zn, Mg-Mn, Mg-Ca, Mg-Cu, Mg-Co, Mg-
Fe). * Representa las moléculas de pirofosfato hidrolizado por
molécula de enzima por minuto.

8.10 Cinéticas de saturacion por pirofosfato y magnesio.

El andlisis realizado se efectu6 modificando las concentraciones totales del sustrato pirofosfato a
concentraciones fijas del activador magnesio, tal como se describe en el apartado 7.2.26. Una vez
realizado el experimento, los datos se graficaron frente a las concentraciones calculadas del
complejo MgPPi (Tablas 12 y 13 ), dado que estas enzimas requieren para ser activas de el
sustrato MgPPi> como se muestra en las figuras 15 A, B y C. No se reportan pardmetros
cinéticos dado que ain no tenemos claridad del tipo de modelo que siguen estas enzimas. Sin
embargo, las graficas muestran una clara dependencia por Mg”>* como cofactor, necesario para la
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activacion de estas enzimas. Es evidente que a bajas concentraciones de Mg, la taza de hidrélisis
de pirofosfato es menor y se presenta una inhibicién por altas concentraciones de este sustrato
(ver figura 15-B y 15-C m 0.2 mM y o 0.6 mM). Por otro lado, en estas graficas puede verse una
diferencia mas entre ambas proteinas, siendo notorio que la proteina VBVDGO06 muestra que a
concentra.ciones de m 0.2 mM de Mg* alcanza aproximadamente la mitad de la taza de reaccién
maxima presentada por la proteina 241114. Ademés, mientras que a las concentraciones de 0.6,
1.0, y 5.0mM de Mg”, las tazas de reaccién para la proteina VBVDGO06 alcanzan méximos
semejantes, la enzima 24 l.I 14 muestra una actividad ligeramente menor a la concentracion de 0.6
mM de Mg?*. Los resultados anteriores, sugieren que alguna de las especies libres de pirofosfato
inhibe la hidrélisis, ya que como se ve en el panel A de la figura 15 cuando la concentracion de
pirofosfato libre supera los 0.05 mM (aproximadamente) es cuando la inhibicién se hace
evidente. Hay que aclarar que aqui se representa la concentracién de Pirofosfato tetraniénico,

pero las concentraciones de pirofosfato tri y di aniénico se mueven en paralelo a este valor.
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Figura 15. Cinética de saturacién por pirofosfato y dependientes de magnesio. A) Las
lineas discontinuas descendentes (- - - - - - - - - - - -) muestran la concentracién de Mg™*
libre (escala derecha) y las lineas continuas (— - —) muestran las concentraciones
del tetranién pirofosfato libre (escala izquierda). B) clona 241114 y C) clona
VBVDGO6. Los puntos unidos por lineas muestran el ajuste de actividad a la ecuacién
de Hill sin o con un componente de inhibicién por exceso de sustrato (Tovar-Mendez
et al., 2001). Las concentraciones de Mg *'y para cada condicién son m 0.2 mM, »
0.6mM. A1.OmMMYy ¥ 5.0 mM.



8.11 Elucién de picos de proteinas 241114 y VBVDGO06 en columnas de exclusion
molecular de HPLC

Como parte final de la caracterizacién de las dos proteinas recombinantes generadas (241114 y
VBVDGO06), Estas fueron inyectadas en una columna de exclusion molecular de HPLC como
proteinas puras y como mezcla de proteinas con la Glutathione S-transferasa (selo digeridas y sin
purificar). Las proteinas puras eluyeron como un sélo pico con un timepo de retencion de 23.5
minutos. Sin embargo, el perfil de actividad de la proteina VBV es mas ancho que el pico de
absorbencia, a diferencia del pico de actividad de la proteina 241 que si coincide con el pico de
proteina. La muestras inyectadas antes de eliminar la GST y la trombina de la mezcla muestran
dos picos adicionales a los 18.5 min. y a los 21 min., que podrian corresponder a las proteina de
fusion remanente y a la GST. El pico de actividad que se encontrd con a los 25.5 min puede
corresponder a fosfato contaminante, porque corresponde a fracciones de muy bajo peso
molecular y es poco probable que sea enzima activa. El hecho de que se detecte actividad en
zonas que corresponden a tiempos de retencién mas cortos que 23.5 minutos (pico de la enzima
pura) indica que es posible que la proteina pueda presentar formas de agregacion, posiblemente
dimeros, que podrian presentar alta actividad, pero si su proporciéon como proteina es baja, no

serian evidentes en el cromatograma.
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Figura 16. Perfil de elucion de las proteinas VBVDGO06 y 241114. Las muestras se inyectaron
después de la digestion con trombina y antes o después de purificar la proteina recombinante. La
separacion se realizd en una columna de exclusion molecular de HPLC (SHODEX SB-803-HQ). El
medio de elucién fue Tris-HC] 0.05 M pH 7.5 con 0.1 M sulfato de amonio. La basal de las lineas

correspondientes a la absorbencia de la proteina pura (- , --=---) fueron desplazadas verticalmente
sobre la escala para facilitar la interpretacion.

8.12 Datos de absorcién y fluorescencia

Para cada una de las dos proteinas se analizaron los espectros de fluorescencia teniendo como
resultado un solo pico de excitacién para la proteina 241114 en 338 nm con un rendimiento
cuantico maximo si es excitado a 285 nm. mientras que la proteina VBVDG06 presenta dos
picos de excitacion uno a 285 nm y otro a 239 nm siendo este ultimo de un rendimiento cudntico
de 1/5 con respecto al pico de 285 nm (Tabla 18). Mientras que los picos 285/338 se deben a la

presencia de aminodcidos aromaticos ocultos al solvente, el pico de 239/285 se atribuye a un
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sulfhidrilo oculto (libre 0 como puente de disulfuro) que se encuentre en las cercanias de un
aminoécido aromatico (posiblemente un triptofano). A pesar de ello, las secuencias difieren en
tan sélo una cisteina y una tirosina.

Tabla 18 . Longitudes de absorcién y fluorescencia de las
r@@i‘?ﬁ—ipﬁlﬂﬂ pr-VBVDGO6.

Clona . 2 mdx mﬁ B (UF) "
| Excitacién Emision [ Relativ.

l_

‘241114 285 338 13.5
VBVDGO6 | 239 336 29
| | 285 | 336 15.4

8.13 Inmunodeteccion 'e identificacién de picos de elusion en extractos de frijol ante
deficiencia o suficiencia de fosfato.

Como se esperaba que la actividad de pirofosfatasa estuviese relacionada con el estado de
nutricién con fosforo, se obtuvieron extractos de raiz de frijol. Estos se fraccionaron en una
columna de fenil sepharosa, tal como se describe en materiales y- métodos (¢fr.7.2.3). Las
fracciones colectadas fueron analizadas determinando actividad de pirofosfatasa dependiente de
magnesio y su respuesta inmunoreactiva frente a los anticuerpos desarrollados contra cada una de
las proteinas recombinantes pr-VBVDGO06 y pr-241114 puras. Para ello, se emplearon los
antisueros a una dilucién de 1:5000 y 1:10000, respectivamente. Dicha dilucién fue elegida luego
de una titulacion.

En la figura 17 se muestran sefiales de reconocimiento de extractos de raices de plantulas de
frijol crecidas por tres semanas bajo suficiencia 10 uM o deficiencia de fosfato. Unidos a la
actividad de pirofosfatasa generada por los mismos extractos bajo la técnica antes reportada. En
esta imagen podemos ver de forma preliminar, que los anticuerpos generados a partir de las

proteinas recombinantes 241114 y VBVDGO06 de A.Thaliana, reconocen sefiales en extractos de
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raices de frijol mostrando diferencias notables en la fraccién 4 de las plantas tratadas en
suficiencia o deficiencia de fosfato. Estas sefiales no coinciden con los picos de actividad, lo que
indica que no necesariamente las proteinas eluidas en los puntos de mayor actividad deben ser
reconocidos por los anticuerpos generados. De esta manera, las proteinas eluidas en los puntos
4,10y 11 (Fig. 17) seguramente presentan mayor homologia con las proteinas de las cuales
fueron generados los anticuerpos. Este resultado nos invita a generar nuevas estrategias que nos

permitan estudiar con mayor profundidad estas proteinas.
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Figura 17. Fraccionamiento de extractos proteicos de raices de plantulas de frijol crecidas en
suficiencia 10uM (), o deficiencia (A ) de fosfato en fenil-sefarosa con Tris 0.1 M pH 7.5,
EDTA 0.5 mM y MgCl. 3mM, suplementado con 0.5 M NaCl (+—+), sin suplementos (- ),
o con 50% etilenglicol (¢#—#). A) Inmunodeteccion con anticuerpos Anti-241114 y Anti-
VBVDGO6 de la proteina aplicada a papel de nitrocelulosa (DotBlot). B) Actividad
expecifica de pirofosfatasa de las mismas fracciones.
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9. DISCUSION. L
Los dos c-ADN analizados en este trabajo presentan gran semejanza entre ellos. especialmente a
nivel de la secuencia de aminoacidos para la que codifican (Fig. 5). No es sorprendente que
ambas sean proteinas con caracteristicas semejantes, i.e. poseen actividad de pirofosfatasa, con
alta especificidad hacia pirofosfato (Tabla, 17) y. a las concentraciones probadas. magnesio es un
activador esencial que no es reemplazado por ningin otro de los cationes divalentes probados.
excepto quizd manganeso, aunque la actividad fue cercana al limite de deteccion y es poco
probable que sea relevante, desde el punto de vista fisiolégico (Fig. 14). Se trata ademas de
proteinas cuyos monémeros pesan cerca de los 25 Kda, caracteristica que las relaciona a las
pirofosfatasas de levadura y E. Coli (Cooperman et al., 1992).
Sin embargo, a pesar de la semejanza entre ellas, las proteinas recombinantes aqui estudiadas
muestran diferencias en su afinidad por el magnesio y por el sustrato. La proteina pr-VBVDGO06
mostré un débil pico de fluorescencia a 336nm, con excitacion a 239 nm que posiblemente se
deba a la existencia de un sulfihidrilo o un puente de disulfuro que se encuentra a corta distancia
de algin residuo aromatico (muy posiblemente un triptofano). Puesto que la composicion de las
proteinas es muy semejante, esta diferencia podria ser atribuible a la presencia de una cisteina
mas y/o una tirosina adicional en la proteina pr-VBVDGO06, (Cys 55 y/o Tyr 12) ambas hacia el
extremo amino de la secuencia (Fig. 5, pag.51: y Tabla 14, pag. 52 ). Alternativamente, podria
tratarse de una diferencia en el plegamiento, a nivel de la estructura terciaria entre ambas
proteinas. Ademas de una cinética compleja, que muestra una inhibicion por exceso de sustrato

(Fig.15), lo que las distingue de las pirofosfatasas de levadura y de £ coli. Este fenomeno

69

[

.
A
L%

Y



tampoco ha sido reportado en preparaciones obtenidas directamente de la planta, lo que nos lleva
a considerar tres posibilidades:

i) Las diferencias en el extremo amino pueden ser indicativas de una localizacion intracelular
diferente, si bien el analisis de secuencias no aport6 indicios claros, una de las proteinas podria
ser mitocondrial y su extremo amino podria ser procesado (cfr. 8.1). Es posible que el
comportamiento cinético de las proteinas no procesadas sea diferente.

ii) Se trata de proteinas que se regulan o requieren de algin otro tipo de modificacion
postraduccional que no ocurre en el sistema recombinante, o bien, la expresion como proteinas de
fusion lleva a un plegamiento estable, pero ligeramente diferente del que se observa in planta.

iii) Las proteinas presentan este comportamiento porque estd relacionado con un mecanismo
regulatorio de su actividad que no ha sido explorado.

Al respecto cabe mencionar que muchos de los estudios hechos en las pirofosfatasas de plantas se
realizaron en preparaciones purificadas directamente del tejido vegetal, desafortunadamente, se
trata de proteinas de baja abundancia y cuya medida de actividad sufre interferencia por la
presencia de fosfatasas, lo que complica los estudios. Por otro lado, los estudios realizados con
enzimas de plantas no han sido exhaustivos en el andlisis de las especies quimicas que se forman
en solucion, lo que dificulta la comparacién. Finalmente, la presencia de varias isoenzimas de
peso molecular semejante abre la posibilidad de que las preparaciones purificadas directamente
de la planta fuesen mezclas de varias isoenzimas.

En relacién con lo anterior, el fraccionamiento de los extractos de frijol en fenil sefarosa permitio
revelar varias proteinas inmunoreactivas con los antisueros generados frente a las proteinas
241114 y VBVDGO06 expresadas y en esas mismas fracciones, se detecté actividad de
pirofosfatasas dependientes de magnesio (Fig. 17). Lo que confirma que el genéma de A thaliana
posee miiltiples isoformas de pirofosfatasas inmunolégicamente relacionadas y varias de ellas se
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expresan simultinemante en un mismo tejido. Asi, aunque desconocemos su localizacion
intracelular y su papel metabélico concreto, resultan de gran interés los cambios en los niveles de
actividad de los diferentes picos en relacion con la deficiencia de fosforo, de entre los que resalta
la completa desaparicion de inmunoreactividad en la fraccién 4 (Fig. 17,). Tales cambios son
dificiles de interpretar en detalle por el momento dado que ignoramos la localizacion y
caracteristicas de cada isoforma, pero refleja la relevancia de estas actividades en la respuesta a la
deficiencia de fosforo.

Por otro lado, un aspecto en el que también difieren de las enzimas de bacterias y levaduras es el
estado de asociacion en columnas de filtracion. Las proteinas purificadas y digeridas con
trombina, eluyen con un pico principal de proteinas, en el también aparece la actividad, pero se
observa cierta actividad en un peso molecular que no corresponde al monémero (aunque ahi no se
detecta la proteina, posiblemente por su baja concentracién). Este resultado indica que las
proteinas aqui estudiadas pueden ser activas como mondmeros y, quiza también, como dimeros
(Fig. 16) . La enzima de bacterias es un hexdmero de subunidades idénticas (Cooperman ef al.,
1992) en tanto que la de levaduras es un dimero (Cooperman et al., 1992) en estos tltimos dos
casos las formas disociadas son inactivas.

Una confirmacién de su actividad en formas monoméricas viene del hecho de que las proteinas de
fusion presentan una actividad semejante a la de las formas digeridas, en este caso, la presencia
del dominio de GST en la proteina dificultaria la asociacién para la formacion de dimeros y la
actividad de esta forma deberia ser menor a la de la forma digerida, lo que no se observé (Tablas,

16y17)
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10. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las dos proteinas recombinantes 241114 y VBVDGO06 muestran ser pirofosfatasas, clasicas en el
sentido de que su sustrato {inico es pirofosfato y su actividad se manifiesta sélo en presencia de
Mg *'. Pese a su semejanza a nivel enzimético y molecular (79 % de similitud en su secuencia)
muestran cinéticas se saturacién diferentes entre si, que invitan a caracterizarlas de una forma
mas exhaustiva. Por otra parte, se obtuvieron anticuerpos anti-241114 y anti-VBVDGO06 con titulo
de 1/ 5000 y 1/ 10000 respectivamente, con ellos fueron detectados cambios importantes en la
presencia de ciertas isoformas de las pirofosfatasas en plantas de frijol sometidas a deficiencia o
suficiencia de fosforo, lo que sugiere una estrecha relacién entre la presencia de algunas de estas
isoformas y la adaptacién de la planta a la deficiencia.

De estas diferencias resulta de gran interés identificar a la proteina de la fraccion 4 (Fig. 17) y
determinar sus caracteristica cinéticas, regulatorias y su localizacién intracelular.

Finalmente, se han logrado generar las herramientas moleculares para realizar una caracterizacién

mas detallada de las pirofosfatasas en su respuesta a la deficiencia de fésforo en plantas.
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