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Capitulo 1. Introduccion

El fésforo es un nutrimento esencial para el desarrollo de las plantas debido a que interviene
en procesos importantes como la produccion de energia (sintesis de ATP), el transporte de
nutrientes, la transferencia de informacion genética, la formacion de estructuras membranales,
entre otras funciones importantes. Cuando este nutrimento estd ausente la productividad de
los cultivos se ve reducida notablemente.

En la actualidad existe una gran proporcion de suelos agricolas en donde la cantidad
de fésforo es insuficiente para el desarrollo de las plantas; esto se debe principalmente a la
facilidad con que este elemento forma complejos que las plantas no son capaces de asimilar.

El cultivo de frijol es uno de los mas importantes en nuestro pais, la mayoria de las
zonas productoras se localizan en regiones de la Republica Mexicana donde la cantidad de
agua es limitada y los suelos son deficientes de fésforo. Gracias a la amplia diversidad
genética, es posible seleccionar genotipos de frijol que exhiben cierta tolerancia a la falta de
este nutriente, lo cual indica la existencia de mecanismos que ayudan a incrementar la
incorporacion y/o hacer un uso mas eficiente del fésforo disponible. Las cinasas del tipo
SnRK-1 (Sucrose non fermenting related protein kinase-1) se activan en condiciones de
estrés, promueven la fosforilacién de enzimas clave que redirigen el metabolismo y favorecen
la adaptacion de las plantas a esta condicion.

El complejo proteinico SnRK-1 se conforma por tres subunidades: la catalitica
denominada a y dos regulatorias llamadas B y y. Actualmente se ha reportado que existen por
lo menos dos isoformas de cada de las subunidades regulatorias, lo cual sugiere la existencia
de diferentes complejos que reconocen diferentes sustratos.

El proposito de este trabajo de investigacion consistio en caracterizar el efecto de la
deficiencia de fosforo sobre la expresion de las subunidades del complejo SnRK-1 durante el
desarrollo de vainas y semillas de frijol. De tal forma que los resultados obtenidos sirvan como
antecedente para el desarrollo experimental que permita establecer la funcion de dicho
complejo en la deficiencia de fosforo.

El desarrollo experimental consistio en la observacion del efecto de la deficiencia de
fésforo sobre la actividad cinasa del complejo, la expresion de las subunidades que lo

conforman y las posibles combinaciones para formar los diferentes complejos de SnRK-1.



Para lo cual se emplearon los extractos proteinicos de vainas y semillas de frijol en diferentes
etapas de desarrollo, en condiciones de deficiencia y en condiciones optimas de fosforo.

Se determind la actividad cinasa de los extractos proteinicos mediante la cuantificacion
de la incorporacién de P en un péptido sintético llamado SAMS, cuya secuencia de
aminoacidos es similar a la secuencia de los aminoacidos de las proteinas blanco que
reconoce el complejo SnRK-1. Una vez que se determin6 el comportamiento de la actividad,
se estudid la expresion de las diferentes subunidades empleando la técnica de Western Blot.
Finalmente para conocer la posible composicion del complejo se empled la separacion en una

columna de exclusion molecular (Superdex 200) seguido por la técnica de Western Blot.



Capitulo 2. Marco Tedrico

2.1 Generalidades del cultivo de frijol

El frijol (Phaseolus vulgaris L.) pertenece a la familia de las Fabaceas; es una planta de
crecimiento rapido que se caracteriza por tener:

« Un sistema radicular ligero constituido por una raiz principal y un gran namero de
raices secundarias.

« Hojas sencillas y de tamafio variable segun el genotipo.

« Frutos de color verde o amarillo, con forma cilindrica y dimensiones variables.

Es un cultivo estratégico para México, ya que ocupa el segundo lugar en superficie a
nivel nacional con un promedio de 1.68 millones de hectareas. En el periodo de 2006 a 2008
se produjeron 1.31 millones de toneladas, con un valor de 7.5 mil millones de pesos,
(SAGARPA, 2008). Sin embargo, los rendimientos agricolas obtenidos son bajos debido a la
falta de desarrollo tecnolégico y a la precipitacion irregular en las zonas donde se cultiva el
frijol (Figura 1).

Figura 1. Distribucion de los cultivos de frijol en México.

El Servicio de Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP) estimé que el
rendimiento potencial del frijol era de 1.8 ton/Ha y 2.0 ton/Ha, sin embargo en el afio 2008,
SIAP reporto que el rendimiento promedio a nivel Nacional fue de solo 0.67 ton/Ha. Bajo este

panorama se ha sugerido que las posibles causas son la carencia de agua y de nutrientes.

Se estima que existen ciento cincuenta especies de frijol, de las cuales cincuenta se
encuentran en México y sélo cuatro especies han sido domesticadas: Phaseolus vulgaris L.
(frijol coman), Phaseolus coccineus L. (frijol ayocote), Phaseolus lunatus L. (frijol comba) y

3



Phaseolus acutifolius gray (frijol tepari). Las dos primeras especies son las mas importantes
en nuestro pais por la superficie sembrada y su produccion (Rosales et. al, 2001).

Como cualquier otro cultivo, la disponibilidad de agua, la temperatura, el fotoperiodo y
la cantidad de nutrientes presentes influyen notoriamente en el crecimiento y desarrollo del
frijol. Se ha reportado que las condiciones Optimas para este cultivo consisten en una
humedad relativa de 60 al 65%, una temperatura que oscile entre 10° C a 27° C y respecto a
la condicion del suelo, debe de existir un buen flujo de agua, alto contenido de materia
organica y pH que se encuentre entre 6.5y 7.5, dado que en este intervalo de pH la mayoria
de los nutrimentos se encuentran disponibles para poder ser asimilados por la planta (Rosales
et al., 2001).

2.2 Desarrollo de la planta del frijol

El desarrollo de la semilla es un proceso crucial en el ciclo de la vida de las plantas puesto
que provee un nexo entre dos diferentes generaciones. Este proceso estd genéticamente
programado y correlacionado con los cambios en los niveles de los metabolitos y condiciones

ambientales.

De manera general el desarrollo de la semilla se puede dividir en dos etapas: la morfogénesis

y la maduracion.

2.2.1. Morfogénesis de la semilla y caracteristicas de las plantas de frijol

La morfogénesis (Figura 2) es el proceso que comprende desde la germinacion hasta la

formacion de la nueva semilla dentro de la vaina.

El primer signo del inicio de la germinacion, corresponde a la aparicion de la radicula, la cual
se convierte con el tiempo en la raiz primaria o principal. Dias después se desarrollan las
raices secundarias y el hipocaétilo (parte subterranea del tallo principal), favoreciendo que el

cotiledén emerja sobre el suelo.

Una vez que el cotiledén estd en la superficie promueve el crecimiento del primer par de
hojas primarias y del epicétilo (porcion del tallo ubicada entre los cotiledones). De esta

manera la planta comienza a crecer.
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Figura 2. Desarrollo de la planta de frijol.

De acuerdo con la forma de desarrollo, los cultivos de frijol pueden agruparse en cuatro

tipos:

a)

b)

d)

Tipo 1, arbustivo: La altura de las plantas varia entre 30 cm y 50 cm y la etapa de floracion
es rapida, la cual marca la pauta para detener el crecimiento del tallo principal y de las

ramas.

Tipo 2, arbustivo indeterminado: Son plantas pequefias que poseen pocas ramas y
desarrollan una guia pequefia; a diferencia de las plantas arbustivas, la floracion no es la
pauta para detener el crecimiento del tallo, es decir, aunque la planta tenga

inflorescencias, las ramas y el tallo siguen creciendo.

Tipo 3, indeterminado postrado: Presentan un importante sistema de ramificacion, el tallo
principal y las ramas presentan capacidad trepadora; la etapa de floracion es mas

prolongada que en los casos anteriores.

Tipo 4, trepador: Su tallo mide 2 metros o mas de altura si es guiado; su floracion se
prolonga durante varias semanas, esto puede comprobarse porque se observan vainas

casi secas en la parte basal de la planta mientras que en la parte alta sigue la floracion.



En una planta de frijol se encuentran diferentes estructuras, algunas son:

a) Las flores tienen la morfologia ideal para la autopolinizacion, ya que el polen cae

directamente sobre el estigma lo cual provoca la rapida apertura de las flores. De cada flor

puede formarse una o varias vainas.

b) Las vainas corresponden a los frutos de la planta de frijol; estin compuestas por dos

valvas que envuelven a las nuevas semillas. En los primeros dias de crecimiento, las

vainas se elongan lentamente portando rudimentos florales en su parte apical; esta

elongacion se agiliza durante el desarrollo y maduracion de la planta.

c) Las semillas inician su crecimiento poco antes de que las vainas alcancen su maxima

longitud. Al iniciar esta etapa se encuentran unidos el endospermo, la cubierta y el embrion

para formar a la nueva semilla, que hasta ese momento tiene poco crecimiento. Cuando la

vaina tiene el estado de méaxima longitud, las semillas crecen con rapidez, debido a que se

promueve la divisién celular favoreciendo el aumento de volumen y tamafio de semilla. La

cubierta es una estructura crucial para el desarrollo exitoso de la semilla; ya que permite el

paso de nutrientes en las etapas iniciales de desarrollo de la semilla.

Durante su desarrollo varios reguladores metabdlicos son activados, promoviendo cambios

caracteristicos como:

El desarrollo del meristemo, que es un tejido altamente diferenciado que se

caracteriza por una division celular activa.
La subsecuente incorporacion de sacarosa para ser degradada a hexosas.

La obtencién de la actividad fotosintética y la estabilizacién del estado energético

de la planta.

La induccion del almacenamiento de metabolitos de reserva.

Pero no todas las semillas que se planean formar se logran desarrollar. Esto se debe al

fendmeno conocido como aborto de semillas, el cual puede ocasionarse por diferentes

factores como la escasez de nutrientes, falta de agua o estrés ambiental. La etapa posterior a

la formacion de la semilla es la maduracion.



2.2.2 Maduracién de la semilla de frijol

El proceso de la maduracién de las semillas (Figura 3) se realiza en tres fases

(Gutiérrez et. al., 2007) que se mencionan a continuacion:

1. Fase de transicion. Se caracteriza por la desactivacion de los controles maternos y la
activacion de los propios de la semilla. Algunas vias metabdlicas y reguladores que

intervienen son:

e Via metabolica del nitrogeno. Porque la reserva de proteina se ve limitada por la

capacidad de la semilla para tomar nitrégeno.

o Degradacion de &cidos grasos. Dependiendo de la cantidad de &cidos grasos la

duracién de la maduracion se ve modificada.

e Acumulacién de sacarosa. Ya que es un prerrequisito para la adquisicion de la

tolerancia de la desecacion.

« Deficiencia energética. Puesto que se requiere una gran cantidad de energia para la

fase de desecacion y latencia.

2. Desarrollo del embrion y relleno de la semilla. En esta etapa se observa el crecimiento del
embridn y la acumulacion de productos de reserva hasta la maduracion fisiologica, es
decir, cuando la semilla esta completamente formada, es de color verde y su humedad
promedio se encuentra entre el 52 y el 54%. Esta etapa finaliza con un cese del

crecimiento para dar lugar a la diferenciaciéon de las capas que conforman a la semilla.

3. Desecacion y latencia. En este periodo la semilla pierde agua; durante el secado su color
cambia a las diferentes tonalidades caracteristicas de las variedades de frijol y su
humedad promedio llega al 14%. También ocurre la acumulacion de azucares no
reductores, las que estabilizan, protegen a las macromoléculas y retienen la integridad
funcional de las membranas después de la desecacion y rehidratacion (Hoekstra et. al,
2001). Los azucares no reductores pueden servir como una fuente disponible de energia

durante la etapa de latencia.



Los procesos de maduracion son activados por cambios en el ambiente o en los nutrientes, lo
cual genera respuestas en el metabolismo, como la fosforilacion de proteinas, para que la
semilla comience a adaptarse a las condiciones en que se encuentra (Baena et al., 2007).

Tegumento

Protodermo

Eje embnonanc

Cotiledones

Raiz

Fase de transicion Crectmienio del embrién y rellenc de la semilia Desecaciény latencia

TRENDS in Plant Science

Figura 3. Esquema de la maduracion de la semilla.

2.3 Requerimientos nutricionales.

La fotosintesis provee a la planta de gran parte de los requerimientos nutricionales, cerca del
95% de sus componentes son obtenidos a través de la fotosintesis y se forman por los
elementos: carbono, hidrégeno y oxigeno. El 5% restante lo obtiene del suelo en forma de
minerales, los cuales son indispensables para formar acidos nucleicos, modular la actividad
de enzimas, formar parte de las membranas, regular la presion osmética e intervenir en la
regulacion de procesos metabdlicos (Salisbury et al., 1969). Estos minerales se pueden
clasificar de acuerdo a las cantidades requeridas (Figura 4) y a su relevancia en el desarrollo

adecuado de la planta, en macronutrientes y micronutrientes.

Figura 4. Concentraciones adecuadas de minerales en las plantas

Macronutrientes

Nitrogeno NO* NH*" 1.5
Fosforo H,PO, HPO,” 0.2
Potasio K" 1.0
Calcio ca“’ 0.5

Magnesio Mg”* 0.2
Azufre S04~ 0.1




Micronutrientes

H FeI+ Fe!+

ierro 0.010
Manganeso Mn** 0.0050
Zinc zn** 0.0020
Cobre Cu* cCcu** 0.0006
Molibdeno M0O,* 0.00001

Boro BO> B,O;~ 0.002

Cloro CI 0.010
Niquel Ni** 0.0001

Modificado de Salisbury et. al., 1969.

2.4 Fo6sforo

El fosforo es un macronutriente que interviene en la formacién de moléculas de caracter
energético como el ATP y el NADP; participa en la fotosintesis, la formacién de membranas, la
transferencia de caracteristicas genéticas, el transporte de carbohidratos y en diversas
transformaciones metabdlicas. En tejidos vegetales se encuentra entre 0.2 al 0.5% del peso
seco; se caracteriza por ser un elemento moévil, es decir, que cuando existe deficiencia se
distribuye preferentemente entre las partes nuevas de las plantas.

Las plantas asimilan fosforo a través de las raices s6lo cuando forma iones ortofosfato
(H,PO4 y HPO,%); de esta manera su disponibilidad esta en funcién de su solubilidad, que a
su vez se ve modificada por reacciones fisicoquimicas y biologicas. Por ejemplo, en suelos
alcalinos el fésforo reacciona con calcio y magnesio formando precipitados que no pueden ser
asimilados por las plantas; en cambio, si el suelo tiene pH &cido se forman compuestos con
hierro, aluminio y manganeso que tampoco son asimilables (Raghothama, 1999; Poirier y
Bucher, 2002).

De esta manera la disponibilidad de fosforo varia, dando como resultado carencias

nutricionales en los cultivos.
2.4.1 Deficiencia de fésforo
Las plantas con deficiencia de fosforo manifiestan sintomas (Figura 5) como clorosis, puntas

de hoja necroticas, pigmentacion rojiza en las hojas debida a la formaciéon de antocianinas,
9



madurez retardada, formacion de tallos finos y cortos con hojas pequefias, favorecimiento del
crecimiento de la raiz y disminucion del numero de brotes. Muchos de los sintomas descritos
son mas evidentes en las hojas maduras.

La aplicacion de un fertilizante puede corregir el problema; sin embargo, buena parte
del fésforo afadido también forma complejos que las plantas no pueden aprovechar

(Fassbender, 1966 y Bornemisza, 1982), por lo cual es necesaria la aplicacion continua.

Figura 5. Plantas de frijol con deficiencia de fosforo (izquierda) y sin deficiencia de fosforo

(derecha)

Para superar la deficiencia de fosforo, las plantas implementan una serie de respuestas
dentro de las que destacan la expresién de transportadores de fosfato de alta afinidad, el
aumento en la secrecion de acidos organicos como el citrico o malico (Raghothama, 1999) y
la secrecion de enzimas que incrementan la disponibilidad del fésforo. Al mismo tiempo que el
fésforo acumulado en la vacuola se transporta a los tejidos que lo requieren (Mimura, 1995).
También se implementan medidas que ayudan a mejorar la eficiencia con que se incorpora el
fésforo disponible, reciclarlo, redirigirlo o cuando es posible suplirlo con sulfato. Ademas se
estimula la actividad de enzimas que usan pirofosfato en lugar de ATP (Wei-Yi et al., 2008).

A pesar de todos estos ajustes hay varios procesos metabodlicos que son muy sensibles
a la falta de este nutriente; uno de los mas importantes es la produccion de ATP, cuyo nivel

disminuye notablemente en plantas que sufren de deficiencia de fosforo.

2.5 Deficiencia energética

El control de energia y la homeostasis metabodlica son un reto para todos los organismos, de

tal manera que la tolerancia al estrés esta intimamente relacionada con la capacidad de los

10



organismos para mantener la disponibilidad de la energia necesaria para que la célula
sobreviva y crezca (Baena et al., 2007). Los organismos constantemente pueden sentir e
integrar muchos de los estimulos internos y externos para optimizar el crecimiento y
desarrollo. Las diferentes sefiales son percibidas por receptores especificos lo cual
desencadena cascadas de reacciones las cuales promueven las respuestas adecuadas para

adaptar al metabolismo de la planta a las condiciones adversas (Rolland et al., 2006).

Las consecuencias de la deficiencia de energia han sido estudiadas por décadas, al
igual que los sintomas que se presentan fisioldgica, metabdlica y molecularmente, tales como
el cese de crecimiento, la activacion de las vias catabdlicas para proveer el uso de nutrientes
alternativos y la disminucion de la actividad de las enzimas biosintéticas para preservar

energia (Baena et al., 2007).

Algunos de los moduladores energéticos que se activan, corresponden a la familia de
las cinasas AMPK/SNF1/SnRK-1, las cuales se presentan en mamiferos, levaduras y plantas
respectivamente. Su funcién consiste en percibir el estado energético, ajustar el metabolismo
del carbono a la carencia de fésforo, lograr la sobrevivencia en ambientes poco aptos y

contribuir a la restauracion de la homeostasis energética (Baena et al., 2008).

Estas cinasas son complejos proteinicos formados por diferentes subunidades, una
subunidad catalitica y dos regulatorias. Pueden existir isoformas de cada subunidad
regulatoria, generandose una gran variedad de combinaciones entre las subunidades y por
ende una gran cantidad de complejos. Aunque estos complejos conservan ciertas

caracteristicas, su actividad se modula y se expresa de diferente forma en los seres vivos.
2.5.1 AMPK (AMP-activated protein kinase)

En mamiferos, el complejo AMPK actia como regulador energético en condiciones de estrés.

Como se muestra en la Figura 6, este complejo se activa por un aumento en el cociente de

AMP/ATP generalmente cuando hay un ejercicio prolongado; una vez activado AMPK, se

apagan las vias que consumen ATP, tales como la sintesis de acidos grasos, colesterol y
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proteinas; mientras que se encienden las vias para producir ATP como la oxidacion de acidos

grasos Yy la glucdlisis (Hardie, 2004).

Estrés hiperosmético Falta de nutrientes Ejercicio prolongado

T~

TIAMP]: [ATP]

INHIBE rutas metabdlicas que ACTIVA rutas metabdlicas que
DEMANDAN ENERGIA NO DEMANDAN ENERGIA
Ap_optosis_ Transporte de glucosa
Sintesis de acidos B-oxidacion de acidos grasos
grasos

Transcripcion
Sintesis de colesterol

Figura 6. Activacion y modulacién de AMPK

AMPK interviene en la homeostasis de glucosa y en la homeostasis energética en el

metabolismo de lipidos. En el primer caso, cuando el nivel de glucosa es bajo, AMPK inhibe a
la produccién de insulina.
En el segundo caso la homeostasis energética se logra cuando la leptina aumenta la
oxidacion de los acidos grasos en musculos o bien cuando la adiponectina activa al
metabolismo de la glucosa, a la oxidacion de acidos grasos en musculo e higado ademas de
inhibir a la produccion de glucosa en el higado activando de esta manera a AMPK (Minokoshi
et al., 2002).

Respecto a su estructura, AMPK es un complejo heterotrimérico formado por una
subunidad catalitica denominada oy dos subunidades regulatorias llamadas B y y. La
subunidad catalitica tiene un dominio cinasa de serina-treonina y una region regulatoria
carboxi-terminal, la primera subunidad regulatoria () permite el ensamble del complejo,
mientras la segunda subunidad regulatoria (y) ayuda a la modulacién de la actividad del

complejo mediante efectos alostéricos provocados por AMP y ATP (Hardie et al., 2006).
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Se ha reportado que la masa molecular de la subunidad o es de 63 kDa, de la
subunidad B es de 38 kDa mientras que la subunidad y tiene una masa de 36 kDa (Hardie,
2007).

2.5.2 SNF1 (Sucrose non fermenting-1 protein kinase)

En el caso de las levaduras, la cinasa SNF1 (Figura 7) es importante debido a que interviene
en el cambio diauxico, es decir, en la transicion del metabolismo fermentativo al oxidativo
(respiracion), usando en el proceso al etanol formado durante la fermentacion para producir
ATP (Hardie et al., 1998). Ademas, regula la actividad de enzimas que intervienen en el
metabolismo de acidos grasos, juega diferentes papeles en la esporulacion, almacenamiento

de glucdgeno, termotolerancia y biogénesis del peroxisoma (Celenza y Carlson, 1986).

| Glucosa

Cambio diauxico Sintesis de glucogeno

Biogénesis del peroxisoma
Esporulacion

Termotolerancia

Figura 7. Activacion y modulacion de SNF1.

Estructuralmente SNF1 es un complejo formado por una subunidad catalitica a.y dos
regulatorias B y y. La subunidad a tiene un dominio de serina/treonina. La subunidad 3 es muy
importante en la formacién del heterotrimero porque contiene dos secuencias conservadas
gue ayudan a la interaccion especifica entre las subunidades o y y. Ademas regula la
localizacion subcelular de la cinasa y favorece la union con los diferentes blancos. La
subunidad y se encarga de la modulacion de la actividad del complejo (Jiang y Carlson, 1997).

Actualmente no existe suficiente informacion que avale que enzimas o moléculas activan al
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complejo SNF1, lo que se reporta es que por deficiencia energética éste complejo modula al

metabolismo de la levadura para que se adapte a las condiciones de estrés.
2.5.3.  SnRK-1 (SNF-1 related protein kinase)

En el caso de las plantas el complejo SnRK-1 ha sido considerado como un elemento crucial
de la regulacion transcripcional, metabdlica y del desarrollo en respuesta al estrés, ya que
interviene en la regulacion global del metabolismo (Halford et al., 2003).

En estudios realizados in vitro, se observo que SnRK-1 (Figura 8) fosforila e inactiva
cuatro enzimas de procesos metabdlicos: la S-hidroxi-g-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-
CoA reductasa) que interviene en la biosintesis de colesterol (Dale et al., 1995), la sacarosa
fosfato sintasa (SPS) que interviene en la biosintesis de sacarosa, nhitrato reductasa (NR) que
interviene en el primer paso de la asimilacion del nitrdgeno en la sintesis de aminoéacidos
(Sugden et al., 1999) y a la trehalosa fosfato sintasa 5 (TPS5) que es una enzima clave en la
sintesis de la trehalosa 6 fosfato, la cual a su vez participa en la sefalizacion de azucares,
regulacion del metabolismo y desarrollo (Harthill et al., 2006).

Estrés osmoético

Falta de nutrientes Oscuridad excesiva

N d

DEFICIENCIA ENERGETICA

SNRK-1

INDUCE REPRIME

!

Sacarosa sintasa
Sacarosa fosfato sintasa
Trehalosa fosfato sintasa

Nitrato reductasa

Gluconeogénesis
Mayor cantidad de transportadores
Degradacion de proteinas
Degradacion de lipidos

T

Lograr la homeostasis energética, crecimiento,
respuesta al estrés, desarrollo de
sobrevivencia en condiciones de estrés

Figura 8. Activacion y modulacion de SnRK-1.
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De manera indirecta SnRK-1 controla la trascripcion de varios genes como el de la
sacarosa sintasa, que interviene en la sintesis de la sacarosa, el de la B-Amilasa que participa
en la degradacion de almidon (Laurie et al., 2003) y en la activacion de la ADP-glucosa
fosforilasa (AGPasa) que participa en la sintesis de (Geigenberger, 2003).

Existen otras dos subfamilias relacionadas (SnRK-2 y SnRK-3) que son exclusivas de
plantas. Tienen menos caracteristicas en comun con SNF1, AMPK y SnRK-1; la secuencia de
aminoécidos que reconocen en sus proteinas blanco es distinta a la secuencia de
aminoacidos de los sitios que son fosforilados por SnRK-1 (Halford et al., 2004) y

probablemente participan en funciones distintas (Halford et al., 2003).

2.5.4 Subunidades que forman parte de los complejos cinasas AMPK, SNF1y SnRK-1

Las cinasas AMPK, SNF1 y SnRK-1 son heterotrimeros conformados por una subunidad
catalitica (o) y dos subunidades regulatorias (B y y), (Hardie, 2007). Cada una de ellas tiene

una funcion especifica dentro del complejo.

Se ha reportado que el complejo se forma por tres subunidades, pero de cada una se
han encontrado isoformas en los diferentes organismos en donde se expresan, tal como se

muestra en la Figura 9.

Subunidad « Tipos de Subunidad g Tipos de Subunidad y
Catalitica Subunidad clasica Presente en Subunidad clasica Presente en
plantas plantas

Figura 9. Diferentes tipos de las subunidades presentes en los diferentes complejos AMPK,
SNF1, SnRK-1.
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2.5.4.1 Subunidad catalitica «

Esta subunidad fosforila a los diferentes blancos; contiene un dominio tipico cinasa de serina-
treonina en su extremo amino terminal y un dominio regulatorio en su extremo carboxi-

terminal, con el cual interactia con las subunidades regulatorias By y.

En mamiferos existen dos isoformas de esta subunidad; se ha reportado que la primera
isoforma denominada al, se expresa en el citosol mientras que la segunda, llamada a2, se
restringe al nucleo y citosol de tejidos como el corazén, el masculo y el higado (Fragoso et al.,
2008). En AMPK esta subunidad tiene una masa de 63 kDa, mientras que en SNF1 su masa
es de 72 kDa y finalmente en SnRK-1 se reportado que tiene una masa de 58 kDa (Hardie et
al., 1998).

Las subunidades cataliticas descritas en mamiferos, levaduras y plantas tienen un 48%
de similitud en sus secuencias completas, pero si la comparacion se llega a restringir al

dominio cinasa la similitud llega a aumentar hasta un 60-65% (Polge y Thomas, 2006).

2.5.4.2  Subunidad regulatoria g

Las subunidades regulatorias  en las levaduras, los mamiferos y en las plantas muestran una
estructura en comun compuesta por un dominio variable amino terminal, asociado con dos
dominios conservados. Uno de los dominios conservados, denominado KIS (Kinase
Interacting Sequence) (Jiang y Carlson, 1997), permite la unidén de la subunidad «; el otro
dominio, es llamado ASC (Association with SNF1 Complex) (Yang et al., 1994; Jiang y
Carlson, 1997) que permite la union con la subunidad y (Yang et al., 1992). De este modo la
subunidad f constituye la base del complejo porque permite la interaccion de las tres
subunidades. Recientemente se ha caracterizado un nuevo dominio implicado en la unién al
glucégeno y con el dominio KIS (Hudson et al., 2003). Fue llamado GBD (Glycogen Binding

Domain) y presenta las caracteristicas de un dominio N-isoamilasa.

En mamiferos la subunidad B se ha caracterizado con una masa molecular que oscila

entre los 38 kDa y 40 kDa ademas de que es necesario que se expresen los tres dominios
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(ASC, KIS y GBD). En cambio, en levaduras el dominio KIS parece que no participa en la
formacion del complejo apy, debido a que el dominio ASC por si sélo es suficiente para

efectuar este proceso.

Finalmente, en las plantas las subunidades 3 pueden ser agrupadas en dos clases, una
en la que tiene caracteristicas semejantes a levaduras y mamiferos, que en Arabidopsis son
denominadas como AKINB1 y AKINB2 (Bouly et al., 1999) en las que el dominio ASC
interactta fuertemente con la subunidad y (Bouly et al., 1999; Gissot et. al, 2004) y la otra
clase que tiene una composicion estructural atipica llamada B3 en la que el dominio ASC

interactta con las subunidades de tipo o.

2.5.4.3  Subunidad regulatoria ¥

La subunidad regulatoria y se encuentra implicada en el mantenimiento de la conformacién
activa de la subunidad catalitica, debido a que se une al dominio autoinhibitorio de la
subunidad a. Los niveles de conservacion entre las subunidades presentes en los tres reinos
varia del 20 al 35% y corresponden a los motivos de cistation f—sintasa, los cuales sirven para

fijar las moléculas de AMP o ATP en mamiferos (Scott et al., 2004).

En mamiferos se ha observado que esta subunidad tiene una masa molecular que
oscila de los 36 kDa a los 38 kDa. En maiz se observé que esta subunidad contiene en su
extremo amino terminal una secuencia relacionada con el dominio KIS que se presenta en la
subunidad B (Lumbreras et al., 2001). En algunos experimentos se ha reportado que la
subunidad y se acumula durante el llenado de la semilla, pero después en la maduracion la

subunidad tiende a degradarse.

254.4 Isoformas de las subunidades

Aparte de las subunidades clasicas que se describieron con anterioridad, se han encontrado
subunidades que participan en la formacién de complejos cinasa que poseen caracteristicas

de las subunidades B y y; una de ellas se denomina subunidad By.
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La subunidad Py tiene en su region amino terminal secuencias relacionadas con el
dominio KIS, que es caracteristico de las subunidades B, mientras que en la regién carboxilo
terminal se encuentran los motivos cistation B-sintasa, que son caracteristicos de las
subunidades y. Se ha demostrado que esta subunidad puede participar en la formacion del
complejo de manera alternativa (Lumbreras et al., 2001) y a nivel celular se ha demostrado

gue se encuentra en citosol y nucleo.

Gissot y sus colaboradores (2004), demostraron que existe una interaccion entre el

dominio ASC de la subunidad a y las subunidades y y By en plantas.

En la Figura 10 resume las principales caracteristicas de las subunidades clasicas que

pueden formar parte de los complejos heterotriméricos con actividad cinasa.

Figura 10. Subunidades clasicas que conforman a los complejos con actividad cinasa AMPK,

SNF1, SnRK-1.
Subunidad Funcién Complejo Masa Molecular (kDa)
a (clasica) AMPK 63 kDa
Catalitica SNF1 72 kDa
6@ SnRK-1 58 kDa
ASi AMPK 38 - 40 kDa
B (clasica) Ensamble del
_ SNF1 No reportado
complejo
ﬂ, SnRK-1 No reportado
vy (clasica) AMPK 36 -38 kDa
Regulatoria SNF1 36 kDa
% ( SnRK-1 No reportado
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2.5.5 Actividad cinasa del complejo heterotrimérico

El alto grado de conservacion entre SNF1, AMPK y SnRK-1 se hace particularmente
evidente en el dominio catalitico de la subunidad o donde el 62% de los aminoacidos son
idénticos. La especificidad de su sustrato también es similar, ya que las tres pueden fosforilar
al residuo de serina de la secuencia que se muestra en la Figura 11 (Halford y Hardie, 1998).

Es por ello que los péptidos basados en esta secuencia, como el SAMS y AMARA, son

buenos sustratos para medir en forma relativamente facil la actividad (Davies et al., 1989).

His-Met-Arg-Ser-Ala-Met-Ser-Gly-Leu-His-Leu-Val-Lys-Arg-Arg

HN.__NH
HNYNHQ N|\H? s
MNH
MNH
[ |
= OH
o o} o}
o on o R e K o
HaN . H JEJ\Hf\n, . H H o H - H i H OI/
0 O o] o - o
o OH 0 ZNNH P
- 8 N=/ NH
HN'A\NH?

Figura 11. Secuencia de aminoacidos reconocida por los complejos AMPK, SNF1, SnRK-1
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Capitulo 3. Objetivos e Hipoétesis

a) Objetivo general

Caracterizar el efecto de la deficiencia de fésforo sobre la expresion de las subunidades

del complejo SnRK-1 durante el desarrollo de vainas y semillas de frijol.

b) Objetivos especificos
Establecer el efecto de la deficiencia de fosfato sobre:

o3 La actividad cinasa del complejo SnRK-1 en vainas y semillas de frijol en diferentes

etapas de desarrollo.
3 La expresion de subunidades que forman el complejo SnRK-1 en semillas de frijol.

La composicion probable del complejo SnRK-1 en ejes embrionarios de semillas de

&

frijol.
Hipotesis

La actividad del complejo SnRK-1 es importante para implementar estrategias

bioguimicas que permiten a las plantas de frijol enfrentar con éxito la deficiencia de fosfato.
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Capitulo 4. Disefio Experimental

Muestras
(vainas y semillas)

Pesar y poner en hielo
A 4

Extraccion de proteinas

l Amortiguador extraccion

Centrifugacién

} 5 min, 13000 rpm

Cuantificacion de proteina
] Método Bradford

Estandarizacion
| 250 mg proteina/ 250 uL

| \4

Inmunobrecipitacion Desnaturalizacion Actividad
] Anticuerpo o, Proteina A ! l
Centrifuaar SDS-PAGE Mezcla de reaccion**
l 2 min, 7 000 rpm [ 2h, 100V l
I |
Lavados Transferencia Tincién con Incubar
l Minicolumna T Th 100V Coomassie l 10 min, 37°C
SDS-PAGE Bloqueo Humedecer
l 2'h, 100 V papel filtro
. ] 2h, Leche 5% _
Tinciéon con Plata : Reaccion,
Primer Ac. Fosférico 1%
v
Anticuerpo*
P Incubar
l 12h, #C 5 min, 37°C
A 4
Lavados Lavados
NaCl 1M, 30 min
PBS 1X, Tween 0.1%, 30 min Acetona, secar
A 4 A4
Segundo Medir centelleo
Anticuerpo
1 h, 1:40 000
y
Lavados

2) PBS 1X, Tween 0.1%, 15min
1

Revelado

*Primer Anticuerpo. Especifico para cada subunidad con la dilucién indicada en la figura 15.
**Mezcla de reaccion: 1.5 pg de proteina, 5 uL del péptido SAMS 100 uM, 5 pg de la disolucion de ATP, 5 uL de

amortiguador de reaccion agua hasta aforar a 25 plL.
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Figura 12. Diagrama de Trabajo (Primera parte)

Muestras
(semillas)

l Pesar y poner en hielo

Extraccion de proteinas

l Amortiguador extraccion

Centrifugacion

l 5 min, 13 000 rpm

Cromatografia de
filtracién en gel
l Inyectar 200 (] L

Pasar por la columna

A4

Recolecciéon
l 50 fracciones de 0.5

Enfriamiento
1h, 4° C

Y

Eliminacion de acetona

Western Blot

Figura 13. Diagrama de trabajo (Segunda Parte)

4.1 Cultivo de plantas de frijol

Se germinaron frijoles de la variedad canario que provenian de lineas conservadas en el
Laboratorio 102 del conjunto E de la Facultad de Quimica, los cuales fueron regados con
disolucién Hoagland con diferente concentracion de fésforo para obtener semillas con
deficiencia de fésforo. El tratamiento previo consisti6 en un lavado con etanol durante 1
minuto, con desinfeccion posterior con hipoclorito de sodio durante 30 segundos Yy finalmente
un lavado con agua desionizada hasta eliminar el olor a hipoclorito.

Una vez que las semillas se desinfectaron y lavaron se colocaron en agrolita; se
cubrieron con una bolsa negra y se incubaron a 25° C por aproximadamente cinco dias para

inciar la germinacion. Después del periodo de incubacion, se transplanté el germinado a
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macetas con agrolita y se separaron en dos grupos, el primero que fue regado con disolucion
Hoagland 200 uM (grupo con deficiencia de fésforo) y el segundo que fue regado con
disolucion Hoagland 500 uM (grupo control, condiciones 6ptimas de fosforo requerido).

Se mantenian a las plantas hasta obtener semillas y vainas de diferentes etapas de

desarrollo para caracterizar el complejo proteinico SnRK-1.

Disolucion Hoagland

Es una disolucién nutritiva cuya composicion quimica (Figura 14) provee las cantidades
requeridas de sales minerales para el desarrollo 6ptimo de las plantas sin provocar toxicidad o
estrés salino.

Figura 14. Composicion de la disolucion nutritiva Hoagland modificada.

Macronutrientes

Concentracion final

Componente Elemento
uM ppm
Nitrogeno 16 224
Sek Potasio 6 235
Ca (NO3); .
4H,0 Calcio 4 160
NHsH,PO, Fosforo 2 62
Azufre 1 32
MgSO0, 7H,0 Magnesio 1 24
EDTAFe Hierro 1 32

Micronutrientes

Concentracion final

Componente Elemento
M ppm
KCI Cloro 50 1.77
HsBO4 Boro 25 0.27
MnSO4 H,O Manganeso 2 0.11
ZnS0O,4 7HO Zinc 2 0.13
CuSQO,4 5H,0 Cobre 0.5 0.03
H,MoO4 Molibdeno 0.5 0.05

FeSO, Hierro 16.1 1

23



Los Macronutrientes se afiadieron por separado, a partir de disoluciones estandares. Para evitar la
precipitacion de nutrientes durante la preparaciéon de la disolucién nutritiva, se prepardé una disolucién stock

combinada con todos los micronutrientes excepto el hierro.

4.2 Extracciéon de proteinas de semillas y vainas de frijol

Se prepard el amortiguador de extraccion que contiene: HEPES- NaOH 100 mM (pH= 8),
EDTA 1 mM, MgCl, 5mM, KCI 10 mM, PVPP 1%, glicerol 10%, 85 mg de coctel de inhibidores
de proteasas Roche® por cada 25 mL de amortiguador preparado, DTT 5 mM y agua.
Posteriormente se colectaron y depositaron en hielo las muestras de vainas y semillas
de diferentes etapas de desarrollo de las plantas deficientes de fésforo y de las plantas
control. Las muestras se pesaron y se molieron con 250 uL de amortiguador de extraccion.
Una vez que se obtuvieron mezclas homogéneas se transfirieron a tubos microfuga y se
mantuvieron en hielo mientras se molieron las muestras restantes. Cuando todas las mezclas
se colectaron en los tubos, se centrifugaron durante 5 minutos con una velocidad de 9000g, el

sobrenadante se colocé en un tubo limpio y se utilizo en los procedimientos posteriores.

4.3 Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford

Para cuantificar la proteina presente en el extracto obtenido en el paso anterior, se empleé el
método Bradford (Bradford, 1976). Inicialmente se prepar6 la curva patrén, empleando
albumina bovina con una concentracion de 0.5 mg /mL; se tomaron alicuotas de acuerdo con

el siguiente cuadro:

Volumen de muestra (L) 0 10 20 30 40 50
Volumen de agua (uL) 100 90 80 70 60 50

A cada uno de los tubos se les afadio 1.5 mL de reactivo de Bradford y se dejaron
cinco minutos a temperatura ambiente; transcurrido este tiempo se leyo la absorbancia a 595
nm en un espectrofotobmetro. Posteriormente se cuantificd la proteina presente en cada una
de las muestras. Para ello se tomaron 5 uL del sobrenadante del extracto proteinico y se llevo
a un volumen de 100 uL con agua; se afadié 1.5 mL de reactivo de Bradford, se dejo la

reaccion a temperatura ambiente durante cinco minutos y se leyoé la absorbancia a 595 nm.
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Con los datos obtenidos de la curva patron se realizd un analisis de regresion lineal,
con la ecuacion de la recta que describe la relacion entre la absorcion y la concentracion, se
interpolaron los valores de absorbancia de cada muestra y se determiné la concentracion de
proteinas presentes en las mismas.

Finalmente se estandarizaron las muestras para que todas tuvieran 1 mg de proteina
por uL de extracto. Se afadié el mismo volumen de amortiguador de muestra 2X, el cual
contiene 0.12 M de Tris, 4% de SDS, 10% de 2-mercaptoetanol, 20% de glicerol y 2 mg/mL de
azul de bromofenol. Se hirvieron los tubos microfuga con las muestras ya estandarizadas
durante 15 minutos; después se enfriaron y se guardaron en refrigeracion, para posteriores
analisis.

4.4 Ensayo para determinar la actividad cinasa del complejo SnRK-1

Para determinar la actividad cinasa del complejo, se cuantificé el P** que se incorporé al
péptido sintético SAMS. Primero se molieron muestras de semillas y vainas de diferentes
etapas de desarrollo con amortiguador de extraccion (50mM HEPES, 50 mM NaF, 1 mM
EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF y se ajust6 pH=8.2), la mezcla obtenida se
transfirié a tubos microfuga los cuales se centrifugaron a 250009 y 4° C durante 10 minutos. Al
terminar este tiempo se sacaron los tubos de la centrifuga, se descart el sobrenadante y las
pastillas se resuspendieron en 30 uL de amortiguador de extraccion.

De esta ultima suspension se tomé una muestra para cuantificar proteina con el método
Bradford (ver apartado 4.3). Se cuantificé la concentracién de proteina presente en cada
muestra y se colocaron 1.5 ug de proteina con 5 uL del péptido SAMS 100 uM, 5 ug de la
disolucion de ATP (5 uL de ATPy*?PATP (5 uCi/ pL) se disolvieron en 95 L de MgCl, 75mM,
20mM MOPS, 500 uM ATP, 25 mM p-glicerol fosfato, 1 mM EGTA, 1 mM DTT), 5 pL de
amortiguador de reaccion (50mm HEPES, 50 mm NaF, 0.8 mm EDTA, 50 MM NacCl, 8%
glicerol, 5 mm MgCl, y Imm DTT) y agua hasta llevar a un aforo de 25 uL, toda esta mezcla
se incubo 10 minutos a 37° C.

El siguiente paso consistio en determinar la incorporaciéon de la marca al péptido
sintético, para ello se humedecio un circulo de papel filtro Whatman con 15 puL de la reaccion y
se coloco en acido fosférico al 1%, se incubd durante 5 minutos, posteriormente se lavo dos

veces con acido fosférico al 1%, cada lavado tuvo una duracion de 15 minutos.
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Finalmente se lavd con acetona y se dejo secar durante la noche. Los papeles filtros
secos se colocaron en viales con 5 mL de liquido de centelleo y se realizaron las lecturas
cada dos minutos, reportandose la actividad cinasa como cuentas por minuto por miligramo de

proteina.

4.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Para separar las proteinas de acuerdo a su masa molecular se empled la técnica de
electroforesis, para lo cual se prepar6 un gel de acrilamida al 11%, con diez carriles. En cada
carril se cargaron 20 ug de proteina, los geles se colocaron en la cubeta con amortiguador de
TRIS/Glicina (25 mM de Tris, 0.19 M de glicina, 0.1% (p/p) SDS ajustando a un volumen de 4
litros). La cubeta se conect6 a 100 volts durante dos horas. Una vez terminada la
electroforesis, el gel se transfirié a un recipiente y se realiz6 la tincion con azul de Coomassie
o la transferencia en membranas de Immobilon-P (Millipore) para hacer la técnica de Western
Blot.

4.6 Determinacion de subunidades usando la técnica de Western Blot

Las proteinas que se encontraban separadas en el gel de acrilamida se transfirieron a una
membrana de Immobilon-P (Millipore), para ello se colocaron en un contenedor dos papeles
filtro humedecidos con amortiguador de transferencia (12.4 mM de Tris, 96 mM de Glicina,
20% de metanol y 125 uL de SDS aforando a 1000mL de agua desionizada); seguidos por el
gel, después se coloc6 la membrana, previamente hidratada con metanol y amortiguador de
transferencia; al final se colocaron dos papeles filtro humedecidos con amortiguador de
transferencia y se cerro el contenedor.

El contenedor se colocé en la cubeta que contiene amortiguador de transferencia, se
insertd el contenedor de hielo y el agitador, se cerrd la cubeta y se conecté a 100 volts
durante 1 hora con agitacién continua. Transcurrido el tiempo de agitacién, se saco la
membrana del contenedor usando pinzas y se bloque6 durante dos horas con una disolucion
de leche al 5%. Posteriormente se colocé el anticuerpo especifico de cada subunidad de
acuerdo a las diluciones de la Figura 15, transcurrido ese tiempo las membranas se llevaron

al cuarto frio durante toda la noche a 4° C con agitacion continua. Después de la agitacion, se
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realizo un lavado con NaCl 1M durante 30 minutos, seguido por un segundo lavado con PBS-
Tween 20 al 0.1% durante 30 minutos (1.36 M NaCl, 6.7 mM KCI, 14.7 mM K;HPO,4.7H,0,
79.9 mM Na;HPO4.H,0O, 7.69 mM NaN3 y se completd a un volumen final de un litro con

agua).

Figura 15. Diluciones recomendadas para los anticuerpos de cada subunidad

Anticuerpo para la Semilla seca Vainay semilla
subunidad fresca
a 1:5000 1:5000
B, 1: 2000 1:1000
By 1: 10 000 1: 10 000
Y 1:5000 1:20 000

Después se coloco el segundo anticuerpo anti IgG de conejo durante 1 hora en una
disolucion de leche al 5% con la dilucién 1:20 000, pasado el tiempo de incubacion con el
segundo anticuerpo se realizaron dos lavados mas con PBS 0.1% cada uno de 15 minutos.
Finalmente se reveldé la membrana en el cuarto oscuro, para lo cual se expuso con los
reactivos quimioluminiscentes durante un minuto. La membrana se coloc6 en un papel filtro
dentro del contenedor, seguida por una pelicula de plastico antiadherente y sobre de ella la
pelicula fotosensible. El tiempo de exposicion vari6 de 1 a 5 min de acuerdo a cada

subunidad. Al término, se paso la pelicula por el revelador, agua y finalmente fijador.

Figura 16. Tiempos de exposicion para cada subunidad

Subunidad Tiempo de exposicién
o 5 minutos
B2 10 minutos
By 10 minutos
Y 3 minutos
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4.7 Inmunoprecipitaciones

Al extracto de proteinas se le afiadio el anticuerpo especifico para la subunidad de interés y
se puso en agitacion constante durante 4 horas a temperatura ambiente, terminado este
tiempo se afadio la proteina A para hacer insoluble el complejo anticuerpo—proteina. Por
medio de una centrifugacion de 9000g y 10 minutos se eliminé el sobrenadante. Las pastillas
se colocaron en una minicolumna y se lavaron dos veces con amortiguador de muestra. Con
las proteinas ya suspendidas se corria un gel de acrilamida al 11%. Al término de la

electroforesis realizo la tincion con plata y se observaron las bandas obtenidas.

4.8 Tincion con plata de los geles obtenidos de SDS-PAGE

El gel obtenido de la inmunoprecipitacion se trasladd a un recipiente; se realizaron tres
lavados con disolucion de etanol al 30% v/v y acido acético al 10% v/v cuya duracién fue de
30 minutos cada uno; posteriormente se enjuagd con etanol al 20% v/v durante 10 minutos,
agua durante 10 minutos. Una vez enjuagado el gel, se hizo la sensibilizacion con la
disolucién de tiosulfato de sodio 2g/L durante un minuto, después se lavé con agua cada uno
de 20 segundos.

Transcurridos los lavados se expuso al gel a una disolucion de plata con una
concentracion de 2g/L durante 30 minutos, se lavd con agua durante 10 segundos. Para
desarrollar el color, el gel se colocé en una disolucién de formaldehido al 37%, carbonato de
potasio anhidro con una concentracion de 30 g/L y tiosulfato de sodio con una concentracion
de 10 mg/L; el gel comenz6 a tornarse oscuro y para detener la formacion del color se empleé
una disolucion de Trizma Base 10% p/v y Acido Acético 25% v/v.

4.9 Determinacion de la conformacion del complejo SnRK-1

Para conocer la composicion probable del complejo se empledé una columna de extrusion
molecular Superdex 200 en donde se separaron en fracciones de acuerdo a la masa
molecular las diferentes proteinas contenidas en el extracto.

Primero se extrajeron las proteinas de la muestra empleando el amortiguador de

extraccion Il que contenia 50 mM de 2-amino-2-hidroximetil-1,3-propanodiol (TRIS- HCI) pH
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7.8, 1ImM de EDTA, 1 mM de EGTA, 1mM de DTT, 1% v/v de glicerol, 150 mM de NaCl y
coctel de inhibidores de proteasas Roche® guardando la relacién de 85 mg de inhibidor por 25
mL de amortiguador preparado. Después el extracto se centrifugd a 9000g durante 10 minutos
con una temperatura de 4° C, el sobrenadante se pasO por un filtro para microcentrifuga
MILLIPORE vy se centrifugé a 3000g durante 15 minutos. Una vez transcurrido ese tiempo se
inyectaron 200 pL del filtrado en la columna Superdex 200.

Se recolectaron 50 muestras de 0.5 mL en tubos microfuga que contenian 1 mL de
acetona, después se dejaron las muestras en hielo y se metieron a —20° C durante una hora.
Después de éste tiempo se centrifugaron a 9000g durante 15 minutos con una temperatura de
4° C, se eliminé el sobrenadante de cada uno de los tubos y se evapord el disolvente
remanente.

A la pastilla que quedo se le afiadié 50 uL de amortiguador de muestra 1X; la mezcla se
hirvié durante 15 minutos, se enfrid y se almacend para su posterior analisis. Las fracciones
que se analizaron fueron 17, 19, 21, 22, 23, 25, 26, 27, 28, 29, 31, 33, 35y 37.

4.10 Determinacion de la conformacion del complejo empleando el

entrecruzador Ditiobis Succinimidil Propionato (DSP)

Para elucidar la probable composicién del complejo con mayor precision se empled el
entrecruzador Ditiobis Succinimidil Propionato (DSP), el cual une a las proteinas que se
encuentran cercanas, ya que reacciona con los grupos amino de los residuos de lisina para
unir a los péptidos que se encuentran a una distancia de 1.2 nm. La metodologia empleada es
similar a la descrita en la seccion 4.9., pero antes de centrifugar, se afiadi6 la cantidad
indicada por el proveedor Thermo Scientific durante 20 minutos, seguido por el
fraccionamiento de la muestra y el analisis con la técnica de Western Blot en las mismas

fracciones.
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Capitulo 5. Resultados

51 Actividad cinasa del complejo SnRK-1

La primera parte de la experimentacion consistio en evaluar el efecto de la deficiencia de
fésforo sobre la actividad cinasa del complejo SnRK-1 medida como la incorporacion de P
sobre el péptido sintético SAMS, en extractos de vainas y semillas, tomadas en fases
representativas del desarrollo de ambos tejidos.

Vainas Semillas

3500 —@—Pi+ ——Pi- —@—Pi+ ——Pi-

3000 6000 |

2500 | -

.L’—\' E
2000 1
1500 ;

1000

4000 1

2000

Actividad
(cpm/mg de proteina)

500 1
0

Actividad
(cpm/mg de proteina)

15 20 25 30 20 25 30

Dias después de la polinizacion Dias después de la polinizacion

Figura 17. Actividad cinasa del complejo SnRK-1 sobre el péptido SAMS.

En la Figura 17 se observa que durante el desarrollo de las vainas la falta de fosforo
retarda el incremento de la actividad cinasa del complejo SnRK-1, mientras que en semillas el
efecto mas evidente es una disminucién importante en la etapa final del desarrollo de las
mismas. De acuerdo a lo anterior, se sugiere que la actividad del complejo SnRK-1 es
afectada por el tejido, el desarrollo y las condiciones ambientales (en este caso la
disponibilidad de fésforo) en que esta creciendo la planta.

5.2 Expresion de las subunidades del complejo SnRK-1 en diferentes etapas de

desarrollo de vainay semilla

En la segunda etapa, se analizo el efecto del tipo de tejido, el desarrollo y la deficiencia de

fésforo sobre la concentracion relativa de las subunidades que forman parte del complejo
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SnRK-1. Con ese proposito se tomaron muestras de vainas y semillas producidas por plantas

control y con deficiencia de fosforo en diferentes etapas de desarrollo.

Figura 18. Caracteristicas de las muestras en las diferentes etapas de desarrollo

Etapa Longitud de lavaina Dias de desarrollo Dias de desarrollo

(cm) de la vaina de la semilla
2 4.0 20 20
4 6.5 30 30

Las proteinas presentes en los extractos se separaron por electroforesis en geles
desnaturalizantes, se transfirieron a una membrana de Inmobillion P, se inocularon con los

anticuerpos especificos para cada subunidad y se revelaron por quimioluminiscencia,

obteniéndose las siguientes imagenes:

Figura 19. Western Blot de vainas y semillas en diferentes etapas de desarrollo

VAINAS SEMILLAS

Subunidad «
-Pi + Pi - Pi + Pi

97 —

66 —

66 — ————

4 45 _

30 — 30 —

201 _
144 _

201 _
144 _

Subunidad y

- Pi +Pi

201
144
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Figura 19. Western Blot de vainas y semillas en diferentes etapas de desarrollo (continuacion)

VAINAS SEMILLAS
Subunidad g2

-Pi +Pi - Pi + Pi

66 —
45
201 —
144 —

Subunidad gy

- Pi +Pi -Pi +Pi

201 —
144 —

5.2.1. Vainas en diferentes etapas de desarrollo.

45

20.1
144 —

65_

20.1
144 —

En la Figura 19, se observa que el anticuerpo contra la subunidad catalitica (subunidad
o) reconocié una proteina de 67 kDa, a una concentracion que independientemente de la
condicién nutricional de las plantas analizadas, se incrementé gradualmente durante el
desarrollo. Si bien las diferencias no son grandes, parece que la cantidad de subunidad
catalitica es mayor en las vainas producidas por plantas con deficiencia de fosforo.

El anticuerpo contra la subunidad y detect6 una proteina de 43.9 kDa, cuya
concentracion se incremento en las Ultimas etapas de desarrollo de la vaina. En este caso es
evidente que la cantidad de proteina reconocida por el anticuerpo aumenté en las vainas de
plantas cultivadas con deficiencia de fésforo.

El anticuerpo contra la subunidad B2 detectd6 una proteina de 25.5 kDa en vainas
provenientes de plantas con deficiencia de fésforo, su concentracion se incremento

gradualmente conforme la vaina se desarroll6. Mientras que en vainas provenientes de
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plantas control se detecté una subunidad con una masa de 31 kDa, donde la concentracion se
ve modificada por la etapa de desarrollo, dado que la mayor expresién se observa en la etapa
4 (30 dias).

Finalmente el anticuerpo contra la subunidad By detecté una banda de 33 kDa. En las
plantas que presentaron deficiencia de fosforo, no hay expresion de esta subunidad en la
etapa 1 (15 dias) mientras que en las etapas restantes la expresion fue gradual; en cambio en
la vaina proveniente de la planta control, la expresion de dicha subunidad es de manera
gradual dependiendo de la etapa de desarrollo, siendo la etapa 4 (30 dias) donde se observa

una mayor concentracion.

5.2.2. Semillas en diferentes etapas de desarrollo

En la Figura 19 se observa que el anticuerpo contra la subunidad o detecté una proteina de
65 kDa, cuya concentracion se modific6 por disponibilidad de fésforo. En las semillas
producidas por las plantas control el nivel mas alto se observo en la etapa 4 (30 dias),
mientras que en las provenientes de plantas con deficiencia de fésforo la mayor concentracion
se encontro en la etapa 2 (20 dias).

El anticuerpo contra la subunidad y detecté una banda de 52 kDa y otras de menor
tamafio que probablemente sean productos de degradacion. En las plantas deficientes de
fésforo la concentracién de la banda mas grande alcanza un maximo en la etapa 2 (20 dias)
pero luego disminuye. En las plantas control sucede algo similar, pero el nivel de mantiene
alto hasta la etapa 4 (30 dias).

El anticuerpo contra la subunidad P2 detect6 una proteina de 45 kDa, cuya
concentracion se incrementd tanto por la disponibilidad de fésforo como por la etapa de
desarrollo de la semilla. De esta manera, la banda mas intensa se encuentra en la etapa 4 (30
dias) de la planta control, mientras que en la primer etapa (15 dias), no existe evidencia de la
presencia de esta subunidad.

El anticuerpo contra la subunidad By detectdé una banda en 45 kDa. En este caso la
concentracion se vio modificada por la deficiencia de fosforo, dado que en las semillas
provenientes de plantas deficientes de fésforo la expresion se ve disminuida en comparaciéon

con las plantas control.
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Estos resultados demuestran que la concentracion relativa de las diferentes
subunidades varia dependiendo de la etapa de desarrollo, de la disponibilidad de fosforo y el
tipo de tejido que se estudie. De acuerdo con estos resultados se puede inferir que la

actividad cinasa puede reflejar cambios en la composicion del complejo.
5.3 Expresion de las subunidades que forman el complejo SnRK-1 en semillas

De los resultados anteriores, se puede observar que el desarrollo y la falta de fosforo
modifican la actividad (Figura 17) y la concentracion relativa de las subunidades que forman
el complejo SnRK-1 (Figura 19).

Sin embargo, el efecto més evidente de la deficiencia de fosforo se observa sobre la
actividad cuando la semilla esta practicamente formada. Es por ello que se realizé un analisis
mas detallado en el que se comparo la expresion de las subunidades que forman el complejo
SnRK-1 en semillas en desarrollo (de 20 dias) y en semillas secas. En este experimento la
semilla se seccion6 en sus diferentes partes: cubierta, embrién y cotiled6n, debido a que cada
una tiene funciones diferentes a lo largo del desarrollo de la semilla.

Las proteinas extraidas se separaron en geles de poliacrilamida en condiciones

desnaturalizantes que luego se tifieron con azul de Coomasie (Figura 20).
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Figura 20. SDS- PAGE del extracto proteinico de cubierta, embrion y cotiledén de semillas

secas.

Posteriormente, las proteinas se transfirieron a membranas Immobillion P y se incubaron con

anticuerpos especificos para las diferentes subunidades (Figura 21).
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Figura 21. Western Blot de semillas de 20 dias de desarrollo y de semillas secas
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Figura 21. Western Blot de semillas de 20 dias de desarrollo y de semillas secas
(continuacion)
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De la Figura 21, se puede observar para las subunidades del complejo lo siguiente:

a) Subunidad catalitica (@):

El anticuerpo contra la subunidad catalitica (o) reconocié a una proteina de 62.4 kDa en las
semillas en desarrollo. Dicha proteina se expresa en embrién, cubierta y cotiledén bajo las dos
condiciones de disponibilidad de fosforo. La expresion mas alta se observé en la cubierta y en
el cotileddn, pero la falta de fosforo redujo los niveles de expresion en todos los tejidos. En las
semillas secas la subunidad catalitica a se expresa s6lo en embridn y cotiledon.

La masa de la banda reconocida por el anticuerpo de la subunidad catalitica en las
semillas provenientes de plantas cultivadas con deficiencia de fosforo fue de 63.6 kDa,
mientras que en las semillas producidas por las plantas control la banda reconocida fue de
68.7 kDa. Las diferencias en las masas moleculares de las bandas reconocidas por el
anticuerpo pueden ser atribuidas a modificaciones post-traduccionales.

Por otro lado, al comparar la concentracion de la subunidad a en el embrion de semillas
en desarrollo y el embridon de semillas secas, se observa que ésta se incrementa en la semilla

seca Y la banda que el anticuerpo reconoce en las proteinas de la cubierta desaparece.
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b) Subunidad regulatoria y.

En semillas en desarrollo se observa que la deficiencia de fésforo incrementa la expresion de
la subunidad pero la limita so6lo al cotiledon, mientras que en las plantas control la
concentracion es menor pero se encuentra en embridn y cotiledén.

El anticuerpo contra la subunidad y reconoce una banda de 46.9 kDa y en todos los
casos el anticuerpo reconoci6 otras bandas de menor masa molecular, las cuales podrian ser
productos de la degradacion de la proteina de 46.9 kDa.

En la semilla seca el anticuerpo contra la subunidad y reconocié una banda principal
con una masa molecular de 45.8 kDa en embriones y cotiledones. El efecto que se pudo
observar por la deficiencia de fosforo consistio en la reduccion de la concentracion de la
subunidad presente en el embridén, mientras que en los embriones de plantas control se
observaron bandas que se encuentran debajo de la banda principal, lo cual puede

relacionarse con una posible degradacion.

c) Subunidad B2:

En semillas en desarrollo el anticuerpo contra la subunidad B2, reconocié bandas en embrion
y cotiledén. En las semillas deficientes de fésforo la banda reconocida fue de 45.2 kDa,
mientras que en las producidas por las plantas control fue de 48.9 kDa.

La imagen cambid notoriamente cuando se analizaron semillas secas, puesto que el
anticuerpo reconocia a bandas que pesaban mas que la banda de 45.2 kDa, pero también
reconocia bandas por debajo. Esto podria indicar que esta subunidad sufre diversas

modificaciones post- traduccionales.

d) Subunidad gy

Finalmente, el anticuerpo contra la subunidad By identific6 una banda de 18.5 kDa en los
extractos de embrién y cotiledén de semillas en desarrollo, pero, en el extracto de embrién de
las semillas producidas por las plantas control, se detecté una banda de 46.9 kDa, que
probablemente corresponde al tamafio esperado de la subunidad PBy. Los resultados se
muestran en la Figura 22.
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Figura 22. Masas moleculares y concentracion relativa de las subunidades del complejo

SnRK-1.

Deficiencia de fésforo (-Pi Condiciones 6ptimas de fésforo (+Pi)
Subunidad | Muestra Cubierta | Embrion | Cotiledon Masa Cubierta | Embrion | Cotiledon Masa
(kDa) (kDa)

SD ++ - ++ 62.4 ++ ++ ++ 67.6

¢ SsS - ++ ++ 63.6 - ++ ++ 68.7
SD - - ++ 46.9 - ++ ++ 46.9

v SS ++ ++ ++ 23.4 ++ ++ ++ 28.2
SD - ++ ++ 45.2 - ++ ++ 48.9

p2 ss i - + | 513 - ++ ++ | 56.6
SD - + ++ 18.49 - ++ - 46.9

By SS - ++ ++ 27.4 - + ++ 29.6

Los signos + indican la concentracién relativa de las diferentes subunidades en los tejidos de semillas secas (SS)

y de 20 dias de desarrollo (SD). Los signos - denotan la ausencia de la expresion de las subunidades.

En el Figura 22 se observa que tanto el desarrollo como la deficiencia de fosforo
modifican la concentracion de las distintas subunidades. Es posible que bajo estas
condiciones las subunidades se combinen de diversas maneras para formar distintos tipos de
complejos de SnRK-1.

Para investigar el efecto del desarrollo y de la deficiencia de fosfato sobre la
composicion del complejo SnRK-1 se usaron dos estrategias. En una de ellas se emplearon
anticuerpos especificos contra la subunidad catalitica (o) y proteina A-Agarosa para
inmunoprecipitar los complejos y luego analizar su composicion en SDS-PAGE. En la otra, los
extractos se fraccionaron en una columna Superdex 200 de Cromatografia de filtracion en gel

y la identificacidn de las distintas subunidades en las fracciones por Western Blot.

54 Inmunoprecipitacion

Este experimento se realizo con extractos de semillas de 20 dias de desarrollo. Como
se puede apreciar en la Figura 23, el anticuerpo contra la subunidad o y la proteina A-
Agarosa inmunoprecipitan diferentes proteinas, sugiriendo que la deficiencia de fosforo puede

modificar la composicion del complejo SnRK-1.
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kba M —Pij +Pi

97 —

66 —

45 — -

30 — -2-

201 —

144 —

Figura 23. Gel tefiido con plata de las proteinas inmunoprecipitadas con el anticuerpo contra

la subunidad o

5.5 Composicion probable del complejo SnRK-1 en embriones de semillas de 20
dias de desarrollo
De acuerdo con los resultados presentados en las Figuras 19 y 21, la deficiencia de fosforo
modifica la concentracion relativa de las subunidades que conforman el complejo SnRK-1.
En la Figura 22 muestra que no sélo la deficiencia de fésforo es una variable en la expresion
de las subunidades, sino que la concentracion depende también del tipo de tejido que se esté
analizando. Es por ello que para analizar la posible composicion del complejo, se emplearon
embriones provenientes de semillas de 20 dias de desarrollo obtenidas de plantas control
debido a que fue el Unico tejido en donde se encontraron las cuatro subunidades con masas
moleculares similares a los reportados en la bibliografia (Hardie et al., 1998).
Los extractos de embriones de semillas de 20 dias de desarrollo y de semillas secas,
ambas provenientes de plantas control, se fraccionaron en una columna de exclusion

molecular previamente calibrada (Figura 24).

7.0
6.0 -
5.0 -

S 4.0 -

%30 .

(@]
— 20 1 |og PM =-0.2186 (volumen) + 7.8741
1.0 r=0.9819

0.0

7 12 17 22
Volumen (mL)

Figura 24. Calibracion de la columna Superdex 200
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Datos de la Figura 24.

Proteina Masa (Da) Volumen (mL)
Tiroglobulina 670 000 8.75
v-globulina 158 000 13
Ovoalbumina 44 000 14.5
Mioglobina 17 000 17.8
Vitamina B12 1350 20.75

Las proteinas presentes en las diferentes fracciones se analizaron por SDS-PAGE vy el

gel se tifd siguiendo la técnica de tincidn con plata (Figura 25).

Fraccion M 17 19 21 22 232526272829 31 3335 37

198 __

126 —
87 —

38—

31—
17 —
kDa

Posteriormente, las proteinas se transfirieron a membranas Immobillion P que se
trataron con los anticuerpos especificos para las diferentes subunidades. Los resultados

obtenidos se resumen en el Figura 26.

En la parte superior de los carriles se indica a qué fraccion corresponde, asi como la
masa molecular calculado de acuerdo con la calibracion de la columna. Del lado izquierdo

estan las masas moleculares de los marcadores empleados en la electroforesis.

Figura 25. Gel que contiene las fracciones que se colectaron en la columna Superdex 200

tefiido con plata.




Figura 26. Western Blot realizados a las fracciones obtenidas por la Cromatografia de

Filtracion en Gel

EMBRIONES EN DESARROLLO EMBRIONES SECOS
(20 dias de desarrollo, +Pi) (+Pi)
Subunidad a
Fraccién 25 26 2728 29 313335 37 Fraccion 21 22 23 27 2829 31 33
PM (kDa) 138107 83 65 50 30 18 11 6 PM (kDﬁ) 379 294 229 83 65 50 30 18
97 _ 97
66 — 66
45 45
30 — 30
201 — 20.1
144 — 14.4
Subunidad y
Fraccién 22 29 31 33 Fraccién 19 31
PM (kDa) 294 50 30 18 PM (kDa) 627 30
97
66 — 97 —
45 66 —
a5 —
30 —
30 —
201 — 201 —
14 — 144 —
Subunidad B2
Fraccién 212223 Fraccién 19212223
PM (kDa) PM (kDa) 6?7 370204 779
97 —
97
66 —
45 — 66 —
45
30 —
30 —
201 —
14— 201 —
144 —
Subunidad By
Fraccién 212223 25 26 27 2829 3133 Fraccién 21 22 23
PM (kDa) 379294229 138107 83 65 50 30 18 PM (kDa)
97 97 _
66 66 __
45 45 __
30 30
201 201 _
144 144 __
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En la Figura 26 se observa que en el extracto del embrién de semillas en desarrollo, el
anticuerpo contra la subunidad o reconoce una banda de 51 kDa, la cual tiene una distribucion
muy amplia pues aparece en las fracciones 25 a la 35, que de acuerdo con la calibracion de la
columna corresponden a 138 kDa hasta 11 kDa.

En el extracto de embriones de las semillas secas, el anticuerpo contra la subunidad
catalitica reconocio bandas de 62 kDa en las fracciones 27 hasta la 33. En las fracciones 21 a
la 23, que corresponden a complejos de 379 kDa hasta 229 kDa, el anticuerpo reconocio una
banda adicional.

Cuando los extractos de embriones en desarrollo y embriones secos se analizaron con
el anticuerpo contra la subunidad v, se identificé en la fracciébn 31 de ambos extractos una
banda; en el caso de embriones en desarrollo la masa de la banda corresponde a 48.9 kDa
mientras que en semillas secas la masa corresponde a 51.9 kDa. En ambos casos también se
identificaron otras de menor tamafio que probablemente correspondan a productos de
degradacion. En el extracto de embriones secos también se identificé una banda de 48.9 kDa
en la fraccion 19 que corresponde a complejos de 627 kDa.

Cuando el extracto de embrion de semillas en desarrollo se incubd con el anticuerpo
contra la subunidad B2; se detecté una banda en las fracciones 21 a la 23 que corresponden
a complejos con masas moleculares de 379 kDa hasta 229 kDa. En el extracto de embriones
de semillas secas el anticuerpo contra la subunidad 2 detecté una banda en la fraccion 19 a
la 23, cuyas masas moleculares oscilan desde los 229 kDa a los 379 kDa, las cuales
corresponden a complejos moleculares grandes.

Finalmente el anticuerpo contra la subunidad By detecto en las fracciones 21 a la 33 de
los extractos de embriones de semillas en desarrollo dos bandas una de 57.5 kDa y otra de
46.9 kDa, mientras que en el eje embrionario seco las fracciones que contienen a la
subunidad son la 21 a la 23 con una banda cuya masa molecular es de 66.6 kDa.
Adicionalmente, en las fracciones 21 y 22 tanto de los embriones de semillas en desarrollo
como de las semillas secas se observa una banda de 20 kDa, que probablemente
corresponda a productos de degradacion.

De acuerdo con estos datos, en embriones de semillas producidas por plantas control,
en la fraccion 31 se encuentran las subunidades a y By, mientras que en los extractos de los
embriones de las semillas en desarrollo las mismas subunidades aparecen en las fracciones
25 a 29.
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5.6 Establecimiento de

la composicion probable del

embriones de semillas de 20 dias de desarrollo

complejo SnRK-1 en

Los resultados anteriores sugieren que las interacciones entre las diferentes unidades no son

lo suficientemente estables y que en el transcurso del procedimiento el complejo se

desintegra. Con el fin de estabilizar el complejo, el extracto de embriones de semillas con 20

dias de desarrollo se traté con el entrecruzador DSP y posteriormente se fraccion6 en la

columna de exclusién molecular (Superdex 200). Las fracciones se analizaron de manera

similar y los resultados se reportan en la Figura 27.

Figura 27. Western Blot realizados a las fracciones obtenidas por la Cromatografia de

Filtracién en Gel usando el entrecruzador DSP

EMBRION DE SEMILLAS EN DESARROLLO

De semilla de 20 dias de desarrollo proveniente de una planta sin deficiencia de fésforo

Subunidad o

Fraccién 17 232526

PM (kDa) 1,037 229138107

97 _
66 —
45 —

30 —

20.1 —
144 —

Subunidad B2

22 25

Fraccién

PM (kDa) 379 138
97 _
66

45
30 —

201 —
144 __

Subunidad y

Fraccién 26 28 29

PM (kDa) 107 65 50

97 _
66

45

30 —

201 —
144 __

Subunidad By

Fraccién 17 22 23

PM (kDa) 1,037 294 229
97 _
66

45 —
30 —

20.1 —
144 —
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Como se puede observar, el anticuerpo contra la subunidad o detecta una banda en la
fraccion 17 y vuelve a reconocer otra banda en las fracciones 23 hasta la 26. La primera
corresponde a un agregado de 1,037 kDa, mientras que las otras corresponden a complejos
de 229 kDa a 138 kDa.

En cambio la subunidad y se encontro en las fracciones 26, 28 y 29, aunque solamente
en la fraccion 29 la banda reconocida tiene una masa molecular cercana a la reportada para la
subunidad completa. Para la subunidad 2, se detectaron bandas en las fracciones 22 y 25,
en la primera fraccion la banda tiene una masa molecular de 48.9 kDa y en la segunda
fraccidon la banda tiene una masa molecular de 31.2 kDa. La primera banda se encuentra en
una fraccién donde se asocia a un complejo que tiene una masa de 379 kDa y la segunda
banda esta en la fraccién cuya masa se relaciona a un agregado de 138 kDa.

Finalmente, el anticuerpo contra la subunidad By identific6 varias bandas en las
fracciones 17, 22 y 23. En la fraccion 17 reconocié una banda de 57.5 kDa, en la 22 otra
banda de 62.3 kDa y en la 23 tres bandas cuyas masas son de 85 kDa, 78 kDa y 62.3 kDa.
La fraccion 17 esté asociada a un complejo de 1,037 kDa, mientras que las fracciones 22 y 23
forman parte de agregados de 294 kDa y 229 kDa respectivamente.

Este resultado muestra que las subunidades o y By podrian formar un complejo.
Llama la atencion que las mismas subunidades se encuentren asociadas a complejos muy
grandes, es decir, que se encuentren en fracciones cuyas masas son altas como la fraccion
17. Probablemente se encuentren en estas fracciones porque forman parte del proteasoma,

Ccomo un paso previo a su degradacion.

5.7 Determinacion de la presencia de ubiquitina

Muchas de las proteinas que son degradadas por la via del proteasoma son primero
ubiquitinadas, es decir son marcadas por proteinas de baja masa molecular, para que una vez
sefalizadas sigan el proceso de degradacion.

Para poder comprender por qué aparecian subunidades en fracciones asociadas a
altas masas moleculares, ademas de explicar la presencia de bandas que aparecian por
arriba o debajo de la banda de interés, se decidio probar una de las membranas elaboradas

con el anticuerpo contra la ubiquitina.
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Figura 28. Western Blot realizado con el anticuerpo contra ubiquitina.

Fraccion 17 22 23 2526

PM (kDa) 1037 294 229138107
97

66 —

o

45 —

30 —

201 —
144 —

El resultado se presenta en la Figura 28; en donde se aprecia que el anticuerpo
detecta proteinas en las fracciones 17 y en las fracciones 22, 23, 25 y 26, cuyo patron se
parece mucho a los obtenidos con los anticuerpos contra las subunidades o y By.

Los resultados obtenidos empleando el entrecruzador para detectar a los posibles complejos,
aunados con los resultados obtenidos al emplear el anticuerpo contra ubiquitina, se resumen

en la Figura 29.

Figura 29. Elucidacién de subunidades del complejo SnRK-1 en extractos de embriones de
semillas de 20 dias de desarrollo entrecruzados con DSP Ditiobis (propianato de succimidil) y

fraccionados en una columna de exclusién molecular.

Fracciones donde se expresa la subunidad
Subunidad | Masa (kDa) | 17 |19 |21 | 22 | 23 | 25 | 26 |27 |28|29|31|33|35]|37
o 64.5 4 4 v 4
Y 41.6 4 vV
B2 62.7 v v
By 63.7 v v v
Ubiquitina | - v v v v v
Complejo afy B2By | afy | aB2 | ay
Tamafo del complejo | 1037 294 | 229 | 138 | 107

Con esta experimentacion no fue posible identificar algin complejo en donde se encontraran
presentes las tres subunidades; sin embargo se demostro la combinacion entre pares de ellas,

algunas de las cuales probablemente presenten el proceso de ubiquitinizacion.
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Capitulo 6. Discusion de resultados

Las cinasas del tipo SnRK-1 son un grupo de enzimas estrechamente relacionadas con las
AMP cinasas. Ultimamente han recibido mucha atencién pues se ha sugerido que en plantas,
al igual que en animales, también podrian activarse en respuesta a situaciones ambientales
que reducen la disponibilidad de energia, debido a que fosforilan enzimas clave para la
regulacion de distintas rutas metabdlicas que facilitan la sobrevivencia bajo esas condiciones.
Se ha propuesto que las SnRK-1 son complejos formados por una subunidad catalitica (o) y
dos regulatorias (B y y). Se han identificado variantes de las subunidades (Polge Cecile et al.,
2007) haciendo posible la combinacion entre ellas, sugiriendo diferentes tipos de complejos,

gue probablemente sean responsables de fosforilar diferentes proteinas.

En el caso de las plantas de frijol, la deficiencia de fésforo es una condicion que reduce
la produccién y ocasiona grandes pérdidas en todo el pais. La falta de fésforo produce
multiples efectos, pero una de sus primeras manifestaciones consiste en la disminucién de los
niveles de ATP (Bao et al., 2009). Se sabe que la deficiencia de fésforo afecta a todas las
plantas, pero se han identificado genotipos que tienen mayor capacidad para enfrentar los
problemas derivados de su ausencia. Es por ello que un objetivo a largo plazo es establecer si
la actividad del complejo SnRK-1 contribuye a mejorar el desempefio de las plantas bajo esas
condiciones. En frijol existen pocos antecedentes al respecto y el presente trabajo se ha
enfocado a evaluar el impacto de la deficiencia de fosforo sobre la actividad y la probable
composicién de los complejos SnRK-1 durante el desarrollo de los frutos de las plantas de

frijol.

La determinacién de la actividad cinasa, medida como la incorporacién de *?P en el
péptido sintético SAMS a partir de ATP marcado, mostré que en las vainas la actividad se
incrementa después de la polinizacion. Cabe sefalar que la deficiencia de fosforo acelero
dicho incremento (Figura 17). Por otro lado, la actividad en semillas producidas por las
plantas control se incrementa durante el desarrollo (Figura 17) y la deficiencia de fosforo
origina que el aumento fuera considerablemente menor. El hecho de que la actividad se
incremente durante el desarrollo de la semilla hace suponer que el complejo es importante

para regular la acumulacion de reservas; sin embargo, el hallazgo de que la mayor actividad
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se presenta cuando el desarrollo de la semilla practicamente ha concluido sugiere que la
actividad del complejo SnRK-1 también puede ser importante para que la semilla adquiera

tolerancia a la desecacion.

Los analisis por Western Blot, empleando anticuerpos especificos para las diferentes
subunidades en extractos de vainas y semillas (Figura 19), demostraron que tanto el
desarrollo como la disponibilidad de fésforo alteran la concentracion relativa de las mismas.
Para caracterizar mejor el efecto de estas dos variables sobre el desarrollo de las semillas, se
analizaron semillas en desarrollo (20 dias después de la polinizacion) y secas. Los resultados
obtenidos de los Western Blot confirman el comportamiento de la actividad cinasa evaluada
con anterioridad, pues la cantidad de subunidad catalitica es mayor en las semillas secas que
en las que estan en desarrollo.

Si bien la subunidad o esta presente en todos los tejidos, existen factores que afectan
la distribucion de subunidades regulatorias y por ende la actividad del complejo SnRK-1, tales
como el tipo de tejido, el tiempo de desarrollo de la planta, pues son notables las diferencias
entre los perfiles de semillas en desarrollo y secas, asi como la deficiencia de micro y

macronutrientes en el ambiente (Figura 21).

Aunado a los cambios en los niveles de las distintas subunidades, la modificacién
postraduccional (degradacion y ubiquitinizacién entre otras) contribuye a la regulacion del
complejo (Kurepa y Smalle, 2008).

Un elemento clave para entender la participacion del complejo SnRK-1 en la regulacion
de distintos procesos metabdlicos es la posibilidad de que las distintas subunidades se
combinen para formar diferentes clases de complejos. En el presente trabajo se realizaron los

siguientes experimentos para tratar de establecer la posible composicion del(los) complejo(s):

a) Se emplearon extractos de semillas en desarrollo producidas por plantas con
deficiencia y sin deficiencia de fosforo se inmunoprecipitaron con el anticuerpo de la
subunidad . EI inmunoprecipitado se analizé en SDS-PAGE que al ser tefiido con

plata revelo diferencias muy importantes dependiendo del extracto. La
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secuenciacion de las proteinas inmunoprecipitadas en ambos casos seguramente

arrojara informacion muy interesante.

b) El fraccionamiento en una columna de exclusion molecular fue otra herramienta
empleada para tratar de establecer la composicion del complejo. En este caso los
extractos se prepararon con embriones de semillas secas y en desarrollo (20 dias
después de la polinizacion), provenientes de plantas cultivadas sin deficiencia de
foésforo. Se selecciond este tejido ya que resultd ser el Gnico en donde estan
presentes todas las subunidades. Los resultados de estos experimentos se

resumen en el Figura 26.

Aun cuando varias subunidades pudieran estar en la misma fraccion, las
subunidades eluyen de acuerdo con su masa molecular, lo cual sugiere que no
forman ningun complejo o bien que las interacciones que las unen no son
suficientemente fuertes o resistentes al proceso de separacion y por ello el

complejo se desensambla durante la manipulacion.

Con el fin de estabilizar los complejos los extractos se trataron con el entrecruzador
DSP y después se fraccionaron en la columna de exclusién molecular Superdex 200. Los

resultados se muestran en la Figura 29.

De acuerdo con ellos, se puede sugerir que en embriones de semillas de frijol de 20
dias de desarrollo provenientes de plantas control, se expresan complejos de SnRK-1
formados por las subunidades o—By, B2—By, af2y ay; no se encontré uno en el que la
subunidad catalitica estuviera unida a dos subunidades regulatorias. Es probable que ese
complejo sea particularmente inestable y que para detectarlo el procedimiento deba ser
optimizado. El hecho de que las fuerzas que unen a las subunidades sean débiles puede ser
ventajoso y hacer del ensamblaje un proceso dinamico: ensamblarse de una forma,

desensamblarse y ensamblarse de otra para satisfacer las necesidades de la planta.

Segun Gissot y sus colaboradores (2004) el complejo a—By puede ser activo. En base a

ello se pueden plantear las siguientes persepctivas:
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1. Investigar si con extractos de cotiledones se encuentran complejos similares.

2. Evaluar si alguna de esas asociaciones tiene actividad de cinasa.

En semillas secas fue evidente que algunas de las subunidades tenian masas
moleculares superiores a los observados en los extractos de semillas en desarrollo (Figura
26). En el extracto de embriones de semillas secas que se fraccioné sin que se haya usado el
entrecruzador, se observé que el anticuerpo contra la subunidad o reconoce una proteina
pequefia que aparece asociada a agregados de alta masa molecular (Figura 26). Esto supone
gue la degradacion del complejo o de algunas de las subunidades se lleva a cabo via
proteasoma. La ubiquitinizacion es un paso previo para muchas de las proteinas que son

degradadas de esta manera.

El analisis con anticuerpos contra ubiquitina (Figura 28) de fracciones de extracto que
antes de ser separados fueron tratados con el entrecruzador muestra un parecido
sorprendente con el que bajo las mismas condiciones se obtuvo usando anticuerpos contra la
subunidad o (Figura 27). Estos resultados sugieren que la degradacion de algunas
subunidades del complejo SnRK-1 (o el complejo en su conjunto) ocurre via proteasomal. Sin
embargo, sera necesario investigar los detalles del proceso y si éste es modificado por la

deficiencia de fésforo.
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Capitulo 7. Conclusiones

Los resultados del presente trabajo muestran que la actividad de cinasa del complejo
SnRK-1 se modifica en respuesta a factores enddgenos (desarrollo y tejido) y exdgenos

(disponibilidad de fosfato).

El curso de la actividad durante el desarrollo de la semilla sugiere que el complejo
SnRK-1 puede estar involucrado tanto en la acumulacion de reservas como en la

adquisicién de tolerancia a la desecacion.

La expresion diferencial de las distintas subunidades y la modificacién postraduccional
de algunas de ellas son elementos que contribuyen a la regulacion de la actividad del

complejo SnRK-1.
Las subunidades que forman el complejo SnRK-1 estdn unidas por interacciones
débiles, lo cual tal vez facilite el recambio de sus subunidades y con ello la participacion

en multiples procesos.

La posible via de degradacion de las subunidades del complejo SnRK-1 involucraria su

ubiquitinizacion y su posterior procesamiento en el proteasoma.
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