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RESUMEN

RESUMEN

La ATPasa de H" es una proteina transmembranal esencial para la célula vegetal, de la
gue dependen varios procesos celulares, por lo que esta sujeta a varias formas de regulacion.
Existen reportes sobre la modulacién de la enzima por glicerolipidos y esteroles membranales,
pero no sobre el efecto de esfingolipidos, los cuales son muy abundantes en plantas.

Estudios previos de nuestro laboratorio se determind que mutantes en genes de la via
de sintesis de esfingolipidos de Arabidopsis thaliana, presentaban una actividad de la ATPasa
de H' casi del doble con respecto a las plantas silvestres. El objetivo de este trabajo fue
identificar las especies de esfingolipidos y sus regiones quimicas responsables de ese efecto en
la enzima. Para ello, se utilizaron plantas de Arabidopsis, tanto del genotipo silvestre, como de
las lineas Atlcb2b hp/Atlbc2a y GC-A (con menor contenido de esfingolipidos totales y de
glucosilceramida, respectivamente). En las preparaciones membranales de estas plantas, se
determind la composicién y cuantificacién de los esfingolipidos por HPLC-MS/MS, y se investigd
la contribucion de la parte polar e hidrofobica de los esfingolipidos en la actividad de la ATPasa.

Los resultados de la esfingolipiddmica revelaron que de las 160 especies de
esfingolipidos membranales identificadas, solo la glucosilceramida con una base de cadena
larga trihidroxilada (t18:1) y un acido graso de 22 C, y unas glicosil-inositolfosforil-ceramidas
(GIPCs) con &cidos grasos de cadena corta, resultaron estar asociadas al aumento de actividad
de la enzima. La desglicosilacion controlada indic6 que en las membranas de las plantas de las
lineas controles expuestas a la glucosidasa, la actividad de la ATPasa se incrementd alrededor
de un 50%, mientras que en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+), la actividad ya no fue estimulada. Al
determinar la actividad de ATPasa de la linea GC-A, se observé un aumento de alrededor del
50% con respecto a la actividad de la linea silvestre. Esta actividad de la linea GC-A se restaurd
a niveles de la silvestre al realizar la reconstitucibon membranal con glucosilceramida exdgena.
La reconstitucion membranal con un liso-derivado de una GIPC produjo un aumento en la
actividad de ATPasa en la linea silvestre, mientras que en la linea Atlcb2b hp/Atlcb2a, con un
aumento de GIPCs membranales, no se presentd estimulacion de su actividad. Lo anterior
indica que la glucosilceramida regula negativamente la actividad de la ATPasa de H*, mientras
gue los GIPCs la regulan positivamente. Los resultados sugieren fuertemente que esta
regulacion es a través del contacto de la porcién polar de los esfingolipidos con la region del
carboxilo terminal de la enzima. Estos hallazgos son importantes porque describen por primera
vez el perfil de esfingolipidos en la membrana plasmaética, revelan una nueva funcién de estos
lipidos en las plantas, que es la de regulacién de la bomba primaria mas importante de las
células vegetales y dan luz sobre el mecanismo molecular de interaccién entre un esfingolipido

y una proteina membranal.
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1. Membrana Plasmaética.

La membrana plasmatica es una barrera continua con permeabilidad muy selectiva, creando
un compartimiento cerrado que define el interior y exterior de una célula. La composicion
guimica de la membrana plasmatica como cualquier otra membrana bioldgica es diversa y
depende de la especie biologica y del tipo celular. Sin embargo, los componentes basicos son
los lipidos, proteinas y carbohidratos (unidos a lipidos y proteinas). Los componentes lipidicos
de la membrana constituyen la barrera de permeabilidad entre dos espacios acuosos, mientras
que las proteinas funcionan como sistemas de transporte que actian como conductos o
bombas para proporcionarle a la membrana su capacidad de transporte selectivo,
contribuyendo asi a mantener el equilibrio entre el interior y el exterior de las células [Stryer y
col., 2004; Holthuis y Levine, 2005; Luckey, 2008].

La estructura de la membrana plasmatica se basa en dos monocapas de lipidos
contrapuestas entre si, formando una estructura laminar continua (bicapa lipidica). El centro de
la bicapa es de naturaleza hidrofébica y las superficies externas de sus dos caras son
hidrofilicas. Las dos caras de la membrana son asimétricas entre si, es decir, su composicion
es diferente cuantitativa y cualitativamente. La bicapa es estable, mantenida por las
interacciones hidrofébicas cooperativas entre los lipidos. Las proteinas membranales, tienen

organizacion y orientacién muy precisas en la bicapa [Callen, 2000; Stryer y col., 2004].

1.1 Lipidos de la membrana plasmaética de plantas.

Los lipidos son biomoléculas insolubles en agua pero que presentan solubilidad elevada
en disolventes organicos. Los lipidos de las membranas son moléculas relativamente pequefias
gue tienen una parte hidrofilica y una parte hidrofébica. Los principales lipidos de la membrana
plasmatica son glicerolipidos, esfingolipidos y esteroles. Una de las propiedades mas
importantes de estos lipidos, desde el punto de vista biol6gico, es su hidrofobicidad. Esta
propiedad es conferida por los acidos grasos, las bases esfingoideas o los anillos heterociclicos
[Nelson y Cox, 2006].
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1.1.1 Glicerolipidos.

Los glicerolipidos estan constituidos por un esqueleto de glicerol, dos cadenas de &cidos
grasos y un grupo polar (alcohol fosforilado o carbohidrato). En muchas plantas el glicerol es
directamente sintetizado a partir de la dihidroxiacetona fosfato por la accion de la glicerol-3-
fosfato deshidrogenasa obteniendo glicerol-3P. Diferentes isoformas de esta enzima estan
presentes en Arabidopsis thaliana y fueron localizadas en la mitocondria y los cloroplastos. Otra
ruta alternativa para la sintesis de glicerol es la conversion secuencial de la dihidroxiacetona
fosfato a (gliceraldehido-3-fosfato por la triosa fosfato isomerasa, seguida de una
desfosforilacion y una reduccion para obtener glicerol, que puede ser fosforilado por la glicerol
cinasa para producir glicerol-3-fosfato [Nelson y Cox, 2006].

El cloroplasto es el sitio en donde mayoritariamente se lleva a cabo la biosintesis de
novo de los acidos grasos en plantas. El principal producto de los cloroplastos lo constituyen
acidos grasos de 16 y 18 atomos de carbono; estos Ultimos con una insaturaciéon. El grupo
carboxilo de estos acidos grasos esterifica los grupos hidroxilo de los atomos C1 y C2 del
glicerol-3-fosfato (Figura 1A), produciéndose asi el acido fosfatidico o diacilglicerol 3-fostato,
gue es el glicerofosfolipido mas simple y que en las membranas sélo se encuentra en pequefias
cantidades. Sin embargo, el acido fosfatidico es un intermediario clave en la biosintesis de otros
glicerolipidos, siguiendo dos rutas diferentes, la ruta de diacilglicerol y la ruta del citidindifosfato-
diacilglicerol (CDF-diacilglicerol). De estas dos vias se desprenden los dos grupos
estructuralmente distintos de glicerolipidos predominantes en las membranas de plantas: los
fosfoglicerolipidos (fosfolipidos) los cuales contienen un alcohol fosforilado como grupo polar, y
los glicoglicerolipidos (glicolipidos) que contienen carbohidratos como grupo polar, [Ohlrogge y
Browse, 1995; Vance y Vance, 2002] (Figura 1B).

En el caso de los fosfolipidos el grupo fosfato del fosfatidato se esterifica con el grupo
hidroxilo de un alcohol, como puede ser la etanolamina, la colina, el glicerol o el inositol, dando
lugar a la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilcolina, el difosfatidilglicerol y el fosfatidilinositol,
respectivamente [Stryer y col., 2004; Luckey, 2008].

En el caso de los glucolipidos se han encontrado dos galactolipidos principales
identificados como monogalactosildiacilglicerol y el digalactosildiacilglicerol [Chen y col., 2008].
Las membranas vegetales también contienen sulfolipidos, en los que un residuo de glucosa
sulfonado se une a un diacilglicerol por medio de un enlace glucosidico. En los sulfolipidos, el
sulfonato de la cabeza polar es portador de una carga negativa, como es el caso del grupo

fosfato de los fosfolipidos (Figura 1B) [Nelson y Cox, 2006].
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Figura 1. Estructura de los glicerolipidos. A) Se muestran la posicion de los sustituyentes en el
esqueleto de glicerol (Modificado de Vance y Vance, 2002). B) Estructura de los principales &cidos grasos

y grupos polares de glicerolipidos de las membranas celulares de plantas (Modificada de Ohlrogge y
Browse, 1995).

1.1.2 Esfingolipidos.

El estudio mas intenso de los esfingolipidos en plantas ha sido emprendido hasta fechas
recientes. Estos estudios se han enfocado en determinar la estructura y la proporcién de los
esfingolipidos en los diferentes tejidos de la planta; en caracterizar los pasos enzimaticos
involucrados en su produccion y recambio y ademas, en identificar la variedad de funciones
bioldgicas de estos lipidos [Lynch y Dunn, 2004; Markham y col., 2006; Markham y Jaworski,
2007].

Los esfingolipidos tienen como esqueleto base a la esfingosina (4-esfinganina), un
alcohol aminado de cadena larga o base de cadena larga (BCL) o base esfingoidea formado
predominantemente por 18 atomos de carbono, la cual presenta un grupo amino en el C2 y un
grupo hidroxilo en el C1 y/o C3. Las BCL pueden llegar a presentar dobles enlaces en los
carbonos en posicion 4 u 8. EIl grupo amino de la BCL es acilado con un &cido graso de entre

16 a 26 o mas, atomos de carbono, formando asi a la ceramida, un esfingolipido intermedio
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entre la BCL y esfingolipido complejo. Los esqueletos de ceramida en los esfingolipidos en
plantas son altamente variables. Su base de cadena larga puede tener cuatro posibles
modificaciones (Figura 2, mostrado con fondo gris), que son, cis(Z) o trans(E)- desaturaciones
en el carbono 8, e hidroxilacién o (E)-desaturacion en el carbono 4, resultando en 7 bases de
cadena larga mas frecuentes. Estas bases de cadena larga estan unidas a 10 diferentes grupos
de &cidos grasos, que a su vez varian en su o-hidroxilacion, longitud de la cadena o grado de
insaturacion. En consecuencia, los esfingolipidos vegetales basan su complejidad y diversidad
en numerosas combinaciones posibles de estos acidos grasos, bases esfingoideas y ademas
en el grupo polar (cabeza) [Sperling y Heinz, 2003; Lynch y Dunn, 2004; Markham y col., 2006;
Pata y col., 2010].

Las bases de cadena larga mas abundantes en los esfingolipidos complejos son los
estereoisomeros (Z) y (E) de la 8-esfinganina, la 4,8-esfingadienina y la 4-hidroxi-8-esfinganina.
Tanto la base como el &cido graso pueden estar mono, di, o trihidroxilados y pueden tener uno
0 varios sitios de insaturacion. Al grupo hidroxilo terminal de la BCL se le une un grupo polar
gue puede estar formado por uno o varios residuos de carbohidrato (esfingolipidos neutros) o
por grupos fosforilados (esfingolipidos aniénicos), o por ambos (Figura 2).

Reportes de la composicion de esfingolipidos en plantas indican que, segun el tipo de su
cabeza polar, los presentes en mayor proporcién son la glucosilceramida y los esfingolipidos
derivados del inositolfosforilceramida (IPC) (Figura 3). Mediante la separacién por cromatografia
liguida y su posterior identificacion por espectroscopia de masas, en extractos de hojas de
tomate, soya y A. thaliana se han encontrado como esfingolipidos mayoritarios a la N-acetil-
hexosamina-hexaurénico-inositolfosfoceramida (también referidos como fitoglicolipidos),
monohexosilceramidas y ceramidas en un proporcion de ~64, 34, y 2% de esfingolipidos
totales, respectivamente [Lynch y Dunn, 2004; Markham y col., 2006].

En las hojas, la fraccién de las glucosilceramidas esta enriquecida en bases de cadena
larga trihidroxiladas como is6meros cis (Z), mientras que esfingolipidos aniénicos como la
glicosil-inositol-fosforil-ceramida (GIPC por sus siglas en inglés) estan enriquecidos en BCL

trinidroxiladas como isémeros trans (E) [Pata y col., 2010; Chen y col., 2012].
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Figura 2. Estructura de los esfingolipidos encontrados en las plantas. Los cerebrésidos se forman
por glicosilacion del grupo hidroxilo en el carbono 1 en la ceramida (R;), dando paso a la B-D-glucosil y la
B-D-manosilceramida (R,-3). Los derivados glicosilados pueden ser alargados por adiciones secuenciales
de més de tres residuos B-1,4-glicosilo (R4.5). Las glicosil-inositol-fosforil-ceramidas (GIPC) aisladas de
hojas de tabaco (Re.7) ¥ granos de maiz (Rg) contienen un residuo de 1-fosfo-mio-inositol unido al carbono
2. Derivados adicionales con residuos glicosilos con mas galactosilos (Gal), manosilos (Man), acido
glucoronico (GluA), glucosamina (GIuN) y N-acetilglucosamina (GluNac) han sido aislados de R;s
(Tomada de Sperling y Heinz, 2003).

1.1.2.1 Biosintesis de novo de esfingolipidos.

La biosintesis de los esfingolipidos inicia en el reticulo endoplasmico (RE) con la
condensacioén de la L-serina y la palmitoil-CoA para formar 3-cetoesfinganina. Esta reaccion es
catalizada por la serina palmitoiltransferasa (SPT), heterodimero formado por las subunidades
LCB1 y LCB2, localizado en el RE. En la segunda etapa de la sintesis, la 3-cetoesfinganina es
reducida a la forma esfinganina, mediante la 3-cetoesfinganina reductasa utilizando NADPH. En
una reaccién subsecuente, la esfinganina puede ser fosforilada mediante la esfinganina cinasa
para dar lugar a la formacion de esfinganina-1-fosfato. Para la formacion de la ceramida, el
grupo amino de la esfinganina es acilado mediante un enlace amida, catalizado por la
esfinganina N-aciltransferasa o también conocida como ceramida sintasa.

Una vez que el esqueleto de ceramida es sintetizado, tanto las bases de cadena larga

como los residuos acil-aminados son modificados posteriormente por desaturaciones y/o
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hidroxilaciones para formar las especies moleculares cominmente encontradas en plantas.
Posteriormente, a las ceramidas se le incorporan enzimaticamente diversos grupos polares para
la formacion de los esfingolipidos complejos, como son GIPCs y glucosilceramidas (Figura 4)
[Cheny col., 2006].

Los esfingolipidos complejos son sintetizados en el lumen del aparato de Golgi y no
tienen acceso a la cara citosoélica, por lo que se ha sugerido que son selectivamente incluidos
en membranas a través de un movimiento anterdgrado o hacia adelante de acuerdo al modelo
de maduracion en cisterna, por tanto, el transporte neto anterégrado puede llevarse a cabo si se
previene que los esfingolipidos dejen la cisterna en la cual son sintetizados [Holthuis y Levine,
2005].

Cer

Base de Cadena Larga (BCL)
EIH
NH
|
/WMW
" M * 14-26
Paosicion w9 insaturacion Acido graso
a-0OH| g
Inositolfosforilceramida
Componentes
del grupo polar

Figura 3. Estructura de los esfingolipidos complejos reportados en plantas (Modificada de Pata y col.,
2010).
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Figura 4. Esquema de la secuencia de reacciones de la biosintesis de novo de los esfingolipidos
en plantas. En las cajas blancas se muestran los nombres de las enzimas involucradas en la sintesis de
esfingolipidos comensando con la enzima serina palmitoiltransferasa (SPT), en las cajas grises se
encuentran los genes que codifican para las enzimas de la via. También se indican los sitios de accion de
inhibidores de la via (Mirioxina, fumonisina B1 (FB1) y la toxina de Alternaria alternata f. sp. lycopersici
(AAL)) (Modificada de Berkey y col., 2012).
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1.1.3 Esteroles.

Los esteroles son otra clase de lipidos que se pueden encontrar en la membrana, los cuales
son compuestos que contienen un nucleo de cicloperihidrofenantreno y presentan un grupo
hidroxilo en el C3 y un enlace doble en el carbono 5 (Figura 5). En plantas, la biosintesis de
esteroles comprende mas de 30 reacciones catalizadas por enzimas que se encuentran en su
mayor parte en RE. La ruta biosintética esta caracterizada por varios pasos restringidos
exclusivamente a plantas, como la ciclizacion del éxido de escualeno a cicloartenol; la apertura
del anillo 9p,19-ciclopropano del cicloeucalenol catalizada por la cicloeucalenol-obtusifol
isomerasa. Todos los tejidos vegetales pueden formar sus propios esteroles. Las variaciones
estructurales que resultan de diversas substituciones en la cadena lateral, asi como en el
ndamero y posicion de nuevos enlaces en el sistema de anillos generan una mezcla de
compuestos con propiedades diferentes en cuanto a su distribucion celular. La membrana
plasmatica tiene una mayor proporcion de esteroles mientras que en el RE, el tonoplasto y las

membranas mitocondriales este contenido es menor [Hartmann, 1998].

4
28 29
(o) B)

Figura 5. Estructura basica de un esterol con la numeracion estandar de los carbonos de acuerdo a las
recomendaciones de la convencion IUPAC-IUB de 1989. Los anillos del policiclo se diferencian
asignandoles las letras mayusculas A, B, C y D, a partir del grupo OH del carbono 3. Las posiciones o/
describen las configuraciones cis-trans de los sustituyentes. [Modificada de Moss, 1989].

En muchas plantas superiores, los esteroles con grupos hidroxilo libres en la posicién
3B, también llamados esteroles libres, son los productos mayoritarios. De éstos, los mas

comunes de la membrana plasmética son el campesterol (C), el sitoesterol (Cy) y el
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estigmasterol (C). El sitoesterol es el mas abundante, representando del 50% al 80% de los
esteroles totales contenidos en algunas plantas [Buchanan y col., 2000]. Sin embargo, los
esteroles también estan presentes en conjugados con &cidos grasos conocidos como esteroles
esteril ésteres o0 unidos en la posiciéon  por un monosacarido, usualmente glucosa, para formar
esteril glucosidos [Hartmann, 1998]. Los ésteres de esterol, los glicosidos de esteroles acilados

y no acilados son mas abundantes en plantas que en animales.

2. ATPasa de H'de la Membrana Plasméatica de Plantas.

En todos los eucariotas el potencial de membrana y el transporte secundario es energizado
por la actividad de las proteinas membranales tipo P como la ATPasa de H' (bomba de
protones) en plantas y hongos [Serrano y col., 1986; Morsome Yy col., 2000; Palmgren, 2001], y
la ATPasa Na*/K" (la bomba de sodio-potasio) en animales [Skou y Esmann, 1992]. El nombre
de tipo P de estas familia de ATPasas transductoras de energia deriva del hecho de que al
obtener la energia del ATP, estas enzimas forman un intermediario fosforilado covalentemente
en un residuo de Acido aspartico (Asp-329). La ATPasa de H' de la membrana plasmatica es
una proteina transmembranal de 948 a 957 residuos de aminoacidos, segun la isoforma y la
especie de planta, lo que corresponde a un peso molecular aproximado de 100 kDa. La ATPasa
de H" en plantas, acopla la hidrélisis de ATP (reaccidn exergonica) al transporte de protones a
través de la membrana plasmatica (reaccidn endergdnica, pues los protones se mueven en

direccién contraria a su gradiente de concentracion).

2.1 Estructuray Funcién.

Se cuenta con la estructura cristalogréafica de la ATPasa de H* de plantas (isoforma 2 de la
ATPasa de H* de Arabidopsis thaliana) a una resolucion de 3.6 A (Figura 6) [Pedersen y col.,
2007]. En ella se identifican cuatro dominios estructurales; un dominio lipidico de 10 cruces
transmembranales nombrados de M1 a M10, que permite el paso de protones desde el citosol
hacia el apoplasto, y tres dominios citosélicos nhombrados de acuerdo a su contraparte en la
ATPasa de Ca®":

e El dominio P (dominio de fosforilacién; residuos aminoacidicos 308-337 y 489-625), que
esta unido a los cruces transmembranales denominados M4 y M5, en el se encuentra el
aspartico 329 que se fosforila durante la catalisis.

e El dominio N (dominio de unién al nucleétido; residuos aminoacidicos 338-488) que esta

unido directamente al dominio P y contiene el sitio de unién a ATP; la adenosina del ATP
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se enlaza en el dominio N, mientras que el grupo trifosfato y el i6n magnesio (Mg?") se
extiende hacia el dominio P. El i6n Mg*" es absolutamente requerido por la ATPasa de
H* de la membrana plasmatica para llevar a cabo la hidrélisis de ATP, pues el sustrato
de la reaccién enzimatica es Mg*-ATP. Se ha sugerido que el i6n Mg?* se coordina a
dos residuos de aspartico que pudieran corresponder al Asp-588 y al Asp-592,
proponiéndose esta interaccion proxima al Asp-329 catalitico [Palmgren, 2001].

e El dominio A (dominio activador; residuos aminoacidicos del 12-57 y 129-233) que
comprende la regién amino terminal y la pequefia region citoplasmatica entre los cruces
transmembranales denominados M1 y M2; el Glu-184 del motivo conservado TGES,
estd implicado en la funcionalidad del dominio A como fosfatasa, estimulando la
desfosforilacion del Asp-329, lo cual indica que se requiere una rotacién del dominio A
hacia el domino P para que ocurra la desfosforilacion, y viceversa, el domino A se aleja
del dominio P, permitiendo el acercamiento del dominio N con el nucle6tido unido para

montar el sitio catalitico en el que el Asp-329 sera fosforilado en cada ciclo de bombeo.

Cabe sefalar que el dominio de regulacion (R), que comprende a la regién del carboxilo
terminal, no se pudé resolver en la estructura cristalografica, ya que la parte comprendida entre
los residuos 858-948 no tiene una estructura definida en la forma activa de la proteina. Pero,
cuando residuos especificos eran mutados por alanina, un patron aparecia en el que el dominio
de regulacién mantenia una interaccion con la enzima "enroscandose" alrededor del cuerpo de
la ATPasa para interaccionar con el dominio A en la parte superior de los segmentos M1 y M2.
En esta posicion, como se sugiere en la interpretacion, se bloquea potencialmente la entrada de
protones a los sitios transmembranales de unién y se restringe la libre rotacion del dominio A
gue es esencial para la funcién de transicion de desfosforilacion-fosforilacién en el ciclo de
bombeo de la enzima, como se menciond anteriormente [Pedersen y col., 2007].

En cuanto a la estructura cuaternaria de la proteina, se desconoce con certeza si la proteina
puede formar algun tipo de arreglo oligomérico en la membrana. Se ha determinado que la
ATPasa de H' pasa de ser un dimero a un hexamero cuando se fosforila e interactéia con la
proteina 14-3-3 [Kanczewska y col., 2005; Ottmann y col., 2007] y también se ha determinado
gue la biosintesis de ceramida es necesaria para formar complejos oligoméricos de la ATPasa

de H' de levadura, cuando es sintetizada en el reticulo endoplasmico [Lee y col., 2002].
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Apoplasto

Figura 6. Estructura cristalografica de la isoforma AHA2 de la ATPasa de H' de la membrana
plasmatica. La estructura presenta la forma activa de la bomba de protones (en presencia del AMPPCP
gue es un analogo de ATP no hidrolizable y sin el carboxilo terminal auto-inhibitorio de la ATPasa), se
muestran los cuatro dominios reconocidos en la ATPasa de H* (modificada de Pedersen y col., 2007). En
color rojo se muestra el dominio de fosforilacion (P), en color azul el dominio de unién al nucleétido (N),
en color amarillo el dominio activador (A) y en color café el dominio lipidico.

Se ha sugerido que la ATPasa de H™ alterna entre al menos dos conformaciones
principales, E; y E,. La forma E; tiene gran afinidad por el ATP, asi como por el ion H* a ser
transportado fuera del citoplasma. La forma E; tiene baja afinidad por los ligandos, pero tiene
una alta afinidad por el inhibidor vanadato. Esta es la forma que une covalentemente al Pi
durante la reaccion en el Asp-329. El transporte del ion H* de un lado de la membrana hacia el
otro estd asociado con el cambio conformacional entre E; y E, (Figura 7); esta caracteristica
sugiere un mecanismo de acoplamiento de la ATPasa de H* entre la formacion del sitio de
fosforilacion en los dominios citoplasmaticos y la oclusién de los sitios de unién a H* [Palmgren,
2001; Pedersen y col., 2007].

Estudios en algunas mutantes demuestran que el Asp-684, mismo que esta conservado
en todas las ATPasa de H* de membrana plasmaética, es esencial para el transporte de protones
durante las transiciones E; y E,, y es por tanto el mejor candidato para el sitio de unién de H* en
las ATPasa de H" tipo P. El Asp-684 se aproxima al Asn-106 localizado en la a-hélice
transmembranal M2; siendo ambos factibles en la formacion de enlaces de hidrégeno; el par

protonado Asp-684: Asn-106 funge por tanto como el guardian de la puerta a lo largo de la via
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de transporte. La Arg-655 del M5 puede quedar expuesta en la via de salida del proton. En esta
posicion, podria servir como un enchufe positivo que evita el reflujo de protones en el sitio de

union transmembranal [Pedersen y col., 2007].

Citoplasma

Exterior

E1-ATP E2-P E1

Figura 7. Estados de transicion durante la catalisis de la ATPasa de H'. Las formas E;-ATP, E;-P y
E. son estados conformacionales que atraviesa la ATPasa de H* de la membrana plasmatica durante su
ciclo catalitico. La fosforilacién del residuo Asp329 constituye el intermediario fosforilado altamente
energético denominado E;-ATP, subsecuentemente, una molécula de ADP es liberada junto con el Mg,
entonces ocurre el cambio conformacional; llevando a la enzima a la conformacién E,-P; seguida de la
liberacion de un protdn al exterior. Finalmente, el Pi es liberado por hidrélisis del enlace Asp329-P y la
enzima regresa al estado E;. El signo (+) indica la carga de la arginina (R655) y el signo (-) indica la carga
de &cido aspartico (D684). Las letras N, P y A son los dominios citosélicos descritos en la Figura 6
(modificada de Pedersen y col., 2007).

2.2 Procesos fisioldgicos en los que participa.

La ATPasa de H* se encuentra en todos los tejidos celulares de las plantas, sélo que en
diferente cantidad, debido a la funcién especifica de cada grupo celular y a las caracteristicas
especificas de las diferentes isoformas de la enzima.

Esta enzima facilita energéticamente el transporte de solutos (iones, aminoacidos,
azlcares, etc.) a través de acarreadores y canales, ya que la apertura de éstos Ultimos es
sensible al potencial electroquimico de H* generado por la enzima, pues la ATPasa al bombear
H* al exterior de la célula, genera un gradiente de concentracién de H* (Au.) a ambos lados de
la membrana plasmatica. Este Apy. tiene dos componentes: la diferencia de potencial eléctrico
transmembranal (Ay) y la diferencia de pH a ambos lados de la membrana (ApH), ambos
constituyen la fuerza energética necesaria para llevar a cabo diferentes transportes a través de

la membrana plasmética (transporte secundario). EI movimiento de los carbohidratos y
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aminoacidos a través de la membrana plasmética se realiza por sistemas de simporte
carbohidrato/H" o aminoacido/H*, que requieren de esta diferencia de potencial eléctrico o un
ApH generado por la ATPasa [Chang Li y Bush, 1991; Bush, 1993; Gavilanes y col., 1995]. Se
ha demostrado que las plantas expuestas a un estrés osmético alto, responden activando a la
ATPasa de H' para mediar la salida de protones y tomar K* del medio, lo que trae en
consecuencia la adaptacion osmética [Sondergaard y col., 2004]. Gracias al bombeo de
protones al exterior de la célula, la ATPasa de H* ayuda al cierre y apertura de estomas, ya que
al activar a la ATPasa aumenta el transporte de H* hacia el exterior de la célula, lo que a su vez
hiperpolariza la membrana plasmaética, favoreciendo la entrada de K* por canales membranales
especificos. La acumulacion interna de osmolitos, como el K* y el malato, induce la entrada de
agua a la célula para equilibrar las concentraciones internas y externas de soluto, provocando
gue las células se hinchen y generen cambios en la curvatura de la pared celular. Esto,
finalmente, lleva a la apertura del poro estomatico [Gavilanes y col., 1995; Kinoshita y
Shimazaki, 1999; Liu y col., 2009].

Otra funciéon de la ATPasa de H" en la célula es la elongaciéon celular, que es una
funcion fisiologica béasica para el crecimiento y desarrollo de las semillas. En este sentido, la
ATPasa de H" produce una acidificacion del medio extracelular, provocando un incremento de
la extensibilidad de la pared celular, permite la entrada de agua y el aumento del volumen

celular [Antipova y col., 2003; Sanchez-Linares y col. 2012].

2.3 Regulacion de la actividad de la ATPasa de H*

2.3.1 Expresion diferencial de las isoformas.

Una forma de regular el metabolismo consiste en promover la expresion diferencial de
distintas isoformas de una enzima clave. En el caso de la ATPasa de H* se han identificado
varios genes que codifican, cada uno, para diferentes isoenzimas. Para el género Arabidopsis
se sabe que existen 12 genes que codifican para la sintesis de variantes de la ATPasa de H*
gue han sido denominadas como AHA1-AHA12 [Gavilanes y col., 1995; Palmgren, 2001]. Dos
de estas isoformas, AHAL1 y AHA2 se expresan en todos los tejidos y érganos, indicando que
estas isoformas parecen funcionar en el mantenimiento continuo de la homeostasis celular de
iones. Se ha encontrado gue el principal transcrito en plantulas es el de AHAL, mientras que el
de AHA2 predomina en raices y especialmente en los pelos radiculares [Gaxiola y col., 2007].
Se ha reportado que mutantes que contienen interrupciones en los genes que codifican para las
isoformas AHAL1 y AHAZ2 resultan letales para la planta [Haruta y col., 2010]. Aunado a esto

algunas de las rutas de biogénesis de las isoformas de la ATPasa de H* de tabaco (Pmal) son
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dependientes de lipidos de cadena larga [Gaigg y col., 2005]. Las propiedades funcionales de
las isoformas individuales han sido determinadas expresando los genes de AHA en levadura.
En general, las propiedades cataliticas son similares, pero varian en su afinidad por el ATP; por
ejemplo las isoformas AHA1l y AHA2 tienen una afinidad diez veces mayor por el ATP (K, =
0.15 mM) que la isoforma AHA3 (K., = 1.5 mM) [Palmgren y Christensen, 1994].

2.3.2 Region auto-inhibitoria del carboxilo terminal.

El C-terminal estd altamente conservado en la ATPasa de H' de la membrana
plasmatica de plantas, contiene varios sitios de fosforilacion y una region conservada que
interactia directamente con la proteina 14-3-3, que es una proteina reguladora. La actividad de
la enzima se restablece o aumenta cuando el aminoacido Thr948 de la regién del carboxilo
terminal es fosforilado por una cinasa de treonina/serina [Olsson y col., 1998]. La fosforilacion
es la sefal para que la proteina 14-3-3 se una al carboxilo terminal y éste se separe del sitio
catalitico de la ATPasa de H*, aumentando su actividad.

Mediante el uso de anticuerpos dirigidos contra péptidos sintéticos disefiados a partir de
secuencias especificas de aminoacidos de la proteina, y por experimentos de modificacion
guimica y de mutantes, se han obtenido evidencias de la presencia de un dominio auto-
inhibitorio denominado R, el cual se ha postulado que estd formado por 100 aminoacidos
localizados en la region del C-terminal [Kasamo, 2003]. Se ha reportado que en la secuencia de
aminodcidos de esta regién del carboxilo terminal de S. cerevisiae, hay dos puntos de
regulacion en este dominio. El primero esta definido por los aminoacidos Arg-909 y Thr-912,
gue son esenciales para el cambio de V. producido por la activacion ATPasa; mientras que el
segundo sitio esta definido por Ser-899 y Glu-901 y es necesario para el cambio de la K
[Olsson y col., 1995; Portillo, 2000]. Por tanto, bajo condiciones basales, el carboxilo terminal
interactuda con el sitio catalitico de la enzima inhibiendo la actividad de la enzima. La interaccion
inhibitoria entre este dominio y el sitio de unién al ATP y/o al H" puede estar modulada por la
unién de moléculas efectoras, fosforilacion, protedlisis parcial o por ablacion a nivel genético
[Palmgren, 1991].

2.3.3 Interaccién con la proteina 14-3-3.

Las proteinas 14-3-3 forman un grupo de proteinas altamente conservadas en organismos
eucariontes y regulan muchos blancos celulares. Constituyen una familia grande de proteinas
homologas codificadas por genes separados. Las proteinas 14-3-3 existen en su mayoria como

dimeros cuyos monomeros tienen un peso de 30 kDa [Fu y col., 2000]. Cada mondmero
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contiene dominios de unién a una a-hélices de la proteina blanco. Un requerimiento para que
las proteinas 14-3-3 se unan es la fosforilacion de la proteina blanco [Morsomme y Boutry,
2000].

Debido a que las proteinas 14-3-3 estan involucradas en interacciones proteina-proteina, se
ha sugerido que participan en la respuesta al estrés en plantas a través de muchos
mecanismos. Por tanto, ellas pueden regular la actividad de proteinas individuales que tengan
funciones de sefializacion o de defensa. Alternativamente, pueden participar en la formacion de
complejos multiproteicos por su habilidad de actuar como adaptadores. También pueden regular
la expresién de genes inducidos por el estrés, modificando la actividad y/o localizacién de
factores de transcripcién. Como las proteinas 14-3-3 requieren de una fosforilacién previa en
una secuencia especifica de unién, las interacciones reguladoras estan mediadas en muchos
casos por la activaciéon de rutas de sefializacién que resultan en una fosforilacion de proteinas
[Fuy col., 2000].

La proteina 14-3-3 activa a la ATPasa de H* por medio de su interaccién con el dominio
carboxilo terminal en los motivos arginina-serina-x-Pserina-x-prolina (donde x puede ser
cualquier otro aminoacido y Pserina es una serina fosforilada) y tirosina-treonina-valina de la
ATPasa [Fuglsang y col., 2003]. Un ejemplo de este fendmeno es el de plantas sometidas a un
estrés abidtico y en las que en condiciones de baja temperatura y alta osmolaridad, las
proteinas 14-3-3 interactGan con el sitio auto-inhibitorio del carboxilo terminal de la ATPasa de
H* de la membrana plasmatica, activando el bombeo de protones que es crucial en el sistema
protector que las plantas han desarrollado contra las influencias adversas provenientes del
exterior [Borch y col., 2002; Roberts y col., 2002].

Se ha visto también que el tratamiento de tejidos de plantas con la toxina fusicoccina
producida por el hongo Fusicoccum amygdali, la cual produce una gran estimulacién en la
actividad de la ATPasa de H*, trae concomitantemente un marcado incremento en la asociacion
de las proteinas 14-3-3 con la ATPasa de H*. Se ha descrito que la fusicoccina estabiliza el
complejo ATPasa de H/14-3-3 [Olsson y col., 1998; Morsomme y Boutry, 2000].

2.3.4 Regulacion por lipidos membranales.

La estructura y organizacion de los lipidos membranales desempefian un papel
importante en la conformacién de la ATPasa de H* y por tanto en la modulacién de su actividad.
Lo anterior se ha puesto en evidencia gracias a experimentos en los que se han probado los

efectos de glicerolipidos, esteroles y detergentes en la actividad de la enzima.
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La regulacién de una enzima por los lipidos membranales que la rodean, se ha explicado
por dos mecanismos: la teoria de los lipidos en conjunto y la teoria de los lipidos frontera
(anulares) [Kasamo y Sakakibara, 1995].

La teoria de los lipidos de conjunto (bulk) establece que los cambios en la composicion
de la membrana alteran la fluidez de ésta, lo que provoca o impide un cambio conformacional
en la enzima, y por lo tanto repercute en su actividad. Hay que mencionar que las membranas
tienen una gran movilidad lateral de sus componentes, por ello, los lipidos de conjunto podrian
estar afectando la conformacion de la enzima.

La fluidez es un concepto dindmico relacionado con el orden estructural de las
membranas y depende de la estequiometria esteroles-lipidos complejos presentes en la
membrana, de la temperatura y de la composicién de los lipidos (misma que involucra ya sea la
longitud de las cadenas acilicas o la presencia de dobles ligaduras en ellas). La parte polar de
los lipidos membranales también puede influir en la fluidez, dado que algunos lipidos tienen
cabezas hidrofilicas muy voluminosas. Los grupos acilo de cadena larga en los lipidos
incrementan la actividad de la ATPasa y afectan también la fluidez de la membrana; haciendo
que ésta disminuya [Gutiérrez-N4jera y col., 2005].

La teoria de los lipidos frontera o anulares establece que algunas moléculas lipidicas de
la membrana estan unidas estrechamente a la proteina y se recambian poco con los lipidos de
conjunto. Las interacciones entre estos lipidos anulares y las proteinas de la membrana pueden
causar la modificacion de la actividad de la proteina. Se ha propuesto que la composicion de los
fosfolipidos anulares alrededor de la proteina podria diferir de la composicion del resto del
conjunto de los fosfolipidos que integran la bicapa, lo que ofrece una explicacibn mas légica
sobre la especificidad de las interacciones y uniones entre los lipidos y la proteinas de
membrana [Kasamo, 2003].

Lo que se ignora es qué partes de la ATPasa de H* se pueden unir al anillo de lipidos.
Una posibilidad es que los lipidos anulares se combinen con el dominio autoinhibitorio, de esta
manera, los lipidos anulares activarian a la ATPasa enmascarando o desplazando el dominio
auto-inhibitorio. Otra alternativa es que el dominio auto-inhibitorio interactie con el sitio activo
de la ATPasa de H® siendo éste accesible a tales lipidos anulares [Kasamo, 2003]. Otra
posibilidad es que los lipidos anulares interaccionen con regiones del canal de H* que estarian

en contacto indirecto, pero efectivo sobre el sitio catalitico.
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3. Interaccion de lipidos membranales con proteinas.

Las proteinas membranales dependen de lipidos especificos desde su formacién en el
reticulo endoplasmico, su ensamblaje correcto y su envio posterior a su destino final, asi como
su funcion y desempefio 6ptimo en el ambiente membranal definitivo [Lee y col., 2002; Gaigg y
col., 2005; Gaigg y col., 2006]. Se ha sugerido que los cambios locales o temporales en la
composicion lipidica son potentes reguladores de los procesos celulares. Por tanto, la
composicion lipidica de la membrana plasmética afecta la estructura y la funcion de sus
proteinas [Dowhan y col., 2004]. Se ha sugerido que la interaccién de las proteinas de
membrana con los lipidos de la bicapa permite rearreglos estructurales de la proteina que
preserva la integridad estructural de la membrana. Esto es especialmente importante porque
muchas proteinas de membrana experimentan cambios conformacionales en la region
transmembranal, que son esenciales para su actividad. La movilidad y la flexibilidad de los
lipidos permiten mantener la integridad funcional de la membrana, ya que los lipidos pueden
adherirse a la superficie anfifilica de las proteinas integrales y su composicion puede ajustarse a

cambios ambientales [Reyes-Mateo y col., 2006].

3.1 Interaccidén con glicerolipidos.

Se han hecho experimentos para determinar los requerimientos lipidicos de la ATPasa de
H* de la membrana plasmatica, por ejemplo la deslipidacion selectiva de la enzima para
modificar su ambiente lipidico original. Para ello, primero se purifica la enzima y después se
recostituye con componentes lipidicos de manera selectiva y se estudia su efecto en la
actividad. Otra estrategia ha sido la de modificar el ambiente anfipatico sometiendo a la enzima
a la solubilizacién con varios detergentes que preserven su actividad [Brauer y Tu, 1989]. En la
mayoria de los casos, se ha encontrado que los fosfolipidos como la asolectina, el
fosfatidilinositol, la fosfatidiletanolamina, la fosfatidilserina, la fosfatidilcolina, la
lisofosfatidilcolina y el fosfatidilglicerol, estimulan la actividad de la enzima [ Serrano y col.,
1988; Kasamo, 1990].

Los grupos polares de los glicerofosfolipidos, tales como el glicerol, el inositol y la serina,
s6lo activan poco o nada a la enzima; mientras que la etanolamina o la colina no tienen efecto
[Kasamo y col., 1987]. Se ha observado que el grado de insaturacion y la longitud de las
cadenas de éacidos grasos estan relacionados con la actividad de la enzima. La actividad
disminuye cuando se incrementa el tamafio y el grado de insaturacion de la cadena [Kasamo,

2003]. La lisofosfatidilcolina es un detergente natural producido por la fosfolipasa A, y se ha
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visto que estimula a la ATPasa de H' al unirse a sitios especificos provocando cambios
conformacionales que llevan a estados de alta o baja afinidad por el ATP [Palmgren y col.,
1988; Gomeés y col., 1996]. La lisofosfatidilcolina y otros detergentes zwitteridnicos (zwittergent
3-8, zwittergent 3-10 y zwittergent 3-12) estimulan a la ATPasa de H* de plantas, ocasionando
un aumento de la Vma, disminucion de la K, aparente y el desplazamiento del pH 6ptimo
[Palmgren y col., 1990]. Se ha visto que deleciones en la regién del C-terminal o el tratamiento
con fusicoccina generan una ATPasa de H' que ya no es estimulada con estos detergentes,
sugiriendo que la estimulacion puede ser resultado de un posible desplazamiento del dominio

auto-inhibitorio (el C-terminal) de su sitio de interaccion con la enzima [Morsomme y col., 1998].

3.2 Interaccién con esteroles.

Los esteroles son esenciales para el crecimiento de muchos tipos celulares. El colesterol es
el esterol principal de animales, el ergosterol predomina en levaduras y hongos en general. En
plantas, la composicion es mas compleja, los esteroles de mayor cantidad en la membrana
plasmatica corresponden al campesterol, stigmasterol y sitosterol [Palmgren, 1991]. Hay
estudios que han mostrado que la actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica
puede estar regulada a través de la interaccién con lipidos de membrana y este es el caso de
los esteroles, pues su contenido en la membrana plasmatica de las plantas influye en la
actividad de la ATPasa de H*. Se ha visto que, alteraciones en la composicion de esteroles de
la membrana plasmatica produce cambios en la actividad de la ATPasa de H*, tanto en la
hidrolisis de ATP como en el bombeo de protones; stigmasterol aumenta la actividad, mientras
gue el sitosterol y el campesterol la inhiben [Cooke y col., 1994]. Se han sugerido dos teorias
para explicar la modulacion de la actividad de la ATPasa por los esteroles [Grandmougin y col.,
1997].

De acuerdo a la primera teoria, cambios en la composicién lipidica pueden inducir una
alteracion de las propiedades fisicas de la bicapa lipidica, especificamente en la fluidez. Por
ello, indirectamente la enzima puede experimentar cambios conformacionales, y esto puede
resultar en modificaciones en su actividad. Mientras que la segunda teoria se basa en una
interaccion directa de los esteroles con la enzima, la cual se basa en especificidades
estructurales entre el esterol y la enzima. Diferentes estudios sugieren que los cambios en la
actividad de la enzima aparentemente son independientes de la fluidez, sugiriendo que la
interaccion directa lipido-proteina esta involucrada; sin embargo, debido a la complejidad del

metabolismo de los esteroles en la membrana, la regulacion de la actividad de la ATPasa de la
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membrana por esteroles no parece ser parte de una respuesta rapida de modulacion de la
enzima [Palmgren, 1991].

4. Interaccion esfingolipido-proteina.

Los esfingolipidos son los componentes estructurales mayoritarios en las membranas
celulares de plantas y pueden actuar como segundos mensajeros intracelulares que regulan
procesos importantes como el crecimiento, la diferenciacion y la muerte celular [Markham y col.,
2006; Dietrich y col., 2008; Saucedo-Garcia y col., 2011]. Sin embargo, no se tienen reportes
que indiquen que la ATPasa de H* de la membrana plasmatica requiera de esfingolipidos para
su funciéon o de como éstos podrian afectar la catdlisis. En general no se sabe mucho de la
interaccion de los esfingolipidos con las proteinas integrales de la membrana, y cémo éstos
podrian afectar la funcién de tales proteinas. Recientemente se ha encontrado en células de
mamiferos que hay una interaccion directa y especifica entre una especie de esfingomielina con
el dominio transmembranal de la proteina p24, implicada en la biogénesis de vesiculas COPI.
Esta interaccién depende tanto de la cabeza polar y la parte hidrofobica de este esfingolipido, y
el motivo VXXTLXXIY (donde X puede ser cualquier otro aminoacido) del dominio
transmembranal. Ademas, la interaccion de la esfingomielina con el dominio transmembranal de
la proteina p24, sugiere que puede regular el equilibrio entre un monoémero inactivo y el estado
oligomérico activo de la proteina, que a su vez regula el transporte vesicular dependiente de
COPI [Contreras y col., 2012].
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ANTECEDENTES INMEDIATOS

En nuestro grupo de trabajo se han llevado a cabo estudios con plantas de lineas
transgénicas mutantes con diferentes contenidos de esfingolipidos enddgenos encaminados
para determinar se repercusion en diferentes funciones membranales, incluyendo la actividad
de la ATPasa de H". Se ha encontrado que la linea mutante silenciable Atlcb2b hp/Aticb2a de
Arabidopsis thaliana, que tiene un contenido 34% menor de esfingolipidos totales que las
plantas silvestres, presenta una actividad de la ATPasa de H" que es casi 100% mayor que la
actividad de la enzima de las plantas controles [Gonzalez-Reyes, 2010; Mejia-Hernandez, 2010;
Cornejo-Granados, 2011; Morales-Cedillo, 2012].

La linea Atlcb2b hp/Aticb2a fue generada por el grupo del Dr. Edgar B. Cahoon como
estrategia para examinar el papel de los esfingolipidos en las células vegetales. La estrategia
consistié en reducir la sintesis celular de esfingolipidos modificando la expresion de los genes
de la primera enzima de la via de su sintesis: la serina palmitoiltransferasa (SPT), la cual esta
formada por los heterodimeros LCB1/LCB2a o LCB1/LCB2b. Para ello, este grupo generé a la
mutante de Arabidopsis thaliana Atlcb2a-1, que no expresa a la subunidad LCB2a, por lo cual la
planta so6lo puede sintetizar a la SPT con los monémeros LCB1 y LCB2b. En esta mutante se
realizé la construccién de una horquilla de RNA que funciona como RNAI para silenciar el gene
remanente LCB2b. La induccién del silenciamiento de este gene se lleva de manera controlada
al aplicar el insecticida metoxifenozida (Intrepid ®) [Dietrich y col., 2008].

Las caracterizacion cinética de la enzima en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a reveld que la
Vmax @aumento con respecto a la enzima control [Gonzalez-Reyes, 2010], pero las vesiculas
membranales con mayor actividad no tienen un incremento en la cantidad de enzima.
Adicionalmente, se encontré que la adicion de glucosilceramida exdégena a las membranas de la
linea con menor contenido de esfingolipidos totales (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)) produjo una
disminucion de la actividad de la ATPasa de H', hasta niveles de actividad de las lineas control
[Gonzéalez-Reyes, 2010].

Existen reportes en la literatura que indican que la regién del carboxilo terminal es una
de las regiones de la estructura de la enzima que parece tener mas importancia en la regulacion
de su actividad, ejerciendo un efecto auto-inhibitorio sobre la catdlisis de la enzima [Palmgren y
col., 1990a; Olsson y col., 1998; Axelsen y col., 1999]. Estudios con agentes que perturban a la
region del carboxilo terminal como la lisofosfatidilcolina y la tripsina [Palmgren y col., 1990a;
Piette y col., 2011] mostraron que hay un aumento del 50% en la actividad de la enzima con
lisofosfatidilcolina o un 100% con digestion controlada con tripsina en las plantas control,
mientras que la linea con menor contenido de esfingolipidos totales Atlcbh2b hp/Aticb2a (+), la

actividad de ATPasa no se afecta por la lisofosfatidilcolina ni por la remocién de la region del
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carboxilo terminal por tripsina, sugiriendo que la alta actividad de la ATPasa de H' de la

membrana plasmatica en la linea de Arabidopsis thaliana con menor contenido de

esfingolipidos totales en la planta se debe a cambios en la interaccion de la region del carboxilo
terminal con la enzima [Morales-Cedillo, 2012].
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HIPOTESIS

Las interacciones esfingolipido-ATPasa involucradas en la regulacion de la actividad de

la ATPasa de H”, se llevan a cabo mediante la interaccion de la region del carboxilo terminal de

la enzima y la parte polar de los esfingolipidos.

OBJETIVO GENERAL

Obtener evidencias adicionales que confirmen la interaccion esfingolipido-ATPasa,

explorar las regiones quimicas involucradas e identificar las especies de esfingolipidos que

tienen un papel importante en la interaccion con la ATPasa de H*

OBJETIVOS PARTICULARES

Germinar y cultivar plantas de Arabidopsis thaliana, tanto del genotipo silvestre, como de
diferentes lineas genéticamente modificadas en la calidad (lineas GC-A) o cantidad de
esfingolipidos (lineas Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp /Aticb2a).

Obtener fracciones microsomales de plantas adultas de las lineas silvestre y GC-A.
Obtener vesiculas de membrana plasmatica de plantas adultas de la linea silvestre,
Atlcb2a-1, Atlch2b hp/Aticbh2a + Metoxifenozida.

Determinar la composicion y cantidad de esfingolipidos en las vesiculas de membrana
plasmatica de plantas adultas de la linea silvestre, Atlcb2a-1, Atlch2b hp/Aticbh2a +
Metoxifenozida.

Determinar la actividad especifica de hidrélisis de ATP de las fracciones microsomales
de la linea silvestre, GC-A y Atlcb2b hp/Aticb2a inducida.

Determinar el efecto de la reconstitucion membranal con glucosilceramida y diferentes
ceramidas exdgenas en la actividad de hidrélisis de ATP en fracciones microsomales de
la linea silvestre, GC-A y Atlcb2b hp/Aticb2a inducida.

Determinar el efecto de las glicosidasas (a y B-glucosidasa y B-galactosidasa) en la
actividad de hidrélisis de ATP de la ATPasa de H* en la linea silvestre, Atlch2a-1 y
Atlcb2b hp/Aticb2a (con o sin induccién). En estas preparaciones:

A) Detectar proteinas glicosiladas por tincion de geles de acrilamida con Pro-Q®
Emerald.

B) Detectar lipidos glicosilados separados por TLC

Determinar el efecto de un derivado de la glicosil-inositolfosforilceramida (inositol-
fosfoesfingosina) en la actividad de la ATPasa en la linea con menor contenido de
esfingolipidos totales Atlch2b hp/Aticb2a.

Determinar los niveles de fosforilacion de la enzima en las lineas estudiadas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Material biolégico.

Se utilizaron plantas de edad adulta de Arabidopsis thaliana (ecotipo Col 0), genotipo
silvestre, de la linea mutante Atlcb2a-1, de la linea mutante silenciable Atlcb2b hp/Aticb2a y de
la linea mutante GCA. Las caracteristicas de estas lineas se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de las lineas de Arabidopsis thaliana utilizadas como material biolégico.

Linea de Contenido Contenido de
Arabidopsis Fenotipo Modificaciones esfingoideo Glucosilceramida
thaliana genotipicas

100% de 100% de
esfingolipidos glucosilceramidas
Silvestre Sin madificacién complejos totales
Interrupcién del gen que 100% de
Atlcb2a-1 codifica para la esfingolipidos
(Cheny col., subunidad LCB2a de la complejos No reportado
2006) SPT por la insercion de
un transposon.
a) Interrupcion del gen Normal en
que codifica para la ausencia de
subunidad LCB2a de la Metoxifenozida.
SPT por la insercién de
Atlcb2b un transposon. 64% de
hp/Atlcb2a esfingolipidos No reportado
(Dietrich y b) Un vector binario complejos
col., 2008) conteniendo la totales tras la
construccion de una induccién por 5
horquilla de ARN que dias del
funciona como ARNIi silenciamiento
para silenciar* el gen con
remanente que codifica Metoxifenozida
para la subunidad
LCB2b de la SPT.
Interrupcién del gen que Solo 2% de
GC-A codifica para la enzima glucosilceramidas
(Chen, no Glucosil ceramida No reportado totales
publicado) sintasa por la insercion

de un ARNi.

* Cuya induccion del silenciamiento se lleva a cabo mediante la aplicaciéon de la metoxifenozida

(insecticida Intrepid ®). Las flechas indican la clorosis de las hojas después de la induccion.
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2. Germinacion y crecimiento de plantulas de Arabidopsis thaliana.

Las semillas se siembran sobre la superficie de la tierra contenida en una maceta o
macetero. La composicion del sustrato es 1.5 partes de Mix 4 Agregate Plus (Sunshine, Sun
Gro Horticulture; Canada Ltd.), 0.5 partes de vermiculita Premium Grade (Sunshine, Sun Gro
Horticulture; Canada Ltd.) y 0.5 partes de agrolita dica Mex (Dicalite de México S.A. de C.V;
Tlalnepantla, Edo. De México) humedecido con agua estéril. La colocacion de las semillas en la
maceta se hace depositando las semillas en la superficie del sustrato de manera que queden
espaciadas entre ellas. Las charolas se mantienen en invernadero con un fotoperiodo natural o
bien de 8 h de luz y 16 h de oscuridad a una temperatura de 22 a 25°C. Se riegan con agua en
un atomizador para mantenerlas humedas. Si la luz natural es muy intensa, se cubren con
domos blancos opacos. Una vez crecidas las plantulas (después de 3-4 semanas), se cosecha
la parte aérea o0 se transfieren a suelo en macetas o maceteros, colocando una plantula por

maceta.

3. Crecimiento hasta plantas adultas.

Una vez crecidas las plantulas (después de 3-4 semanas), se transfieren (trasplantan)
en macetas o maceteros, colocando una o dos plantula por maceta. Las macetas y maceteros,
asi como las charolas deben estar lavadas y remojadas con HCIO4 comercial al 30% (Cloralex).
Después de haber sido bien enjuagados con agua de la llave ya se pueden usar. La
composicion del sustrato es la misma que se mension6 anteriormente. La mezcla de sustrato se
hace en una tina grande y ahi mismo se humedece antes de vaciarse a las macetas o
maceteros y con mucho cuidado se transfieren las plantulas, ayudandose de un abatelenguas o
espatulas.

Al principio, las charolas con macetas o maceteros se cubren con domos transparentes
para mantener la humedad y se riegan por la orilla de la superficie de cada maceta o bien con
atomizador aproximadamente 2 veces a la semana. Las plantas se crecen en invernadero con
un fotoperiodo natural y aire acondicionado o bien con un fotoperiodo de 8 h de luz y 16 h de
oscuridad a una temperatura de 22 a 25°C. Si la luz natural es muy intensa, se cubren al
principio con domos blancos opacos.

Al cabo de dos semanas aproximadamente, se remueven los domos para permitir una
mejor exposicion a la luz. Se siguen regando por la parte aérea 2-3 veces a la semana.

Cuando las plantas alcanzan la edad y tamafio deseado (al cabo de tres meses,

aproximadamente), se procede a cosechar las hojas, cortando con tijeras toda el area foliar que
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incluye tanto hojas jovenes como adultas, pero no tallos ni raices. Se pesan en porciones y se

envuelven en papel aluminio, anotando el peso neto y asi se congelan con N, liquido

inmediatamente después de cortarlas. Se almacenan en bolsas a -70°C hasta su uso para la

obtencién de vesiculas de membrana plasmética.

4.

a)

b)

d)

Preparacion de homogeneizados para la obtencion de la fraccion microsomal de
plantas de la linea GC-A.

Homogenizacion del tejido.

La parte aérea congelada se muele en mortero hasta conseguir un polvo fino, se agrega
N liquido periédicamente para evitar que se descongelen.

El tejido pulverizado se pasa a un vaso de precipitado pequefio de 10 mL, se afiaden 4
mL de amortiguador de homogeneizacion (ver APENDICE 2) por cada 0.84 g (peso
hamedo) de muestra. Se homogeniza en dos periodos de 10 s con un intermedio de 20 s
con un homogenizador eléctrico (Tissue-tearor) a una velocidad de 3.0, manteniendo
tanto el amortiguador de homogeneizacién como el vaso de precipitado sumergidos en
bafio de hielo-agua.

Se filtra el homogeneizado a través de 3 capas de gasa, recibiéndose el filtrado en otro
vaso pequefio de 10 mL, se exprime la gasa presionandola contra la pared del vaso de
precipitado ayudandose de un espétula limpia, y se recupera el liquido. Se lava el
residuo que quedd sobre la gasa con 1 mL mas de buffer de homogenizacion y se
exprime nuevamente para recuperar la muestra.

El filtrado final se coloca en tubos de centrifuga de policarbonato de 3.2 mL. Se
centrifuga a 15 000 rpm (10 000 x g) por 15 min a 4°C en una ultra centrifuga refrigerada
TL-100 (Beckman) usando el rotor TLA 100.4. La fraccion nuclear que es la que forma el
boton, se descarta.

El sobrenadante se recupera, decantando en un tubo limpio de policarbonato y se
centrifuga nuevamente, a 43 000 rpm (100 000 x g) por 120 min a 4 °C en una ultra
centrifuga refrigerada TL-100 (Beckman) usando el rotor TLA 100.4. Finalizada la

centrifugacion, se decanta el sobrenadante y se descarta.
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Obtencion de la fraccion microsomal.

El boton obtenido se resuspende en 50 puL de amortiguador de ajuste de peso (ver
APENDICE 2) con un pincel fino y limpio. Ya disuelto, el pincel se lava con 50 pL de
amortiguador de ajuste de peso afiadiéndosele al final también este volumen a la muestra.
Posteriormente se mide el volumen final obtenido, se distribuye en tubos de 0.6 mL y se

congelan inmediatamente con N, liquido, manteniéndose a -70 °C hasta su uso posterior.

5. Aislamiento y purificacion de vesiculas de membrana plasmética de plantas

adultas de Arabidopsis thaliana.

Obtencion de la fraccién microsomal

Se siguié el protocolo descrito por Carmona-Salazar y col. (2011) haciendo un

fraccionamiento subcelular por centrifugacion diferencial.

Obtencién de vesiculas de membrana plasmaética.

Las vesiculas de la membrana plasmatica fueron aisladas a partir de las fracciones
microsomales utilizando un sistema de distribucion de las membranas subcelulares en un
sistema de dos polimeros acuosos (polietilen glicol y dextran T-500) [Carmona-Salazar y col.,
2011].

6. Determinacion de proteina por el método de Lowry.

Para determinar la concentraciébn de proteina de la muestra, se realiza un ensayo
colorimétrico, haciendo uso de una curva estandar con albumina sérica bovina (BSA) en una
concentracion de 1 mg/mL. Para la elaboracién de la curva estandar, se afladen cantidades
distintas de BSA (de 0 a 70 ug) y agua en tubos de ensayo en un volumen final de 900 yL. En
el caso de la muestra se tiene gque afiadir en una dilucion adecuada para su determinacion.
Todos los tubos son tratados igualmente afiadiendo sucesivamente, 100 pL de desoxicolato de
sodio 0.15% (m/v), 1 mL del reactivo A, que contiene partes iguales de CTC (carbonato de
sodio 10% (m/v), tartrato sodio-potasio 0.2% (m/v) y sulfato de cobre 0.1% (m/v)), NaOH 0.8 N,
SDS 10% (m/v) y H,O. Posteriormente se agregan 500 pL del reactivo B (reactivo de Folin-

Ciocalteau diluido 1:5 (v:v) con agua desionizada). Los tubos se agitan y luego se incuban por
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30 min a temperatura ambiente para desarrollar la coloracion azul y posteriormente se

determina la absorbancia a 750 nm.

7. Determinacién de hidrolisis de ATP.

Tanto los tubos a usar en el ensayo (previamente lavados con Extran y tratados con
acido sulfarico), como el recipiente en el que estd el medio de hidrélisis ya preparado, se
mantienen a 4°C. Se procede a mezclar los componentes necesarios para el medio de hidrolisis
a usar. El medio contiene los siguientes componentes a concentraciones finales: 250 mM de
sacarosa/ 20 mM de PIPES ajustada a pH 6.5 con BTP (Bis-Tris-Propano), 10 mM ATP, 7 uM
CCCP (Carbonilcianuro-m-clorofenilhidrazona), 0.015% Brij 58 (v/v) y 10 mM MgCl,. Se colocan
3 tubos para cada condicion a ensayar: hidrolisis total, hidrélisis quimica (TO) e hidr6lisis con
inhibidores. En su caso, se adiciona al medio inhibidores de diferentes enzimas que hidrolizan
ATP y que pueden estar en la muestra membranal (si contiene NasVO, se usa a una
concentracion final de 200 uM; si se usa la mezcla de inhibidores NaN3z;, Na,MoO,4-2H,0 y
KNOs, las concentraciones finales son de 2 mM, 2 mM y 50 mM, respectivamente). El volumen
final de los tubos con o sin inhibidores es de 150 pL en todos los casos.

La reaccion se inicia con la adicion de los 4 ug de proteina al primer tubo con medio de
hidrolisis, se agita breve y suavemente, y se coloca el tubo en un bafio de agua a 29°C por 20
min. Se repite lo mismo para cada tubo que contiene sélo medio de hidrdlisis 0 medio con
inhibidores en intervalos de 30 s de diferencia. En el caso de la determinacion de la hidrolisis
guimica s6lo se adicionan 150 pL del medio de hidrdlisis en cada tubo y se coloca en una
gradilla a las mismas condiciones que los tubos de hidrdlisis total o con inhibidores.

Pasados los 20 min de incubacion para cada tubo, se adicionan 150 puL de SDS 24%
agregandose directamente en el interior del tubo cuando éste aun esta en el bafio de agua e
inmediatamente se agita con ayuda de un vértex y se transfiere a 4°C. Ya detenida la reaccion
en todos los tubos, se determina el Pi liberado en la reaccién de hidrélisis de ATP segun el
método de Gonzalez- Romo y col. (1992). Paralelamente al ensayo de hidrélisis de ATP, se

hace una curva patrén de determinacion de fosfato inorganico.
8. Determinacién de fosfato inorganico por el método de Chifflet modificado.
La determinacién del Pi liberado en la reaccion de hidrélisis de ATP, se inicia afiadiendo

a todos los tubos 300 pL de solucion B/C (molibdato de amonio 2% y acido ascoérbico 12%

ambos en HCI 1 N) en relacion 1:1, después de 3 a 7 min a temperatura ambiente se afiaden
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450 uL de reactivo E (citrato de sodio 2%, metarsenito de sodio 2%, acido acético 2% todo
disuelto en agua bidestilada). Luego de 20 min, se determina su absorbancia a 850 nm. En el
caso de los tubos de la curva patrén, primero se afladen de 1 a 60 pL de la solucion estandar
de fosfato 1 mM de K,HPO,, llevandolos a un volumen final de 150 puL con agua bidestilada,
posteriormente se afiaden 150 pL de SDS 24% (p/v).

9. Determinacion del efecto de glicosidasas en la hidrélisis de ATP de la ATPasa de
H" de vesiculas de membrana plasmaética de Arabidopsis.

En una gradilla colocada en un recipiente de unicel con hielo se colocan 3 tubos para
cada condicién a ensayar: hidrolisis de ATP con mezcla de inhibidores, con o sin glucosidasa e
hidrélisis quimica (T0). Se afiaden a los tubos respectivos 16.5 pL de glucosidasa (ver Apéndice
1) 0 16.5 pL del buffer 10 mM MES/10 mM NacCl a pH = 6.5. A continuacién se afiade el medio
de hidrélisis de ATP con inhibidores a cada uno de los tubos anteriores y se inicia la reaccion
con la adicion de 4 pg de proteina membranal, se agita breve y suavemente, y se coloca el tubo
en una gradilla en un bafio de agua a 29°C por 20 min. La composicién y concentracién de cada
uno de los componentes del medio de hidrolisis de ATP con la mezcla de inhibidores es la
descrita en el punto 7.

Transcurridos 20 min de incubacién, se adicionan 150 puL de SDS 24% a cada tubo
incubado en el bafio de agua e inmediatamente se agita con ayuda de un vértex y se transfiere
a 4°C. Ya detenida la reaccion en todos los tubos, se determina el Pi liberado en la reaccion de
hidrdlisis de ATP.

10. Extraccién de esfingolipidos de membranas de Arabidopsis thaliana.

Se extrae una fraccion enriquecida de esfingolipidos a partir de preparaciones de
vesiculas de membrana plasmatica de hojas de plantas adultas de genotipo silvestre de
Arabidopsis thaliana usando el procedimiento descrito por Markham y Jaworsky (2007) para
hojas de Arabidopsis thaliana.

Preparacion de la muestra:

En una gradilla en hielo se coloca un tubo para cada condicion a ensayar: hidrélisis de

ATP con mezcla de inhibidores, con o sin B-glucosidasa. Se afaden 500 pL de B-glucosidasa
75 mg/mL o 500 pL de 10 mM MES/ 10 mM NaCl a pH = 6.5 al tubo respectivo. A continuacion
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se aflade el medio de hidrélisis de ATP con inhibidores a cada uno de los tubos y se inicia la
reaccion con la adicion de 1 mg de proteina membranal. Se agita breve y suavemente, y se
coloca el tubo en una gradilla en un bafio de agua a 29°C por 20 min. La composicion y
concentracion final de cada uno de los componentes del medio de hidrélisis de ATP con la
mezcla de inhibidores es la misma descrita en el punto 7.

Transcurrido los 20 min de incubaciéon para cada tubo, se colocan en hielo y todo el
volumen se pasa a una columna Amicon ® Ultra-4 y se centrifuga a 7 000 rpm por 15 min a 4°C
en una centrifuga Jouan MR 18-12 usando el rotor No cat 11174593. Posteriormente se retira la
muestra concentrada de la unidad de filtrado con ayuda de una micropipeta mediante un
movimiento de resuspension de lado a lado para asegurar la recuperacion total y se coloca en
un tubo de vidrio con tapén de rosca con cubierta interna de teflon (tubo previamente tratado

con H,SO,) y mantenido en hielo.

Extraccion de esfingolipidos

1. Se agrega un volumen de Fase E (Etanol:H,O:dietileter:piridina:amonio
(15:15:5:1:0.08; v:v:viviv)) al tubo de vidrio que contiene el volumen de muestra
membranal equivalente a 1 mg de proteina, en una proporciéon 1:3 (viv) de
suspension de membranas a Fase E.

2. Colocar la tapa de rosca y agitar en vortex vigorosamente durante 1 min a
temperatura ambiente.

3. Incubar el tubo con la muestra a 60°C durante 15 min con agitacién ocasional (4
veces en total)

4. Dejar que se atempere durante 1 min y centrifugar utilizando el rotor de angulo
variable GH-3.7 durante 20 min a 8°C a 3 000 rpm en una centrifuga Beckman GS-
6R.

5. Recolectar el sobrenadante en un tubo frio con ayuda de una pipeta Pasteur de
vidrio nueva.

6. Resuspender nuevamente el botén en la cantidad de Fase E que se usa al principio
y repetir el procedimiento desde el paso 2 por dos veces mas. En total se recolecta
el sobrenadante de 3 extracciones.

7. Centrifugar el sobrenadante total a 3 000 rpm por 20 min en una centrifuga Beckman
GS-6R usando el rotor de angulo variable GH-3.7 y pasar el sobrenadante a un tubo

frio previamente pesado.
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8. Evaporar todo el sobrenadante recolectado con N, gaseoso comprimido, colocando
el tubo a 40°C méximo para acelerar la evaporacion.

9. Pesar el tubo con el residuo seco y por diferencia de pesos determinar la cantidad de
extracto de esfingolipidos obtenido. Se almacena a -70°C hasta su uso para la
reconstitucion o cromatografia de capa fina (TLC).

11. Reconstitucion membranal de fracciones microsomales con lipidos exdgenos.

Preparacion del lipido reconstituyente

El ensayo se realiza en tubos tratados previamente con H,SO, y que se mantienen en
hielo durante su preparacion para evitar la evaporacion de la solucién del lipido en disolvente
organico, cuando este se haya afiadido. A partir de la concentracion del stock del lipido a usar
(ver Apéndice 1), realizar el célculo de la cantidad total necesaria para todos los tubos,
considerando que cada concentracién a ensayar se realiza por triplicado y tomando en cuenta
un pequefio exceso. Colocar en un tubo de ensayo los UL equivalentes a la cantidad total de ug
calculada, llevar a sequedad, evaporando con N, comprimido. Posteriormente, agregar la
cantidad necesaria de solvente para tener una concentracion final de 0.5 ug/uL, que permite
tener al lipido en un volumen que se puede pipetear con mas precision para ser afadido a las
membranas. Para los ensayos, el solvente utilizado fue el mismo con el que esta disuelto el
lipido (ver Apéndice 1) y se agrega la cantidad necesaria de BHT al 1% para tenerlo una
concentracion final de 0.002%. Tapar el tubo con cinta de teflén para evitar la evaporacion del
solvente, disolver bien el lipido con vortex y afiadir a los tubos respectivos los pL equivalentes a
los g de lipido a ensayar. Posteriormente, se evapora el solvente con ayuda de N, gaseoso
comprimido. Se sella cada tubo seco con cinta de tefldén tratando de dejar una atmosfera de N,

dentro del tubo. Se realizo sobre este residuo el ensayo de reconstitucion.

Procedimiento de reconstitucién de membranas con lipidos exdégenos seguido por

el ensayo de hidrélisis de ATP.

La reconstitucion incluye tanto un tiempo de preincubaciéon como el tiempo de hidrélisis
de ATP. Después de la evaporacion total del solvente en el que estaba disuelto el lipido, se
afiaden 100 pL del medio de hidrélisis de ATP con inhibidores y sin Mg**/ATP a cada uno de los
tubos y se inicia la preincubacién con la adicién de la proteina membranal, que en el caso de las

fracciones microsomales son 10 ug de proteina membranal para la linea silvestre y 6 g para
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las lineas GC- A, o 4 pg de proteina membranal para preparaciones de vesiculas de membrana
plasmética de plantas silvestres, de las lineas Atlch2a-1 y Atlcb2b hp/aticb2a (-), y 2 pg para la
linea con menor contenido de esfingolipidos Atlcb2b hp/aticb2a (+). A continuacion, se coloca
el tubo en un bafio de agua a 29°C durante 40 min. Transcurridos los 40 min (preincubacion)
para cada tubo, se inicia el ensayo de hidrélisis de ATP al agregar 50 pL de 30 mM Mg*/ATP
en concentracion equimolar, manteniendo los tubos en bafio de agua a 29°C durante 20 min
mas.

Transcurridos los 20 min del tiempo de hidrdlisis para cada tubo, se adicionan 150 uL de
SDS 24% agregandose en al fondo del tubo que aun esta en el bafio de agua e inmediatamente
se agita con ayuda de un vortex y se transfiere a una gradilla con hielo. Ya detenida la reaccion
en todos los tubos, se determina el Pi liberado durante la reaccion de hidrolisis de ATP.

12. Andlisis de esfingolipidos glicosilados por cromatografia en capa fina (TLC).
Aplicacion de la muestra

En una placa de aluminio de 17 cm de largo (silica gel 60 F,s, Merck ) a 1.5 cm del borde
de inicio de elucion, se aplica los estandares (esfingomielina, ceramida hidroxilada,
glucosilceramida y galactosilceramida ver APENDICE 1) o la muestra con la ayuda de una
microjeringa de 10 uL (Microliter ® #701, Hamilton), formando una linea sobre cada carril,
dejando una distancia de 1 cm entre cada muestra y haciendo varias aplicaciones para
favorecer la evaporacién del solvente cada vez, pero evitando que se ensanche la banda, para

asi mejorar la resolucién y la medicién de los valores de rf de los lipidos separados.

Elucién de la placa cromatogréfica

La elucion de las placas se lleva a cabo en una camara especial de vidrio de 17.5 x 16.0
X 8.2 cm de Aldrich. En su interior se coloca un papel filtro de 15 x 15 cm, adherido por
capilaridad a una de las paredes internas de la camara y se agregan 70 mL de la fase movil (ver
Apéndice 2), dejando saturar con los vapores de la fase movil aproximadamente de 30 a 60
min, para facilitar la rapidez de la elucién de las muestras. La placa de silica se coloca dentro de
la camara en forma inclinada. Al introducir la placa se hace de manera uniforme para que las

muestras eluyan al mismo tiempo y de manera homogénea.
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Revelado de los lipidos en las placas

Revelado con solucion de cobre (ver composicion en el Apéndice 2). Esta solucion reveladora
se usa de la siguiente manera: la placa ya eluida se seca por 1 6 2 min. Se coloca en un
recipiente de vidrio en la campana de extraccién. Se rocia con la solucién reveladora de cobre,
se elimina el exceso y posteriormente se introduce en un horno a 150-180°C por 10 min
aproximadamente. Transcurrido el tiempo se saca del horno y se deja enfriar.

13. Preparacion de geles de poliacrilamida.
Las proteinas de las vesiculas de membrana plasmatica fueron separadas
electroforéticamente de acuerdo a la técnica de Schagger y von Jagow (1987). El

procedimiento utilizado es el siguiente:

a) Limpiar los vidrios de lado que va a estar en contacto con el gel con unas gotas de SDS
3%.

b) Colocar el separador de 1 o 1.5 mm entre los dos vidrios y montarlos en el soporte
cuidando que los cojines tengan vaselina para prevenir escurrimientos. Primero se colocan
en la ranura y después se atoran en el soporte con los cojines.

c) Preparacion del gel separador. En un vaso de precipitado agregar los reactivos en el orden

de la lista:
1. 2315 pL de Acrilamida-bis acrilamida (30%-0.938% respectivamente)
2. 2315 pL de amortiguador del gel (3M Tris-HCI pH= 8.9/ 0.3% SDS)
3. 940 pL de Glicerol
4. 1405 pL de H,O desionizada
5. 23.5 L de Persulfato de amonio 10%
6. 2.4 uL de TEMED (Tetrametiletilendiamina) y una vez puesto, mezclar e

inmediatamente afiadir entre los vidrios.

d) Una vez lleno el espacio entre los vidrios, se deposita encima, cuidadosamente, un poco de
SDS 0.3% sobre el gel para prevenir la formaciéon de una superficie concava de menisco y
se deja polimerizar 30 min a temperatura ambiente.

e) Una vez polimerizado, se desecha el SDS y se seca el exceso con papel filtro.

f) Se prepara el gel concentrador, colocando los reactivos en el orden de la lista:

1. 330 uL de Acrilamida-bis acrilamida (30%-0.938%)

2. 620 pL de Buffer del gel (3MTris-0.3% SDS, pH= 8.9 /HCI)
3. 1530 pL de H,0O desionizada

4. 23.5 pL de Persulfato de amonio 10%
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5. 2.4 uL de TEMED

g) Se vacia un poco del gel concentrador entre los vidrios que contienen al gel separador y se
coloca el peine de 10 o 15 pozos. Se deja polimerizar 1 h a temperatura ambiente

h) Una vez polimerizado se remueve lentamente el peine del gel concentrador.

i) Fijar el gel con las placas de vidrio en el soporte de la cAmara de electroforesis.

j) Se llenala camara del soporte con el amortiguador del catodo.

k) Cargar las muestras con las puntas para electroforesis. Todas las muestras se cargan
aproximadamente al mismo volumen, la diferencia se completa con amortiguador de ajuste
de peso.

[) Se coloca el amortiguador del anodo en la camara de electroforesis.

m) Se deja correr el gel a 50 volts por 30 min (para que se apilen en una linea en el gel

concentrador) y posteriormente se incrementa a 100 volts por 2 h.

14.Tincién de glicoproteinas con el estuche Pro-Q® Emerald 300 en geles de

poliacrilamida.

Después de haber separado las proteinas electroforéticamente de acuerdo a la técnica

de Schagger y von Jagow (1987), se realizan el siguiente procedimiento:

- Fijacion: Se agregan 80 mL de una solucion de metanol al 50% y acido acético al 5%. Se deja
el gel en esta solucion durante 45 min con agitacion constante suave a temperatura ambiente.

Este paso se repite una vez mas.

- Lavado 1: Se remueve el gel de la solucion fijadora y se lava 2 veces en lavados de 15 min
cada uno con 80 mL de una solucibn de &cido acético al 3%, con agitacion suave a

temperatura ambiente. Entre cada lavado hay que decantar con cuidado sin tocar el gel.

- Oxidacion de carbohidratos: Incubar el gel en 25 mL de una solucion de acido peryédico al 1%

y acido acético al 3% durante 30 min con agitacion constante suave a temperatura ambiente.

- Lavado 2: Se remueve el gel de la solucién de oxidacion de carbohidratos y se lava 3 veces en
lavados de 15 min cada uno con 80 mL de una solucién de acido acético al 3%, con agitacion

suave a temperatura ambiente. Entre cada lavado hay que decantar con cuidado sin tocar el

gel.

- Tincién del gel: Se incuba el gel en oscuridad en 25 mL de la solucién Pro-Q® Emerald 300
(se prepara justo antes de usar: 500 pL del stock Pro-Q® Emerald en 25 mL del buffer de

tincion) durante 2 h con agitacion constante suave a temperatura ambiente.
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- Lavado 3: Se remueve la solucién Pro-Q® Emerald 300 y se lava 2 veces en lavados de 15
min cada uno con 80 mL de una solucion de acido acético al 3%.

- Ver y fotografiar el gel: El gel tefiido se visualiza con un transiluminador UV a 300 nm, siempre
usando guantes en el manejo del gel.

Guardar en acido acético al 1% para su posterior tincién de proteinas totales (Tincién con plata
por el método de Vorum).

15. Tincién de geles con plata (Método de Vorum).

- Fijacion. Se prepara una solucién de metanol 50%, acido acético 12% y formaldehido 0.05%.
Se deja el gel en esta solucion durante 2 h con agitacion constante suave a temperatura
ambiente.

- Lavado. Se remueven los geles de la solucion fijadora y se lavan 3 veces en lavados de 20
min cada uno con una solucién de etanol al 35%, con agitacion suave y constante a
temperatura ambiente.

- Sensibilizaciéon. Se mantiene el gel durante 5 min en una soluciéon de tiosulfato de sodio
0.02%, en agitacion suave y constante a temperatura ambiente.

- Lavado 2. Se hacen 3 lavados con agua bidestilada por 5 min cada uno, con agitacion suave y
constante a temperatura ambiente. Este lavado es critico, pues de excederse el tiempo, el gel
no se tifie y se tiene que volver a empezar con la fijacién.

- Adicion de la solucion de plata. Se coloca el gel en una solucion de AgNO3; 0.2%, formaldehido
0.076% (123 pL de formaldehido para 30 mL de solucién de AgNO3); durante 20 min, con
agitacion suave y constante a temperatura ambiente.

- Lavado 3. Se hacen 2 lavados con agua bidestilada por un 1 min cada uno, con agitacion
suave y constante a temperatura ambiente.

- Revelado. Después de enjuagar, se pone el gel en una solucion de Na,CO3; 6%, formaldehido
0.05% vy tiosulfato de sodio 0.0004%, con agitacion suave y constante a temperatura ambiente,
hasta que aparezcan las bandas.

- Terminacion del revelado. Se afiade la solucion stop. Consiste en metanol 50% y acido acético
12%, manteniendo por 5 min, con agitacion suave y constante a temperatura ambiente.

- Almacenamiento del gel. Se prepara una solucién de acido acético al 1% en la que se guarda

el gel a 4°C, protegido de la luz. Antes se puede escanear y posteriormente secar.
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16. Tincién con azul de Coomassie.

- Fijacion: Colocar el gel recién sacado de la camara de electroforesis en una solucion de
metanol 50% y 10 % de acido acético durante 2 h con agitacion constante suave a temperatura
ambiente.

- Tincion: Decantar la solucion fijadora y afiadir la solucion azul de Coomassie (Brillante Blue G
250). Mantener en agitacion rotatoria constante durante toda la noche.

- Destefiido: Decantar la solucion tefiidora y afiadir una solucion de metanol 50% y acido acético
10 %. Mantener en agitacién rotatoria constante hasta que aparezcan las bandas.

- Revisar periddicamente el proceso de destefido. Almacenar en una solucién de glicerol 5%.

17. Secado de geles.

Los geles revelados se escanean inmediatamente y posteriormente se secan para

preservarlos.
Método de secado con calor y vacio.

- Colocar el gel tefiido sobre una hoja de papel absorbente 3M, previamente humedecido y
cubrir el gel con una hoja de papel celofan, alisar y eliminar burbujas.
- Recortar el celofan segun el tamafio de cada gel.
- Colocar el gel preparado sobre la hoja de papel del equipo Gel Dryer (model 583 de Bio Rad) y
taparlo con la hoja de plastico del mismo.

- Conectar y encender el vacio a 80°C durante 1.5 h.

18. Inmunoréplica.

- Remover el gel de las placas de vidrio. Se transfiere el gel a un envase que contiene
disolucién amortiguadora de transferencia. Se pone en agitacién rotatoria minimo 15 min
(maximo 30 min) a temperatura ambiente.
- Ensamblaje del cassette:
a) Se abren las rejillas del cassette. Sobre una de ellas se coloca una capa de
esponja saturada con disolucion amortiguadora de transferencia.
b) Sobre la esponja se coloca un cuadro de papel filtro empapado con disolucién
amortiguadora de transferencia.
c) Encima del papel filtro se coloca el gel o los carriles del gel que se transfirieron

(una vez de incubado el gel en la disolucion amortiguadora de transferencia).
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d) Sobre el gel se pone una hoja de PVDF previamente humectada con metanol y
disoluciébn amortiguadora de transferencia, de un tamafio correspondiente al del
gel o alos carriles que se transfirieron.

e) Sobre la membrana de PVDF se coloca otro papel filtro también empapado con
disolucién amortiguadora de transferencia.

f) Se rueda un tubo de ensayo sobre toda la superficie del papel para suprimir las
burbujas de aire que pudiera haber entre las capas del gel y el papel.

g) Se afade la segunda esponja saturada con disolucion amortiguadora de
transferencia y se cierra la rejilla del cassette.

- El cassette se pone en la camara de electrotransferencia, orientado de manera que el gel esté
de cara al catodo y la membrana de PVDF hacia el anodo. La camara debe tener suficiente
disolucion amortiguadora de transferencia y un agitador magnético colocado en el fondo (la
disolucién amortiguadora de transferencia puede ser reutilizada tres veces).

- Se enciende la fuente de poder y se realiza la electrotransferencia en las siguientes
condiciones: Para geles de 1 mm de grosor se utilizé 25 volts por 2h 15 min y para geles de 1.5
mm de grosor se utilizé 25 volts por 3 h.

- Al término, se apaga la fuente de poder y se remueve el cassette. Se abre el cassette y
cuidadosamente se separa la membrana de PVDF. Se pone la membrana en un recipiente que
contiene disolucion de PBS-Tween (ver composicion en el APENDICE 3), cuidando que la cara
gue estuvo en contacto con el gel quede hacia arriba. Se realizan dos lavados con disolucién de
PBS-Tween durante 5 y 10 min respectivamente, en agitacion suave y constante a temperatura
ambiente.

- Se remueve el PBS-Tween y se cambia por disolucién bloqueadora (ver Apéndice 3) y se
mantiene en agitacion suave y constante por 1 h a temperatura ambiente.

- Se remueve la disolucién bloqueadora y se realizan nuevamente 2 lavados con PBS-Tween en
agitacion rotatoria por 5y 10 min cada uno.

- Se remueve el PBS-Tween y se afiade la disolucién con el primer anticuerpo (ver Apéndice 3).
- Se remueve la solucion del primer anticuerpo y se realizan nuevamente 2 lavados con PBS en
agitacion rotatoria por 5y 10 min cada uno.

- Se remueve el PBS-Tween y se afiade la solucién con el segundo anticuerpo (ver Apéndice 3).
- Se remueve la solucién con el segundo anticuerpo y se realizan 3 lavados con PBS-Tween en
agitacion rotatoria por 10 min cada uno y posteriormente con PBS igual por 10 min.

- Se remueve el PBS y se afiade la disolucién para desarrollar color (ver Apéndice 3). De
inmediato se coloca en agitacion suave. La reaccién se detiene con agua desionizada. La

réplica se escanea o se fotografia de inmediato.
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19. Determinacién de la composicién y cuantificacion de esfingolipidos de las
vesiculas de membrana plasméatica de plantas adultas de las lineas de Arabidopsis
thaliana.

Las vesiculas de membrana plasmatica de las plantas de Arabidopsis de genotipo
silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a con o sin induccién con metoxifenozida fueron
procesadas por triplicado a partir de dos muestras diferentes cada una. La extraccion,
separacion, identificacion y cuantificacion se realiz6 por cromatografia de alta resolucion
(HPLC) en fase reversa acoplada a ESI-MS/MS, de acuerdo a Marham y Jaworski (2007).
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1. Efecto de la reduccion de glucosilceramida enddgena en la actividad de hidroélisis
de ATP de la ATPasa de H' en fracciones microsomales de hojas de plantas
adultas de A. thaliana.

Experimentos anteriores de medicion de la actividad de la ATPasa de H* en vesiculas
purificadas de membrana plasmética, demostraron que en la linea mutante silenciable Aticb2b
hp/Atlcb2a de Arabidopsis thaliana (que tiene un contenido 36% menor de esfingolipidos totales
al ser inducida con metoxifenozida), la actividad de la ATPasa de H' estaba aumentada
alrededor de un 100% con respecto a la actividad de la enzima de las plantas silvestres (Wt) y
de las otras dos lineas controles Atlch2a-1 y Aticb2b hp/Atlch2a sin inducir (-). Con el propésito
de establecer qué clase de esfingolipidos son los involucrados en este aumento de la actividad
de la ATPasa de H”, se abord6 el estudio de uno de los esfingolipidos mas abundantes de las
plantas, la glucosilceramida. Debido a que contamos con una linea de plantas transformadas
con un RNA de interferencia (RNAI) para el producto del gene de la enzima glucosil ceramida
sintasa, misma que contiene solo el 2% de glucosilceramidas totales con respecto a las plantas
silvestres [Chen y col., no publicado], se explord si estas plantas tenian una ATPasa de H* con
una alta actividad, a semejanza de las de la linea con menor contenido de esfingolipidos totales
(Atlcb2b hp/Aticb2a inducida con metoxifenozida (+)).

En la Figura 8A se muestra el comportamiento de la actividad de hidrolisis de ATP de
fracciones microsomales de plantas adultas del genotipo silvestre y de las lineas GC-A y
Atlcb2b hp/Aticb2a (+). Se observé que en la linea silvestre la actividad fue de 32 nmol
Pi/min/mg, mientras que en la linea GC-A gue solo contiene 2% de glucosilceramida totales
comparada con la linea silvestre, hubo un aumento en la actividad, llegando a valores de
aproximadamente 48 nmol Pi/min/mg. En cambio, la linea con menor contenido de
esfingolipidos totales (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)), presenté la actividad observada anteriormente en
fracciones microsomales (58 nmol Pi/min/mg) [Mejia-Hernandez, 2010; Cornejo-Granados,
2011], lo cual correspondié a una actividad mayor a la determinada en las plantas silvestres y
en las plantas GC-A. Después de realizar el andlisis estadistico de ANOVA vy aplicando la
prueba de comparacién de medias de Bonferroni [Mendenhall y Sincich, 1997] para establecer
si las magnitudes de actividad de ATPasa constituian diferencias significativas entre los
diferentes grupos de plantas, se concluy6 que las diferencias entre los valores de actividad de
hidrolisis de ATP entre las linea silvestre, GC-A y Atlcb2b hp/Aticb2a (+) eran significativas.

En la Figura 8A, las comparaciones de la actividades de hidrolisis de ATP entre las dos

lineas (GC-A y Atlch2b hp/Atich2a (+)) con respecto a la silvestre, se hicieron tomando los
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valores absolutos de las actividades. Para poder visualizar las mismas diferencias, pero en
términos relativos, se expreso este aumento como la activacion de la enzima de las lineas GC-A
y Atlcb2b hp/Aticb2a (+) con respecto a la silvestre en numero de veces (Figura 8B), indicando
una activacion de 1.5 veces de aumento de la GC-A con respecto a la silvestre. Este nUmero
fue menor comparado con la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) (menor contenido de esfingolipidos
totales), en la que se obtuvo una activacion de 1.9 veces comparada con la silvestre. Estos
resultados sugerian que la falta de glucosilceramida estaba involucrada en el aumento de la
actividad de la ATPasa de H".

2. Reconstitucién membranal con glucosilceramida exégena en fracciones
microsomales de la linea con menor contenido de glucosilceramida que la

silvestre.

Para corroborar los resultados anteriores que indicaban que la glucosilceramida estaba
relacionada con cambios en la actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica, un
experimento pertinente era determinar la influencia de la glucosilceramida exdgena en la
actividad de hidrélisis de ATP de fracciones de la linea GC-A que tiene un menor contenido
enddgeno de glucosilceramida que la silvestre. Para ello, se probaron diferentes cantidades de
la glucosilceramida exdégena que tenia una BCL d18:1 y un &cido graso de 16C (&cido
palmitico) y se incubaron con las fracciones microsomales del genotipo silvestre y de la linea
GC-A. A continuacion, se determind la hidrdlisis de ATP de cada una de ellas. Los resultados
de estos experimentos se encuentran en la Figura 9. Se pudo observar que en los tubos en
donde se incub6 a las membranas de ambas lineas sin glucosilceramida exégena, los valores
de las actividades fueron similares a las encontradas en los experimentos anteriores, siendo
mayor la actividad de la linea GC-A que la de la silvestre (ver Figura 8). El aumento gradual de
la cantidad de glucosilceramida exdgena a las membranas microsomales provenientes de la
linea silvestre, no afecto la actividad de la ATPasa de H*. Sin embargo, en la linea GC-A, que
solo tiene 2% de glucosilceramida total, la actividad fue disminuyendo en funcioén de la cantidad
de glucosilceramida exbégena afiadida, observandose que al reconstituir con 40 pg de
glucosilceramida exdégena, se obtuvieron valores muy similares a los de actividad de la linea
silvestre (Figura 9B). Los resultados obtenidos indicaron que la disminucién de glucosilceramida
en la linea GC-A estaba asociada al aumento en la actividad de la ATPasa de H" y que por
tanto el contenido normal de glucosilceramida en las plantas silvestres estaba asociado a una

menor actividad de la enzima.
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Figura 8. Determinacion de la actividad de hidrélisis de ATP de plantas adultas de Arabidopsis
thaliana de las lineas silvestre, GC-A y Atlch2b hp/Aticb2a (+). Se obtuvo la fraccién microsomal de
las hojas de plantas adultas y se les determiné la hidrélisis de ATP. Se utilizaron 10 ug de proteina
membranal para las plantas de genotipo silvestre, 6 g de proteina membranal para las lineas GC-A y
Atlcb2b hp/Aticb2a (+). A) la grafica muestra los valores promedio de la actividad de hidrélisis de ATP de
la ATPasa de H* de la membrana plasmatica, expresados como nmol Pi/min/mg +EE. Se realizaron como
minimo 4 repeticiones con tres réplicas cada una para cada linea usando por lo menos 2 preparaciones
independientes. B) Los valores de la grafica anterior fueron usados para expresar las diferencias relativas
de actividad de ATPasa entre las tres lineas. La grafica muestra los valores promedio de la activacién de
la enzima de cada linea en nimero de veces + EE con respecto a la linea silvestre. Los datos fueron
procesados con el programa estadistico GraphPad Prism 5, aplicando un andlisis de varianza (ANOVA)
de una via y una comparacion de medias por el método de Bonferroni. Las letras a, b y ¢ indican que los
valores promedio de actividad de hidrélisis de ATP o activacién de la enzima son significativamente
diferentes (P = 0.01).
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Figura 9. Efecto de la adicion de glucosilceramida exdgena sobre la actividad de ATPasa de H' de
plantas adultas de Arabidopsis thaliana de la silvestres y de la linea GC-A. Las fracciones
microsomales obtenidas de las hojas de estas plantas se reconstituyé con las cantidades de
glucosilceramida indicadas, preincubando durante un tiempo de 40 min a 29°C. Al finalizar el tiempo de
preincubacién se prosiguio a la determinacion de hidrélisis de ATP afadiendo el sustrato de la reaccion a
la mezcla. Se utilizaron 10 ug de proteina membranal para plantas de genotipo silvestre y 6 ug para la
linea GC-A. A) La gréafica muestra los valores promedio de la actividad de hidrélisis de ATP medida con
las cantidades de glucosilceramida comercial indicadas. Se realizaron como minimo 3 repeticiones con
tres réplicas cada una para cada condicibn ensayada usando por lo menos 2 preparaciones
independientes. B) Los valores de la gréfica de la Figura 9A fueron usados para expresar la restauracion
de la actividad de hidrélisis de ATP de la linea GC-A a niveles de la silvestre por adicion de 40 ug
glucosilceramida exdgena. La gréfica muestra los valores promedio de la actividad especifica de
hidrolisis de ATP de la ATPasa de H' + EE. Las primeras dos barras muestran la actividad en ausencia
de glucosilceramida exégena.
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3. Composicion y cuantificacion de esfingolipidos de las vesiculas de membrana
plasmatica de plantas adultas de las lineas de Arabidopsis thaliana, silvestre,
Atlcb2a-1, Atlcb2b hp/Aticb2a.

De acuerdo a los resultados obtenidos con la mutante GC-A, que solo tiene el 2% de la
glucosilceramida total con respecto a la silvestre, y que indicaban que la glucosilceramida
contribuia parcialmente al mantenimiento de una baja actividad de la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica en las plantas silvestres, se podia pensar que hay una o varias especies
de esfingolipidos adicionales involucrados en esta baja actividad de ATPasa, efecto que se
evidencia en el aumento de la actividad de la ATPasa de H* de la linea Atlcb2b hp/Atich2a (+)
en la que disminuyen los esfingolipidos totales. Una manera de identificar las especies de
esfingolipidos que tienen un papel importante en la actividad de la ATPasa, fue mediante la
determinacion de la composicion y cuantificacion de los esfingolipidos de las vesiculas de
membrana plasmatica de las lineas de Arabidopsis thaliana usadas en este trabajo, usando un
protocolo que incluia la extraccion selectiva de esfingolipidos y su separacion e identificacion
por HPLC en fase reversa acoplada a ESI-MS/MS.

Los esfingolipidos vegetales basan su complejidad y diversidad en numerosas
combinaciones posibles entre acidos grasos y BCL y su unién al grupo polar (cabeza) cuya
composicion también varia. Por lo tanto, se hizo un andlisis de los cuatro principales grupos de
esfingolipidos de acuerdo a su grupo polar (fracciones de glucosilceramidas, glicosil-
inositolfosforil-ceramidas o GIPCs, ceramidas e hidroxiceramidas), y a su vez se hizo un andlisis
de cada uno de ellos de acuerdo a su BCL y acido graso. Analizando las 4 BCL mas
abundantes unidas a 10 diferentes grupos de &cidos grasos posibles, se configuré un analisis
de 160 especies de esfingolipidos de plantas (Figura 10).

Como se muestra en la Figura 11, se encontr6 que las vesiculas de membrana
plasmética de las lineas mutantes tanto de las dos lineas control (Atlch2a-1 y Atlcb2b
hp/Aticb2a sin induccién (-)) como de la linea que tiene una mayor actividad de ATPasa
(Atlcb2b hp/Aticb2a (+)), el contenido de esfingolipidos totales fue mayor comparado con las del
genotipo silvestre (Wt), llegando a valores arriba de 30 000 nmol/mg de proteina en las tres
lineas mutantes, mientras que en la silvestre el contenido de esfingolipidos fue menor a 17 000
nmol/mg de proteina. Como se muestra en la Figura 12, de los esfingolipidos cuantificados, los
mas abundantes fueron los GIPCs y los menos fueron las ceramidas hidroxiladas, similar a lo
reportado por Markham y col. (2006), observandose un aumento de casi el doble de contenido
de GIPCs en las tres lineas mutantes, llegando a valores superiores a 25 000 nmol/mg de

proteina, mientras que en la silvestre fue de 13 000 nmol/mg de proteina. Con respecto a las
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otras especies, se encontrd que tanto las plantas silvestres, como las mutantes presentaron un
contenido total de glucosilceramidas, ceramidas e hidroxiceramidas en niveles muy similares,
indicando que el aumento del contenido total de esfingolipidos en la membrana plasmatica
observado en la Figura 11 se debi6 principalmente a las especies de GIPCs.
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Figura 10. Esquema de las numerosas combinaciones posibles entre 4cidos grasos, bases de
cadena larga y grupo polar (cabeza) de los esfingolipidos complejos. Se muestran los 4 principales
grupos de esfingolipidos complejos de acuerdo a su grupo polar, las 4 tipos de BCL y los 10 tipos de
acidos grasos analizados en este trabajo, obteniéndose como resultado la identificacion y cuantificacion
de 160 especies de esfingolipidos de las membranas plasmaticas de Arabidopsis thaliana.

De acuerdo a lo observado en la Figura 12 que indicaba que habia un cambio en el
contenido de GIPCs en las lineas mutantes con respecto a las plantas silvestres, se podia
esperar que habia especies especificas de GIPCs que podrian estar involucradas en el
aumento observado de la actividad de la ATPasa de H* de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+). Por
ello, se hizo el andlisis exhaustivo de las 40 especies de GIPCs cuantificadas, para poder
visualizar que especie de GIPCs disminuia o aumentaba en la linea que tiene mayor actividad
de ATPasa con respecto a las tres lineas control (silvestre, Atlch2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a (-)),
los datos fueron procesados entre las diferentes especies cuantificadas de GIPCs de acuerdo al

tipo de BCL y los genotipos, como se muestra en la Figura 13.
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Figura 11. Determinacion de la cantidad total esfingolipidos complejos en las vesiculas de
membrana plasmética de las diferentes lineas de Arabidopsis thaliana. El contenido de
esfingolipidos totales de la membrana plasmatica de plantas silvestre, Atlch2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a con
o sin metoxifenozida se determiné después de la extraccion, separacién e identificacién por HPLC-ESI-
MS/MS. Los valores indican la suma de todas las especies de esfingolipidos de las diferentes fracciones
principales (GIPCs, Glucosilceramidas, Ceramidas e OH-Ceramidas) obtenidas de 6 determinaciones
independientes + EE de dos muestras diferentes de cada linea.
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Figura 12. Cuantificacién de los principales esfingolipidos de las vesiculas de membrana
plasmatica de las diferentes lineas de Arabidopsis thaliana. El andlisis de especies totales de Glicosil
inositolfosforil-ceramidas (GIPCs), Glucosilceramidas (Glucer), Ceramidas e OH-Ceramidas de las
vesiculas de membrana plasmética de plantas silvestres, Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a con o sin
metoxifenozida, se determind después de la extraccidn, separacion e identificacion por HPLC-ESI-
MS/MS. Los valores indican el promedio de la suma de todas las especies de esfingolipidos de acuerdo
al tipo de cabeza polar (GIPCs, Glucosilceramidas, Ceramidas e OH-Ceramidas) obtenidas de 6
determinaciones independientes + EE de dos muestras diferentes de cada linea. El recuadro muestra la
seccion amplificada de las fracciones de Glucosilceramidas, Ceramidas e OH-Ceramidas de la gréfica.
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En la Figura 13A, se muestra la cantidad relativa de 10 especies cuantificadas de GIPCs
gue tenian como BCL a la esfinganina (d18:0) y que solo variaban por el tipo de &cido graso
unido a la BCL, encontrdndose que en las tres lineas control: silvestre, Atlcbh2a-1 y Atlcb2b
hp/Aticb2a (-) el contenido relativo de GIPCs que tenian un acido graso de 16 carbonos fue de
aproximadamente 45% con respecto al contenido total de GIPCs de BCL d18:0 de cada linea
respectiva, mientras que en la linea que tiene mayor actividad de ATPasa (Atlcb2b hp/Aticb2a
(+)), hubo un aumento de esta especie, llegando a valores de 76% con respecto a su contenido
total de GIPCs con BCL d18:0. Ademas hubo una disminucién de las especies que tenian un
acido graso de 20, 22 o 24 carbonos, en la linea que tiene mayor actividad de ATPasa (Atlcb2b
hp/Aticb2a (+)), llegando a valores de 2.6, 14.7 y 4.7 % respectivamente, con respecto a su
contenido total de GIPCs de BCL d18:0 mientras que en las lineas control (silvestre, Atlcb2a-1y
Atlcb2b hp/Aticb2a (-)) los valores estaban arriba de 5.4, 34.5 y 6.6% respectivamente con
relacion al contenido total de GIPCs de BCL d18:0 de cada linea. Este mismo comportamiento
se observé en GIPCs compuestas por una BCL tri-hidroxilada de 18 carbonos con o sin
insaturacion (t18:0 y t18:1) y un acido graso de 16 carbonos (Figuras 13C y D,
respectivamente), encontrandose un aumento de estas especies en la linea que tiene mayor
actividad de ATPasa. Con respecto a las especies cuantificadas de GIPCs que tenian una BCL
di-hidroxilada de 18 carbonos con una insaturacién (d18:1) como se muestra en la Figura 13B,
se observé que solo hubo tres especies de GIPCs con BCL d18:1 fueron diferentes, GIPCs con
un acido graso de C16:0, C24:0 o C24:1, y de estos se observé que los ultimos dos, se
encontraban en menor proporcion en la linea que tiene mayor actividad de ATPasa, obteniendo
valores de 10.5 y 5.1% con respecto a su contenido total de GIPCs con BCL d18:1, mientras
gue las tres lineas control que tienen una actividad basal, fueron arriba de 15.5 y 10.5%
respectivamente con respecto al contenido total de GIPCs con BCL d18:1 de cada linea
respectiva. Esta disminucién de GIPCs con acidos grasos de cadena muy larga también se
observé en GIPCs con una BCL t18:0, que fue la especie que tenia un acido graso C24:0
(Figura 13C). Estos resultados indicaron que las posibles especies de GIPCs que podrian estar
involucradas en este aumento de la actividad de la ATPasa de H* de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a
(+), son especies que tiene en su regién hidrofébica una BCL di- o tri-hidroxilada (d18:0 o t18:0)

y un 4cido graso de 16, 20, 22 0 24 carbonos.
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Figura 13. Analisis de glicosil inositolfosforil-ceramidas (GIPCs) en las vesiculas de membrana
plasmatica de las diferentes lineas de Arabidopsis thaliana. El contenido de GIPCs de la membrana
plasmatica de plantas silvestres, Atlcb2a-1 y Atlch2b hp/Aticb2a con o sin metoxifenozida se determiné
después de la extraccion, separacion e identificacion por HPLC-ESI-MS/MS.
A) Cantidad relativa de las especies de GIPCs que contienen una BCL d18:0, obtenidas para cada
linea con respecto a su total de GIPCs con una BCL d18:0.
B) Cantidad relativa de las especies de GIPCs que contienen una BCL d18:1, obtenidas para cada
linea con respecto a su total de GIPCs con una BCL d18:1.
C) Cantidad relativa de las especies de GIPCs que contienen una BCL t18:0, obtenidas para cada
linea con respecto a su total de GIPCs con una BCL t18:0.
D) Cantidad relativa de las especies de GIPCs que contienen una BCL t18:1, obtenidas para cada
linea con respecto a su total de GIPCs con una BCL t18:1.
Los valores expresados indican el promedio de 6 determinaciones independientes + EE de dos muestras
diferentes de cada linea respectiva.

De acuerdo a estudios de nuestro laboratorio en vesiculas membranales la adicion de
glucosilceramida exégena (con una BCL d18:1 y un &cido graso de 16 carbonos) a las
membranas de la linea con menor contenido de esfingolipidos totales (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)),
producia una disminucion de la actividad de la ATPasa, hasta los niveles originales de la
actividad de las lineas control [Gonzalez Reyes, 2010]. Por ello, se podia esperar que la
disminucion de glucosilceramida en las vesiculas membranales era responsable de la mayor
actividad de ATPasa y por lo tanto, se podia proponer que especies especificas de
glucosilceramidas podrian estar en menor proporcién en la linea Atlch2b hp/Aticb2a (+), adn
cuando en la Figura 12 se observaba que no habia diferencias en el contenido de
glucosilceramidas totales en las diferentes lineas estudiadas. Por ello, se hizo el andlisis
exhaustivo de las 40 especies de glucosilceramidas cuantificadas (ver Apéndice 5),
encontrandose que sélo una especie resulté diferente en la linea con mayor actividad de

ATPasa. Como se muestra en la Figura 14, hubo una disminucion de glucosilceramidas con una
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BCL tri-hidroxilada de 18 carbonos con una insaturacion (t18:1) y un &cido graso de 22
carbonos, en la linea que tiene una mayor actividad de ATPasa (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)),
comparada con las tres lineas control (silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/ Atlcb2a sin induccion),
indicando que esta especie de glucosilceramida con estas caracteristicas puede estar
involucrada en el aumento de actividad de la ATPasa de H* de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+).
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hp/Aticb2a (-) hp/Aticb2a (+)

Figura 14. Niveles de la Unica especie de glucosilceramida que estad en menor contenido en la
linea con mayor actividad de ATPasa. Se analizaron 40 especies de glucosilceramidas (no se
muestran) en las vesiculas de membrana plasmatica de plantas silvestres, Atlch2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a
con o sin metoxifenozida por HPLC ESI-MS/MS. De estas se seleccionaron las especies en las que hubo
un cambio significativo en la linea con mayor actividad de ATPasa con respecto a las lineas control,
resultando solo la glucosilceramida que contiene una base de cadena larga t18:1 y un acido graso de
C20:0 y que es la especie cuyos niveles estan graficados. Los valores son el promedio de 6
determinaciones independientes + EE de dos muestras diferentes de cada linea. Los datos fueron
procesados con el programa estadistico GraphPad Prism 5, aplicando un andlisis de varianza (ANOVA)
de una via y una comparacion de medias por el método de Bonferroni.

4. Reconstitucién membranal con un extracto enriquecido en esfingolipidos en las
lineas Atlcb2a-1y Atlcb2b hp/Aticb2a (+).

Con base en los resultados del andlisis de esfingolipidos de las preparaciones
membranales usadas en este trabajo, mismos que indicaban que los cambios en los niveles de
especies individuales de glucosilceramidas y GIPCs en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) podrian
estar involucradas en el aumento de la actividad de ATPasa (ver Figuras 13 y 14), se plante6
un experimento adecuado para corroborar que esta deficiencia de esfingolipidos complejos
especificos era lo que estaba aumentando la actividad de hidrélisis de ATP en la linea Atlcb2b

hp/Aticb2a (+). Este experimento era el de determinar la influencia de esfingolipidos exdgenos
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extraidos de vesiculas de membrana plasmatica de plantas silvestres y suplementarlos a las
vesiculas de membrana plasmatica de las plantas de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) con mayor
actividad de ATPasa de H'. Para ello, se tomaron diferentes cantidades de un extracto
enriquecido en esfingolipidos y se incubaron con las vesiculas de membrana plasmética de las
lineas Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (+) por 40 min a 29°C. A continuacion, se llevaron a cabo
experimentos de hidrdlisis de ATP. Los resultados de estos experimentos se encuentran en la
Figura 15. En esta figura se puede observar que en los tubos en donde se incubd a las
membranas sin el extracto de esfingolipidos, los valores de las actividades fueron similares a
las encontradas en experimentos anteriores para ambas lineas, la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+)
sigue teniendo una mayor actividad que la linea Atlcb2a -1, obteniéndose valores alrededor de
200 y 80 nmol Pi/min/mg de cada linea, respectivamente. Al ir aumentando gradualmente la
cantidad de extracto enriquecido en esfingolipidos, no se afectd la actividad de ATPasa de H*
de la membrana plasmatica presente en las vesiculas provenientes de la linea control Atlcb2a-
1, este efecto se mantuvo usando cantidades menores a 30 ug de extracto. Sin embargo, a
cantidades mayores de extracto se observé un ligero aumento en la actividad en estas
membranas de las plantas control Atlch2a-1. En el caso de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+),
como se esperaba, la actividad disminuyd de manera proporcional a la cantidad de
esfingolipidos exégenos afadidos, obteniéndose una reduccion de la actividad de 200 nmol
Pi/min/mg a valores de actividad de 150 nmol Pi/min/mg con 15 ug de extracto, pero a
cantidades mayores de 20 ug de extracto, la actividad fue incrementado de manera
proporcional a la cantidad de esfingolipido exdgeno afadido alcanzando valores de actividad
muy similares a los obtenidos en ausencia de esfingolipido exdgeno. Los resultados obtenidos
indicaron que la disminucién de glucosilceramida y GIPCs especificos en la linea Atlcb2b
hp/Aticb2a (+) estaban asociados al aumento en la actividad de la ATPasa de H* y esta
restauracion parcial de la actividad de ATPasa a los valores de una planta silvestre, sugiere que
ademas de la disminucion de estos esfingolipidos especificos, el aumento de GIPCs como se
observé en el analisis lipidémico (ver Figura 13) esta involucrado en el aumento de actividad de
la ATPasa.
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Figura 15. Reconstitucion membranal de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) con un extracto
enriquecido en esfingolipidos extraido de vesiculas de membrana plasmatica de plantas
silvestres. Se realizd la reconstitucion membranal de las vesiculas de membrana plasmatica
provenientes de plantas adultas de Arabidopsis thaliana de la linea Atlcb2a-1 como control y de la linea
Atlcb2b hp/Aticb2a (+) con diferentes cantidades de un extracto enriquecido en esfingolipidos,
preincubando durante un tiempo de 40 min a 29°C. Al finalizar el tiempo de preincubacion, se prosiguié a
la determinacién de hidrélisis de ATP afiadiendo el sustrato de la reaccion a la mezcla. Se utilizaron 4 ug
de proteina membranal para plantas control Atlcb2a-1 y 2 ug para la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+). La
grafica muestra los valores promedio + EE de la actividad de hidrdlisis de ATP medida con las
cantidades indicadas de extracto enriquecido en esfingolipidos. Se realizaron como minimo 3
repeticiones con tres réplicas cada una para cada condicibn ensayada usando por lo menos 2
preparaciones membranales independientes.

5. Efecto de la reconstitucibn membranal con inositol-fosfoesfingosina en la
actividad de hidrélisis de ATP de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+).

Los resultados del analisis de esfingolipidos de las preparaciones membranales usadas
en este trabajo, indicaban que el aumento de GIPCs en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) (Ver
Figura 12) podria estar involucrado en el aumento de la actividad de ATPasa. Por ello y debido
a la indisponibilidad de una GIPC comercial con estas caracteristicas, se realizaron estudios del
efecto de la reconstitucibn membranal con inositol-fosfoesfingosina (un liso-derivado de GIPC,
al cual le falta la cadena de &cido graso en la porcidén hidrofébica) en la actividad de la ATPasa
de preparaciones de plantas silvestres y Atlcbh2b hp/Aticb2a (+). Como ya se mencioné en los
experimentos de reconstitucion membranal con un lipido exdgeno, se usaron diferentes
cantidades de lipido que en este caso fue inositol-fosfoesfingosina y se preincubaron por un
tiempo de 40 min a 29°C con las vesiculas de membrana plasmatica obtenidas de las plantas

silvestres y de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+). Posteriormente, se determino la hidrélisis de ATP
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de cada una de ellas. Los resultados de estos experimentos se encuentran en la Figura 16A.
Como se puede observar en la gréfica, los valores de las actividades de las preparaciones
membranales determinadas en ausencia de inositol-fosfoesfingosina, fueron similares a los
encontrados en los experimentos anteriores en el laboratorio [Gonzalez-Reyes, 2010; Morales—
Cedillo, 2012], es decir, fue mayor la actividad de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) comparada con
la de plantas silvestres. Al ir aumentando gradualmente la cantidad de inositol-fosfoesfingosina
a las membranas provenientes de plantas silvestres, la actividad de la ATPasa de H" fue
incrementado proporcionalmente, alcanzado una actividad maxima de 90 nmol Pi/min/mg con
10 pg de inositol-fosfoesfingosina y este efecto se mantuvo aln a cantidades mayores (15 y 20
pg). Sin embargo, en la linea que tiene mayor cantidad de GIPCs en la membrana plasmatica
(Atlcb2b hp/Aticb2a (+)) comparada con la linea silvestre (ver Figura 13), se observo que la
actividad de la ATPasa de H* no fue afectada por la adicién de inositol-fosfoesfingosina.

Para poder visualizar mejor el efecto de las diferentes cantidades de fosfoinositol
esfingosina en la actividad de hidrdlisis de ATP en las lineas silvestres y Atlcb2b hp/Aticb2a (+),
se compar6 la actividad a las diferentes cantidades de fosfoinositol esfingosina con respecto a
la actividad de plantas silvestres medida en ausencia de fosfoinositol esfingosina, como se
muestra en la Figura 16B. Como podemos observar en la Figura 16B, la actividad de plantas
silvestres medida en presencia de fosfoinositol esfingosina tuvo una activacion maxima de 1.22
veces con respecto a la actividad medida en ausencia de este compuesto. Mientras que en la
linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) no hubo una activacion de la enzima por la adicion de fosfoinositol
esfingosina con cantidades menores a 20 pg. Los resultados de la lipidomica y de la
reconstitucion membranal con el derivado de GIPC, indican que la GIPC tiene un efecto positivo
en la actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmética en las plantas con el genotipo

silvestre.
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Figura 16. Efecto de la adicién de una preparacién comercial de un liso-derivado de GIPC sobre la
actividad de ATPasa de H" de plantas adultas de Arabidopsis thaliana de plantas del genotipo
silvestres y de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+). Se realizé la reconstitucion membranal de las vesiculas
de membrana plasmatica provenientes de plantas adultas de Arabidopsis thaliana de la silvestres y de la
linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) con diferentes cantidades de inositol-fosfoesfingosina, preincubando durante
40 min a 29°C. Al finalizar el tiempo de preincubacién se prosiguié con la determinacion de hidrélisis de
ATP afadiendo el sustrato de la reaccion a la mezcla. Se utilizaron 4 pg de proteina membranal para
plantas de genotipo silvestre y 2 ug para la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+). A) Valores promedio + EE de la
actividad de hidrélisis de ATP de la ATPasa de H" medida con las cantidades de inositol-fosfoesfingosina
indicadas. B) Los valores de la grafica anterior fueron usados para expresar el aumento de la actividad
por inositol-fosfoesfingosina. La gréfica muestra los valores promedio de la activacién de la enzima en
ndamero de veces + EE con respecto a la actividad de la silvestre medida en ausencia de inositol-
fosfoesfingosina. Se realizaron como minimo 3 repeticiones con tres réplicas cada una para cada
condicion ensayada usando por lo menos 2 preparaciones membranales independientes.
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6. Determinacién del efecto de la reconstitucion membranal con ceramida exdégena
en la actividad de hidrélisis de ATP de preparaciones membranales de plantas
adultas de Arabidopsis.

A continuacion se investigd qué parte de los esfingolipidos complejos era importante
para mantener la actividad de la ATPasa de H* en bajos (glucosilceramida) o altos (GIPC)
niveles en la linea silvestre. Para explorar qué porcion de la glucosilceramida o GIPC era la
responsable del efecto sobre la actividad de la ATPasa de H* se determino el efecto de la parte
hidrofébica de estos esfingolipidos complejos, mediante estudios del efecto de la reconstitucion
membranal de las preparaciones membranales con ceramida exdgena en la actividad de la
ATPasa. Se ha descrito que la parte hidrofébica de la especie mas abundante de
glucosilceramida en Arabidopsis esta formada por una base de cadena larga d18:1 y como
acido graso, mayoritariamente el acido palmitico hidroxilado en la posicion 2 [Sullards y col.,
2000; Markham and Jaworski, 2007]. Por ello, para determinar el efecto de la parte hidrofébica
de la glucosilceramida, en los experimentos de reconstitucion membranal se usaron diferentes
cantidades de una ceramida hidroxilada comercial con una BCL d18:1 y un &cido graso C18
hidroxilado en la posicibn 2 y se preincubaron por un tiempo de 40 min a 29°C con las
fracciones microsomales obtenidas de las plantas silvestres y de las lineas GC-A y Atlcb2b
hp/Atich2a (+). Posteriormente, se determiné la hidrélisis de ATP. Los resultados de estos
experimentos se encuentran en la Figura 17. Como se puede observar en la grafica, los valores
de las actividades en los tubos en donde se incub6 a las fracciones microsomales sin ceramida
hidroxilada exogena, fueron similares a los encontrados en los experimentos anteriores, es
decir, fue mayor la actividad de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) comparada con la de las plantas
silvestres y de la linea GC-A, pero la actividad de la linea GC-A es mayor comparada con la de
plantas silvestres (ver Figura 8). Al ir aumentando gradualmente la cantidad de ceramida
hidroxilada exégena a las membranas microsomales provenientes de plantas silvestres, no se
afecto la actividad de la ATPasa de H”, y este efecto se mantuvo a cantidades menores a 30 g
de ceramida hidroxilada. Sin embargo, a cantidades mayores de ceramida hidroxilada exégena
se observé un ligero aumento en la actividad en estas membranas microsomales de plantas
silvestres. Este mismo comportamiento se observd en las membranas microsomales
provenientes de la linea GC-A, la actividad de la ATPasa de H* no fue afectada por la adicion
de ceramida hidroxilada exégena a cantidades menores a 30 ug, pero a cantidades mayores de
ceramida hidroxilada exdégena también hubo un ligero aumento en la actividad de la ATPasa.
Mientras que en la linea Atlcb2b hp/Atic2a (+) que tiene mayor actividad de ATPasa y que de

acuerdo a la lipidomica tiene mayor contenido de GIPCs en la membrana plasmatica
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comparada con la silvestre (ver Figura 12), se observé que al ir aumentando gradualmente la
cantidad de ceramida exdgena aumentd la actividad de ATPasa de manera proporcional,
alcanzando un valor maximo de 80 nmol Pi/min/mg después de adicionar 30 ug de ceramida
exogena. Estos resultados indicaron que la parte hidrofébica de la glucosilceramida utilizada en
la reconstitucién de la linea GC-A y Atlcb2b hp/Aticb2a (+) no estaba asociada al aumento en la
actividad de la ATPasa de H".
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Figura 17. Efecto de la adicion de una preparacion comercial de ceramida hidroxilada sobre la
actividad de ATPasa de H' de plantas adultas de Arabidopsis thaliana de la silvestres y de la linea
GC-A. Se realizé la reconstitucion membranal de las fracciones microsomales provenientes de plantas
adultas de Arabidopsis thaliana de la silvestres y de la lineas GC-A y Atlcb2b hp/Aticb2a (+) con
diferentes cantidades de ceramida hidroxilada comercial que contiene una base de cadena larga d18:1 y
un &cido graso C18 hidroxilado en la posicién 2, preincubando durante 40 min a 29°C. Al finalizar este
tiempo se prosiguié a la determinacion de hidrélisis de ATP afiadiendo el sustrato de la reaccién a la
mezcla. Se utilizaron 10 ug de proteina membranal para plantas de genotipo silvestre y 6 ug para la linea
GC-A. La gréfica muestra los valores promedio = EE de la actividad de hidrdlisis de ATP medida con las
cantidades de ceramida hidroxilada indicadas. Se realizaron como minimo 3 repeticiones con tres
réplicas cada una para cada condicion ensayada usando por lo menos 2 preparaciones independientes.

Con respecto a la parte hidrofobica de las GIPCs se estudio el efecto de la reconstituciéon
membranal de las vesiculas con ceramida exdgena en la actividad de la ATPasa, usando dos
tipos de ceramidas: una ceramida que contiene una BCL d18:1 y un &cido graso de 16
carbonos, que es una de las formas de la parte hidrofébica de GIPCs que se increment6 en la
linea Atlcb2b hp/Atlcb2a (+) de acuerdo a la lipidémica (ver Figura 13) y la segunda ceramida
contiene una BCL d18:1 y un acido de 24 carbonos, ya que de acuerdo a la literatura los GIPCs
estan enriquecidos por acidos grasos de cadena muy larga (VLCFA de acuerdo a sus siglas en

inglés) [Markham y col., 2006]. Como se puede observar en la Figura 18, al ir aumentando
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gradualmente la cantidad de ceramida exdgena que tienen acidos grasos de 16 carbonos a las
vesiculas de membrana plasméatica provenientes de plantas silvestres que de acuerdo a la
lipidomica tienen un menor contenido de GIPCs comparada con la linea mutante silenciable
Atlch2b hp/Atich2a (+), no se afectd la actividad de la ATPasa de H'. Este mismo
comportamiento se observo en las membranas provenientes de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+),
la actividad de la ATPasa de H" no fue afectada por la adicion de ceramida exdgena a
cantidades menores a 30 g, pero a cantidades mayores de ceramida exdgena hubo un ligero

aumento en la actividad de la ATPasa.
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Figura 18. Efecto de la adicion de una preparacién comercial de ceramida con &acido graso C16:0
sobre la actividad de ATPasa de H' de plantas adultas de Arabidopsis thaliana de la silvestres y de
la linea Atlcb2b hp/Atlicb2a (+).Se realiz6 la reconstitucion membranal de las vesiculas de membrana
plasmatica provenientes de plantas adultas de Arabidopsis thaliana de la silvestres y de la linea Atlcb2b
hp/Aticb2a (+) con diferentes cantidades de ceramida comercial que contiene una base de cadena larga
d18:1 y un &cido graso de C16, preincubando durante un tiempo de 40 min a 29°C. Al finalizar el tiempo
de preincubacién se prosiguié a la determinacion de hidrdlisis de ATP por adicién del sustrato de la
enzima. Se utilizaron 4 pg de proteina membranal para plantas de genotipo silvestre y 2 ug para la linea
Atlcb2b hp/Aticb2a (+). La grafica muestra los valores promedio + EE de la actividad de hidrdlisis de ATP
medida con las cantidades de ceramida indicadas. Se realizaron como minimo 3 repeticiones con tres
réplicas cada una para cada condicion ensayada usando por lo menos 2 preparaciones independientes.

Con respecto a la otra ceramida, como se ilustra la Figura 19, al ir aumentando
gradualmente la cantidad de ceramida C24:0 en las membranas provenientes de plantas
silvestres, la actividad de la ATPasa de H* fue incrementado proporcionalmente, en la que se
obtuvo un aumento de la actividad de 50 nmol Pi/min/mg a valores de 68 nmol Pi/min/mg con 60
Hg de ceramida C24:0, es decir un aumento arriba del 30%. Sin embargo, en la linea que tiene

mayor cantidad de GIPCs en la membrana plasmatica (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)) comparada con
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la linea silvestre (ver Figura 13), se observd que la actividad de la ATPasa de H* no fue
afectada por la adicion de ceramida de acidos grasos de cadena muy larga (C24:0).

Los resultados obtenidos indicaron que la parte hidrofébica de la glucosilceramida
formada por un BCL d18:0 unida a un acido graso de cadena corta no estaba asociada al efecto
en la actividad de la ATPasa de H*, mientras que la ceramidas que tienen acidos grasos de
cadena muy larga que pueden formar parte de los GIPCs podrian estar asociadas al efecto en
la actividad de la ATPasa de H".
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Figura 19. Efecto de la adicidon de una preparacién comercial de ceramida con acido graso C24:0
sobre la actividad de ATPasa de H" de plantas adultas de Arabidopsis thaliana de la silvestre y de
la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+).Se realiz6 la reconstitucion membranal de las vesiculas de membrana
plasmatica provenientes de plantas adultas de Arabidopsis thaliana de la silvestres y de la linea Atlcb2b
hp/Aticb2a (+) con diferentes cantidades de ceramida comercial que contiene una base de cadena larga
d18:1 y un &cido graso de C24, preincubando durante un tiempo de 40 min a 29°C. Al finalizar el tiempo
de preincubacién se prosiguié a la determinacion de hidrdlisis de ATP por adicién del sustrato de la
enzima. Se utilizaron 4 pug de proteina membranal para plantas de genotipo silvestre y 2 ug para la linea
Atlcb2b hp/Aticb2a (+). La grafica muestra los valores promedio + EE de la actividad de hidrélisis de ATP
medida con las cantidades de ceramida indicadas. Se realizaron como minimo 3 repeticiones con tres
réplicas cada una para cada condicion ensayada usando por lo menos 2 preparaciones independientes.
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7. Condiciones 6ptimas para medir el efecto de la remocion de carbohidratos de las
vesiculas de membrana plasmatica por B-glucosidasa en la actividad la ATPasa de

H" de membrana plasmatica.

De acuerdo a los resultados anteriores que indicaban que la parte hidrofébica (ceramida)
de los esfingolipidos no estaba relacionada con cambios en la actividad de la ATPasa de H* de
la membrana plasmatica, quedaba la posibilidad de que la parte polar fuera la involucrada en el
efecto de mantener la actividad de la ATPasa de H* en bajos niveles en la linea silvestre. Una
forma de explorar que la parte polar de los esfingolipidos y en particular de la glucosilceramida
era la responsable del efecto sobre la actividad de la ATPasa de H, fue determinar el efecto de
la modificacion de la region polar de los esfingolipidos de las vesiculas de membrana
plasmatica. Para ello se removieron los carbohidratos por tratamiento con 3-glucosidasa, ya que
se ha descrito que los carbohidratos presentes en las esfingolipidos se encuentran unidos a la
ceramida mediante un enlace tipo B [Markham y col., 2006]. Para ello, primero se establecieron
las condiciones experimentales para determinar el efecto de la remocion de carbohidratos por
B-glucosidasa en la actividad de la ATPasa de H'.

El establecimiento de las condiciones experimentales incluyd la determinacion de la
concentracién de [-glucosidasa que afectaba la actividad de ATPasa y el tiempo de
preincubacion en presencia de B-glucosidasa. Los valores determinados estan representados
en la Figura 20. En la Figura 20A y B se establecié el comportamiento de la actividad de
hidrolisis de ATP con las diferentes concentraciones de B-glucosidasa variando el tiempo de
preincubacion. Se observo que en los tubos sin preincubacion (tiempo 0), los valores de las
actividades de hidrdlisis de ATP fueron incrementando a mayor concentracion de B-glucosidasa.
Sin embargo, se observd que la actividad de hidrélisis de ATP fue disminuyendo conforme
aumentaba el tiempo de preincubacién tanto en la condicion sin 3-glucosidasa como en la de
las diferentes concentraciones de B-glucosidasa evaluadas (Figura 20A). Lo anterior sugeria la
inactivacion de la ATPasa de H*, pero era menor conforme aumentaba la concentracion de B-
glucosidasa, indicando que si habia un efecto positivo de la B-glucosidasa sobre la actividad de
la ATPasa de H* pero que quizas se estaba enmascarando por la inactivacion de la enzima por
la preincubacion. Como se observa en la Figura 20B, la actividad maxima de la ATPasa de H”
observada fue a una concentracion de 0.5 mg/mL de B-glucosidasa en las condiciones sin
preincubaciéon o 80 min de preincubacion, obteniéndose valores entre 85-100 nmol Pi/min/mg y
se mantuvo aln a concentraciones mayores (1.0 mg/mL).

Por el resultado anterior, se hizo el mismo experimento exponiendo a las vesiculas de

membrana plasmatica del tipo silvestre a varias concentraciones de [B-glucosidasa < a 0.5
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mg/mL, pero ahora sin una fase de preincubacion. En este experimento, la exposicion de las
membranas a la enzima se hizo simultaneamente a la actividad de hidrolisis de ATP (20 min a
29°C). En la Figura 20C, se observé que la actividad de ATPasa aument6 de manera
proporcional a la concentracién de B-glucosidasa hasta los 0.3 mg/mL, concentracion a la cual
se alcanzo la actividad maxima y que se mantuvo adn a concentraciones mayores (0.5 mg/mL),
indicando que al usar 0.3 mg/mL de B-glucosidasa se obtenia el efecto maximo. Por lo tanto, las
condiciones optimas para ensayar los efectos de B-glucosidasa en la actividad de hidrolisis de
ATP en la linea silvestre, la linea Atlch2a-1 y la linea Atlcb2b hp/Aticb2a con o sin inducir fueron

una concentracion 0.3 mg/mL de B-glucosidasa sin preincubacion.
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Figura 20. Determinacion de las condiciones 6ptimas para medir el efecto de B-glucosidasa en la
actividad de hidrolisis de ATP de la ATPasa de H' en vesiculas de membrana plasmaticas de hojas
de Arabidopsis thaliana en lineas silvestre. En vesiculas de membrana plasmatica provenientes de
plantas adultas de Arabidopsis thaliana de la silvestre se determiné la actividad de hidrdlisis de ATP en
presencia de B-glucosidasa a diferentes concentraciones con o sin preincubacién. Se utilizaron 4 ug de
proteina membranal para cada condicién. A y B) Las graficas muestran los valores promedio de la
actividad medida a diferentes concentraciones de [(-glucosidasa (mg/mL) a diferentes tiempos de
preincubacién, expresados como nmol Pi/min/mg + EE. Se realizaron como minimo 3 repeticiones,
usando por lo menos 2 preparaciones independientes. C) La grafica muestra los valores promedio de la
actividad medida a diferentes concentraciones de B-glucosidasa (mg/mL) sin preincubacion, expresados
como actividad relativa en % * EE obtenida con respecto a la actividad medida en ausencia de (-
glucosidasa.

8. Determinacion del efecto de la remocion de carbohidratos de las vesiculas de
membrana plasmatica por B-glucosidasa en la actividad de la ATPasa de H" de

Arabidopsis thaliana.

Ya establecidas las condiciones éptimas para ensayar los efectos de 3-glucosidasa en la
actividad de hidrélisis de ATP, en las que se observé que en la vesiculas de membrana
plasmética de plantas silvestres, la actividad de la ATPasa aumenta en presencia de B-
glucosidasa (0.3 mg/mL, sin preincubacion), se determiné el efecto de la glucosidasa en la linea
Atlcb2a-1 y en la linea Atlcb2b hp/Atich2a con o sin induccién. Los valores determinados se
muestran en la Figura 21A, observandose que tanto en las plantas silvestres como en las otras
dos lineas control (Atlch2a-1 y Atlch2b hp/Aticb2a (-)), la actividad de ATPasa, medida en
ausencia de B-glucosidasa fue de 70 nmol Pi/min/mg, mientras que en presencia de [-
glucosidasa hubo un incremento de la actividad con respecto a la actividad medida en ausencia
de B-glucosidasa en cada linea, alcanzandose valores de alrededor de 100 nmol Pi/min/mg. En

contraste, la actividad de ATPasa no cambid, con o sin B-glucosidasa en la linea Atlcb2b
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hp/Aticb2a (+). Sin embargo, la actividad de ATPasa en esta linea siguié siendo mayor que la
de las plantas silvestres y la de las otras dos lineas control Atlcb2a-1 y Atlch2b hp/Aticb2a (-),
llegando a valores de 160 nmol Pi/min/mg (con o sin B-glucosidasa). Para comprobar si las
diferencias determinadas eran significativas, se realiz6 el andlisis estadistico de las actividades
medidas con o sin B-glucosidasa en cada linea (ANOVA y la aplicacion de la prueba de
comparacion de medias de Bonferroni), se encontr6 que las diferencias en los valores de
hidrélisis de ATP determinados eran estadisticamente significativas.

Para poder visualizar comparativamente el efecto de la B-glucosidasa en la actividad de
hidrélisis de ATP en las lineas estudiadas, se expresd este aumento como la activacion de la
enzima por B-glucosidasa con respecto a la actividad determinada en ausencia de [-
glucosidasa en numero de veces, como se muestra en la Figura 21B. Como podemos observar,
el aumento de la actividad de hidrdlisis de ATP en presencia de B-glucosidasa en la silvestre y
en las otras dos lineas control (Atich2a-1 y Atlcb2b hp/Atich2a (-)) fue de 1.58 veces con
respecto a su control respectivo (actividad de ATPasa de cada linea sin exposicion a la -
glucosidasa), mientras que en la linea con menor contenido de esfingolipidos (Atlcb2b

hp/Atlcb2a (+)) no hubo una activacion de la enzima en presencia de 3-glucosidasa.
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Figura 21. Efecto de la B-glucosidasa en la actividad de hidrdlisis de ATP en vesiculas de
membrana plasmatica de Arabidopsis thaliana de las lineas silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b
hp/Aticb2a. Se realizé la exposicion de las membranas a la B-glucosidasa simultdneamente a la
actividad de hidrdlisis de ATP (20 min a 29°C). Se utilizaron 4 ug de proteina membranal para las plantas
de genotipo silvestre y las lineas Atlcb2a-1 y Atlch2b hp/aticb2a (-), y 2 pg para la linea con menor
contenido de esfingolipidos Atlch2b hp/atich2a (+). Se denota con un (-) a las plantas que no se
asperjaron con el inductor metoxifenozida y con un (+) a las que si se asperjaron. A) Valores promedio de
la actividad de hidrdlisis de ATP de la ATPasa de H' + EE. Se realizaron como minimo 3 repeticiones con
tres réplicas cada una para cada linea usando por lo menos 3 preparaciones independientes. B) Los
valores de la grafica anterior fueron usados para expresar el aumento de la actividad por B-glucosidasa.
La gréfica muestra los valores promedio de la activacién de la enzima en nimero de veces +EE con
respecto a la actividad medida en ausencia de B-glucosidasa de cada linea correspondiente. Los datos
fueron procesados con el programa estadistico GraphPad Prism 5 aplicando un andlisis de varianza
(ANOVA) de una via y una comparacion de medias por el método de Bonferroni. Los valores promedio
con la misma letra no son significativamente diferentes (P = 0.01).

9. Deteccion de proteinas glicosiladas en vesiculas de membrana plasmatica de

Arabidopsis thaliana de las lineas silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a.

A continuacion se investigo si el efecto observado en los experimentos en presencia de
la B-glucosidasa sobre la actividad de la ATPasa se debia a su actividad de remover los
carbohidratos unidos mediante un enlace B glucosidico, por medio del analisis del patrén de
bandas de glicoproteinas de las vesiculas de membrana plasmatica de las lineas silvestre,
Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a con o sin induccién con metoxifenozida después de ser tratadas
con B-glucosidasa en las mismas condiciones experimentales usadas en la determinaciéon del
efecto de la B-glucosidasa en la actividad de ATPasa. Las proteinas membranales se separaron
por su movilidad electroforética en geles de poliacrilamida-SDS y la posterior deteccién de
glicoproteinas por tincion especifica con un Kit comercial (Pro-Q® Emerald). En la Figura 22 se

muestra que la cantidad de proteina cargada al gel de cada una de las lineas de Arabidopsis
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fue similar. Como se muestra en la Figura 23, en el carril 2 que corresponde al control positivo,
se observo que Pro-Q® Emerald tifid preferencialmente proteinas glicosiladas, ya que las
bandas con mayor intensidad correspondian a proteinas glicosiladas, correspondiente a la
glucosa oxidasa (82 kDa), glicoproteina acida- a; (42 kDa) y avidina (18 kDa). Sin embargo se
observaron algunas bandas inespecificas con menor intensidad. Por otra parte, el control
positivo tratado con B-glucosidasa, mostré un cambio en la intensidad de algunas bandas, como
es el caso de la banda de alrededor de 40 kDa, en la que se observé una disminucién en
presencia de B-glucosidasa. Ademas, se observé la aparicion de una banda de alrededor de 65
kDa, que corresponde a la B-glucosidasa misma, ya que se ha reportado que es una
glicoproteina homodimérica que consiste de 2 subunidades de 65 kDa [Grover y col., 1977].
Este mismo patron se observé en las vesiculas de membrana plasmatica de las diferentes
lineas de Arabidopsis thaliana, en las que hubo un cambio en el patrén de bandas en las
muestras tratadas con B-glucosidasa comparadas con las muestras sin tratamiento, como se
indica en las flechas de la Figura 23 y ademas de la presencia de la banda de alrededor de 65
kDa (correspondiente a la B-glucosidasa). Al realizar la tincion de proteinas totales de ese
mismo gel por tincién de plata, se corroboroé lo visto en la tincion de glicoproteinas, ya que hubo
un cambio tanto en el patrén de bandas, como en la intensidad (Figura 24). Ademas, se observo
gue al tefir con plata, la banda de alrededor de 82 kDa no se distinguia en comparacion con la
banda tefida con Pro-Q® Emerald, en donde se observé una banda muy bien definida. Esto
indicé que la tincion con el estuche para glicoproteinas fue muy sensible y efectiva para la
deteccién de glicoproteinas. Los resultados obtenidos indicaron que la B-glucosidasa desplegé
su actividad en las condiciones experimentales usadas para determinar su efecto en la actividad
de ATPasa.
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Figura 22. Patrén electroforético de las proteinas asociadas a las preparaciones membranales de
diferentes lineas Arabidopsis thaliana. Se cargd en un gel de poliacrilamida-SDS lo equivalente a 10
pUg de proteina membranal para cada linea de Arabidopsis thaliana y 4 puL del marcador de peso
molecular (BioRad), después de la separacién de las proteinas por electroforesis, se realiz6 la tincion de
las proteinas con azul de Coomassie (azul brillante G 250). El carril (1) corresponde al marcador de peso
molecular, (silv) es proteinas de plantas de genotipo silvestre, (Lcb2a) la linea Atlcb2a-1, (hp-) la linea
Atlcb2b hp/Aticb2a sin inducir y (hp+) la Atlcb2b hp/Aticb2a inducida con metoxifenozida. Los ndmeros
colocados en la parte izquierda indican el peso molecular en kDa de cada banda (marcador de peso
molecular).
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Figura 23. Deteccion de glicoproteinas en vesiculas de membrana plasmatica de la linea silvestre,
la linea Atlcb2a-1 y de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a con o sin inducciédn. Las vesiculas de membrana
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plasmatica de las diferentes lineas de Arabidopsis thaliana fueron tratadas con B-glucosidasa en las
mismas condiciones experimentales usadas en la determinacion del efecto de la remocion de
carbohidratos por B-glucosidasa sobre la actividad de ATPasa (ver Fig. 21). Enseguida, las proteinas
fueron separadas en geles de poliacrilamida-SDS cargando lo equivalente a 10 ug de proteina para cada
linea y luego tefiidas con el kit Emerald-Pro®. Las flechas indican cambios en el patron de bandas y el
recuadro amarillo la presencia de [B-glucosidasa. En la parte inferior se denota con un (-) a las
preparaciones membranales que no fueron tratadas con glucosidasa y con un (+) a las que si se trataron.

— TR
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—> - :
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B-glucosidasa - + - + - + - + - +
Control de
; ; Silvestre (-) Atlcb2a-1 (-) Atlcb2b Atlcb2b
glicoproteinas hp/Atich2a () hp/Atich2a (+)

Figura 24. Deteccién de proteinas totales en vesiculas de membrana plasmética de la linea
silvestre, la linea Atlch2a-1 y de la linea Atlcb2b hp/Atlcb2a con o sin induccién. Las mismas
muestras separadas para su tincién con el kit Emerald-Pro® (Figura 23), fueron separadas y tefiidas con
plata. Los numeros colocados en la parte izquierda indican el peso molecular en kDa de cada banda
(marcador de peso molecular) y en la parte inferior se denota con un (-) a las preparaciones membranales
que no fueron tratadas con B-glucosidasa y con un (+) a las que si se trataron.

10. Determinacion de esfingolipidos glicosilados en vesiculas de membrana

plasmética de Arabidopsis thaliana de plantas del genotipo silvestre.

De acuerdo a los experimentos anteriores, los resultados indicaban que la B-glucosidasa
estaba actuando sobre las vesiculas membranales en las condiciones experimentales usadas y
en las que se observaba un incremento en la actividad de ATPasa de las lineas controles. Con
el objeto de relacionar esta activacion con la accién de la B-glucosidasa, a continuacién se
investigd si la B-glucosidasa estaba removiendo los carbohidratos de los esfingolipidos. Un
experimento pertinente fue detectar los esfingolipidos glicosilados de las vesiculas de

membrana expuestas a la enzima y luego analizarlas por TLC (Thin Layer Chromatography). La
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Figura 25 muestra una cromatoplaca revelada con sulfato de cobre, la cual muestra los
estandares de esfingolipidos (esfingomielina, ceramida hidroxilada, galactosilceramida y
glucosilceramida, respectivamente) separados en una fase movil, asi como el perfil de
esfingolipidos del extracto obtenido de las vesiculas membranales de plantas de Arabidopsis
del genotipo silvestre con o sin exposicion a la B-glucosidasa. En los primeros cuatro carriles
gue corresponden a los estandares de esfingolipidos, se observé una separacién adecuada
entre los esfingolipidos aniénicos (esfingomielina, carril 1) y los esfingolipidos neutros
(galactosilceramida y glucosilceramida, carriles 3 y 4 respectivamente), asi como los
esfingolipidos complejos de las ceramidas hidroxiladas (carril 2). Ademas se logro resolver a la
galactosilceramida hidroxilada de la no hidroxilada con un rf de 0.57 y 0.68, respectivamente, lo
gue indica que la fase movil utilizada permitié la separacion y resolucion de los esfingolipidos
neutros. Con respecto a los extractos (carriles 5 y 6), las bandas con rf de 0.17 y 0.15 que
corresponden a la esfingomielina, que se us6 como estandar interno del proceso de extraccion,
fueron de tamafios e intensidades similares entre los dos extractos, lo que indicé que se obtuvo
una recuperacion similar de esfingolipidos extraidos a partir de vesiculas membranales con o
sin exposicién a B-glucosidasa. Este mismo comportamiento se observé en todo el perfil de
esfingolipidos, no hubo cambios muy aparentes en la intensidad de las bandas en la muestra
tratada con B-glucosidasa comparada con la muestra sin tratamiento, indicando que la remocién
de carbohidratos de los esfingolipidos por la accion de glucosidasa sobre las vesiculas
membranales no se logré diferenciar claramente en este sistema. Es posible que esto se deba a
la gran variedad de especies de esfingolipidos en las plantas, mismas que pueden estar en
cantidades muy bajas y no detectables por el método, aunque sean selectivamente

desglucosiladas.
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Figura 25. Deteccién de esfingolipidos glicosilados en vesiculas de membrana plasmética de
plantas de Arabidopsis thaliana del genotipo silvestre. Las vesiculas de membrana plasmaética de la
linea silvestre fueron tratadas con B-glucosidasa en las mismas condiciones experimentales usadas en la
determinacién del efecto de la remocidn de carbohidratos por B-glucosidasa sobre la actividad de ATPasa
(ver Fig. 12). Enseguida, se extrajeron los esfingolipidos de acuerdo a Markham y Jaworski (2007) y
posteriormente el extracto fue analizado por TLC. El primer carril corresponde al estandar interno de la
extraccion (esfingomielina), (OH-Cer) es el estadar ceramida hidroxilada, (OH-GLC y GLC) el estandar
de galactosilceramida con o sin hidroxilaciones respectivamente, (GluCer) el estandar de
glucosilceramida y los dos ultimos carriles corresponde al extracto de esfingolipidos con o sin exposicion
a B-glucosidasa. En la parte inferior se denota con un (-) a las preparaciones membranales que no
fueron tratadas con glucosidasa y con un (+) a las que si se trataron. La cromatoplaca mostrada es una
representativa de 6 repeticiones.
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11. Validacion de los experimentos de la remocion de carbohidratos de las vesiculas
de membrana plasmatica por la B- glucosidasa.

Para asegurarnos de que en los experimentos con B-glucosidasa el tipo de enlace [-
glucosidico era el catalizado por la glucosidasa, ya que este es el tipo de union que tienen los
carbohidratos unidos a la parte hidrofébica de los esfingolipidos (ceramida) y para asi asegurar
gue el rompimiento de este enlace y la liberacion del carbohidrato de la parte polar de los
esfingolipidos podia estar asociado al efecto sobre la actividad de la enzima en las membranas,
se realizaron estudios con otras dos glicosidasas que reconocen diferente tipo de enlace
glucosidico (a-glucosidasa) o diferente tipo de carbohidrato (B-galactosidasa).

En la Figura 26A se muestra el comportamiento de la actividad de hidrélisis de ATP de
la ATPasa de H" en vesiculas de membrana plasmatica del tipo silvestre y de las dos lineas
Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a con o sin induccidon con metoxifenozida, en presencia de a-
glucosidasa en las mismas condiciones usadas en los experimentos con (3-glucosidasa. Como
se observa en la Figura 26A, tanto en las vesiculas de membrana plasmética del tipo silvestre
como en las otras dos lineas control (Aticb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (-)), no hubo un aumento
significativo en la actividad de hidroélisis de ATP en presencia de a-glucosidasa con respecto a
la actividad determinada en ausencia de glucosidasa, obteniéndose valores de 78 nmol
Pi/min/mg en presencia de la a-glucosidasa, mientras que en ausencia de glucosidasa, la
actividad fue de alrededor de 70 nmol Pi/min/mg. En el caso de la linea con menor contenido de
esfingolipidos Atlcb2b hp/Aticb2a (+) se observé que hubo un ligero aumento en la actividad
medida en presencia de a-glucosidasa con respecto a la actividad en ausencia de glucosidasa,
llegando a valores de 197 nmol Pi/min/mg, mientras que en ausencia de a-glucosidasa, la
actividad determinada fue de alrededor 165 nmol Pi/min/mg. Para comprobar si las diferencias
determinadas eran significativas, se realizé el analisis estadistico de las actividades con o sin a-
glucosidasa en cada linea (ANOVA y aplicacién de la prueba de comparacion de medias de
Bonferroni), se encontré6 que no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de hidrolisis de ATP medidos, tanto en las lineas control (silvestre, Aticb2a-1 y Atlcb2b
hp/Atich2a (-)) como en la linea con menor contenido de esfingolipidos totales Atlcb2b
hp/Aticb2a (+).

Para comparar el efecto de la a-glucosidasa en la actividad de hidrélisis de ATP en cada
una de las lineas, se determiné la actividad medida en presencia de a-glucosidasa de cada
linea con respecto a la actividad sin glucosidasa de cada una de ellas, expresado en términos
de activacion de la enzima en nimero de veces. Como se muestra en la Figura 26B, el aumento

de la actividad de hidrdlisis de ATP en presencia de a-glucosidasa en la linea silvestre y en las
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otras dos lineas control fue de 1.10 veces con respecto a la actividad sin glucosidasa de cada
linea respectiva, mientras que en la linea con menor contenido de esfingolipidos totales
(Atlcb2b hp/Aticb2a) fue de 1.18 veces. Sin embargo, como se menciond anteriormente, este

aumento no resulto estadisticamente significativo.
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Figura 26. Efecto de la a-glucosidasa en la actividad de hidrolisis de ATP en vesiculas de
membrana plasmatica de A. thaliana de las lineas silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/aticb2a. Se
expusieron las preparaciones membranales a la accién de la a-glucosidasa en las mismas condiciones
empleadas en los experimentos con f3-glucosidasa. Se utilizaron 4 pg de proteina membranal para las
plantas de genotipo silvestre y las lineas Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/atich2a (-), y 2 pg para la linea con
menor contenido de esfingolipidos totales Atlcb2b hp/aticb2a (+). Se denota con un (-) a las plantas que
no se asperjaron con el inductor metoxifenozida y con un (+) a las que si se asperjaron. A) Valores
promedio de la actividad de hidrélisis de ATP de la ATPasa de H* + EE. Se realizaron como minimo 2
repeticiones con tres réplicas cada una para cada linea usando por lo menos 2 preparaciones
independientes. B) Los valores de la grafica anterior fueron usados para expresar el cambio de la
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actividad por a-glucosidasa. La grafica muestra los valores promedio de la activacién de la enzima en
numero de veces * EE con respecto a la actividad medida en ausencia de a-glucosidasa de cada linea
correspondiente. Los datos fueron procesados con el programa estadistico GraphPad Prism 5, aplicando
un analisis de varianza (ANOVA) de una via y una comparacion de medias por el método de Bonferroni.

En los estudios con la otra glicosidasa que reconoce diferente tipo de carbohidrato (B-
galactosidasa) (Figura 27A), se observo que al determinar la actividad de hidrdlisis de ATP en
vesiculas de membrana plasmatica de tipo silvestre y en las lineas Atlch2a-1 y Atlcb2b
hp/Aticb2a con o sin induccién, en presencia de -galactosidasa, se obtuvo un comportamiento
similar a los experimentos realizados con a-glucosidasa, es decir, no hubo una estimulacion de
la ATPasa de H" de la membrana plasmatica por B-galactosidasa, obteniéndose valores de
alrededor de 72 nmol Pi/min/mg con o sin B-galactosidasa tanto en la silvestre como en las
otras dos lineas control Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (-). Mientras que en la linea Atlcb2b
hp/Aticb2a (+) (menor contenido de esfingolipidos totales), se observé que hubo una ligera
disminucion de la actividad de la enzima, llegando a valores de 140 nmol Pi/min/mig, mientras
gue la actividad en ausencia de glucosidasa fue alrededor de 165 nmol Pi/min/mg. Al realizar el
andlisis estadistico (ANOVA) se establecié que esta disminucion de la actividad en la linea con
menor contenido de esfingolipidos totales Atlcb2b hp/Aticb2a, no era estadisticamente
significativo.

Estos resultados, expresados en términos de activacion de la enzima en namero de
veces, se muestran en la Figura 27B. Se observd claramente que no hubo una activaciéon de la
enzima en presencia de (B-galactosidasa en la linea silvestre y en las otras dos lineas control
Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (-). Este mismo comportamiento se observé en la linea con
menor contenido de esfingolipidos Atlcb2b hp/Aticb2a (+). Los resultados obtenidos indicaron
gue la actividad de la enzima B-glucosidasa en las condiciones experimentales usadas en la
determinacion del efecto de la B-glucosidasa en la actividad de ATPasa fue especifica para
romper los enlaces tipo B glucosidicos presentes en las preparaciones membranales de las

lineas de Arabidopsis thaliana usadas en este estudio.
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Figura 27. Efecto de la B-galactosidasa en la actividad de hidrdlisis de ATP en vesiculas de
membrana plasmatica de Arabidopsis thaliana de las lineas silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b
hp/aticb2a. Se expuso a las preparaciones membranales a la p-galactosidasa a las mismas condiciones
empleadas en los experimentos con -glucosidasa. Se utilizaron 4 pug de proteina membranal para las
plantas de genotipo silvestre y las lineas Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/atich2a (-), y 2 ug para la linea con
menor contenido de esfingolipidos totales Atlcb2b hp/aticb2a (+). Se denota con un (-) a las plantas que
no se asperjaron con el inductor metoxifenozida y con un (+) a las que si se asperjaron. (A) Valores
promedio de la actividad de hidrélisis de ATP de la ATPasa de H" + EE. Se realizaron como minimo 2
repeticiones con tres réplicas cada una para cada linea usando por lo menos 2 preparaciones
independientes. B) Los valores de la grafica anterior fueron usados para expresar el aumento de la
actividad por B-galactosidasa. La grafica muestra los valores promedio de la activacién de la enzima en
numero de veces tEE con respecto a la actividad medida en ausencia de (3-galactosidasa de cada linea
correspondiente. Los datos fueron procesados con el programa estadistico GraphPad Prism 5, aplicando
un andlisis de varianza (ANOVA) de una via y una comparacion de medias por el método de Bonferroni.
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12. Niveles de la proteina 14-3-3 en las vesiculas membranales de plantas silvestre y
de las lineas Atlcb2a-1y Atlcb2b hp/Atlcb2a con o sin induccion.

Se ha reportado que una de las principales formas de regulacion de la ATPasa de H* de
la membrana plasmatica de plantas, es la que implica la interaccion de la proteina 14-3-3 con la
region del C-terminal de la ATPasa de H*. Para averiguar si la proteina reguladora 14-3-3, esta
involucrada en el mecanismo de aumento de la actividad de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica mediada por cambios especificos de esfingolipidos complejos en membrana
plasmatica, fue necesario estimar si los niveles de esta proteina reguladora variaban en las
preparaciones membranales, mediante la deteccién con anticuerpos anti 14-3-3 (un anticuerpo
heter6logo anti 14-3-3 de la isoforma 8 de humano y un anticuerpo homdlogo anti 14-3-3 de
Arabidopsis).

En la Figura 28A, se muestra el patrén electroforético de las proteinas de cada una de
las lineas de Arabidopsis, en el se observa que la cantidad de proteina cargada al gel de cada
una de las lineas fue similar. En la Figura 28B, se presenta la inmunoréplica contra la proteina
14-3-3 usando el anticuerpo heterélogo anti 14-3-3 de la isoforma B de humano, pudiéndose
apreciar la deteccion de una banda con un peso molecular de aproximadamente 30 kDa, que
corresponde al peso promedio reportado de para la proteina reguladora 14-3-3 [Fu y col., 2000;
Morsomme y Boutry, 2000]. Como se puede observar en la inmunoréplica, la intensidad de la
banda fue muy similar en todas las lineas. Para confirmar esta observacién, se realizé la
determinacion de la densitometria de la banda de 30 kDa de las seis inmunoréplicas de cada
linea (Figura 28C), en la cual se observaron valores muy similares entre todas las lineas usadas
en este trabajo. Este mismo comportamiento se observé usando el anticuerpo homélogo anti
14-3-3 de Arabidopsis, encontrandose que los niveles de la proteina 14-3-3 fueron muy
similares en todas las lineas usadas en este trabajo (Figura 29A y B). Sin embargo, en el caso
del anticuerpo homélogo se logr6 apreciar una banda mas gruesa en todas las lineas,
comparada con la de las inmunoréplicas con el anticuerpo heterdlogo, indicando que el
anticuerpo homologo de Arabidopsis logro detectar mas de dos isoformas de la proteina 14-3-3
de Arabidopsis y que se encontraban presentes en las preparaciones membranales (Figura
29A). Este resultado indica que la proteina 14-3-3 no pudiera estar involucrada en el aumento
de la actividad de la ATPasa observado en las plantas con una disminucion de esfingolipidos

totales.
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Figura 28. Deteccién de la proteina 14-3-3 en las preparaciones membranales con anticuerpo anti
14-3-3 de la isoforma 8 de humano. A) Se carg6 en un gel de poliacrilamida-SDS lo equivalente a 10
pHg de proteina membranal para cada linea de Arabidopsis thaliana y 4 pL del marcador de peso
molecular (BioRad); después de la separacion de las proteinas por electroforesis, se realiz6 la tincion de
proteinas con azul de Coomassie. El primer carril corresponde al marcador de peso molecular, en los
siguientes carriles en la parte inferior se indica el tipo de muestra que se cargo en cada carril. Los
nameros colocados en la parte izquierda indican el peso molecular en kDa de cada banda del marcador
de peso molecular. B) Se cargaron 40 ug de proteina membranal por carril, las proteinas fueron
separadas en geles de poliacrilamida-SDS y luego transferidas a membranas PVDF, realizadndose la
inmunodeteccién de la proteina 14-3-3 con el anticuerpo heterélogo anti 14-3-3 de la isoforma 3 de
humano (Santa Cruz Biotechnology). Experimento representativo de 6 inmunoréplicas realizadas con 2
preparaciones independientes de cada linea. C) Se escanearon las membranas de PVDF de las
inmunoréplicas de la 14-3-3 y mediante el programa Quantity One de BioRad se realiz6 la determinacion
de la denS|tometr|a de la banda de 30 kDa. La grafica muestra los valores promedio de la densidad en
INT/mm? + EE, obtenidos para cada linea.
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Figura 29. Deteccion de la proteina 14-3-3 en las preparaciones membranales con
anticuerpo anti 14-3-3 de Arabidopsis. Se cargaron 40 ug de proteina membranal por carril, las
proteinas fueron separadas en geles de poliacrilamida-SDS y luego transferidas a membranas PVDF. A)
Inmunodeteccién de la proteina 14-3-3 con el anticuerpo homélogo anti 14-3-3 de Arabidopsis (Santa
Cruz Biotechnology). Experimento representativo de 4 inmunoréplicas realizadas con 2 preparaciones
independientes de cada linea. B) Se escanearon las membranas de PVDF de las inmunoréplicas de la
14-3-3 y mediante el programa Quantity One de BioRad se realiz6 la determinacion de la denS|tometr|a
de la banda de 30 kDa. La grafica muestra los valores promedio de la densidad en INT/mm? + EE,
obtenidos para cada linea.
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13. Niveles de la ATPasa fosforilada en las vesiculas membranales de plantas
silvestre y de las lineas Atlcb2a-1y Atlcb2b hp/Aticb2a con o sin induccion.

Para asegurarnos de que el aumento de actividad de la ATPasa mediado por los
esfingolipidos, no involucraba la interacciéon de la proteina reguladora 14-3-3 con la regién del
carboxilo terminal, se realizé un segundo estudio que fue la estimacién de la ATPasa fosforilada
de las preparaciones membranales, mediante la deteccion con un anticuerpo anti
fosfotreonina/fosfoserina, ya que la actividad de la ATPasa se restablece o aumenta cuando hay
una fosforilacién por una cinasa de treonina/serina en el aminoacido Thr948 [Olsson y col,
1998]. La fosforilacion es la sefial para que la proteina 14-3-3 se una al carboxilo terminal,
aumentando la actividad de la ATPasa de H".

Con el objetivo de comprobar que se esta cargando la misma cantidad de proteina en
todos los carriles, se realizé el patron electroforético de las lineas de Arabidopsis como se
indica en la Figura 30A, en el cual se observa que la cantidad de proteina cargada al gel de
cada una de las lineas de Arabidopsis fue similar. En la Figura 30B, en la parte superior se
presenta la inmunoréplica contra la ATPasa de H' de la membrana plasmatica usando un
anticuerpo anti ATPasa de H* de la membrana plasmaética, en ésta se observd que los niveles
de la proteina fueron muy similares en todas las lineas de Arabidopsis. En la parte inferior de la
Figura 30B se presenta la inmunoréplica contra la ATPasa fosforilada usando el anticuerpo anti
fosfo-treonina/serina, pudiéndose apreciar la aparicion de una banda con un peso molecular de
aproximadamente de 100 kDa, que corresponde al peso promedio reportado para la ATPasa de
H* de la membrana plasmatica. En la inmunoréplica se observo que los niveles de la proteina
fosforilada fueron menores en las lineas mutantes (Atlcb2a-1, Atlcb2b hp/Atlcb2a con o sin
induccién) comparadas con los de la linea silvestre. Para confirmar estas apreciaciones, se
realizé la determinacién de la densitometria de la banda de 100 kDa de las seis inmunoréplicas
de cada linea (Figura 30C), en el caso de las inmunoréplicas contra la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica, se observaron valores muy similares entre todas las lineas de
Arabidopsis, mientras que la densimetria de la banda de 100 kDa de las inmunoréplicas usando
el anticuerpo anti fosfo-treonina/serina, se observd que los valores en la linea silvestre fueron
mayores comparados con los valores de las 3 lineas mutantes usadas en este trabajo. Este
resultado indica que el aumento de actividad de la ATPasa en la linea con menor contenido de

esfingolipidos totales no se debe a la fosforilacion de la enzima en la Thr948.
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Figura 30. Deteccién de los niveles de la ATPasa fosforilada en las preparaciones membranales
con anticuerpo anti fosfo-treonina/serina. A) Se cargé en un gel de poliacrilamida-SDS lo equivalente
a 10 ug de proteina membranal para cada linea de Arabidopsis thaliana y 4 yL del marcador de peso
molecular (BioRad), después de la separacién de las proteinas por electroforesis, se realiz6 la tinciéon de
proteinas con azul de Coomassie (Azul brillante G 250). El primer carril corresponde al marcador de peso
molecular, en los siguientes carriles, en la parte inferior se indica el tipo de muestra que se cargo en cada
carril. Los nimeros colocados en la parte izquierda indican el peso molecular en kDa de cada banda
(marcador de peso molecular). B) Se cargaron 40 ug de proteina membranal por carril, las proteinas
fueron separadas en geles de poliacrilamida-SDS y luego transferidas a membranas PVDF y se realizé la
inmunodeteccion de la ATPasa de H" de la membrana plasmatica y de la ATPasa fosforilada con el
anticuerpo contra la ATPasa de H' de Agrisera y el anticuerpo fosfo-treonina/serina de Abcam ®,
respectivamente. Experimento representativo de 6 inmunoréplicas realizadas con 3 preparaciones
independientes de cada linea. C) Se escanearon las membranas de PVDF de las inmunoréplicas de la
ATPasa de H' y de la fosfo-treonina/serina, y mediante el programa Quantity One de BioRad se realizé la
determinacion de la densitometria de la banda de 100 kDa. La grafica muestra los valores promedio de la
densidad en INT/mm? + EE, obtenidos para cada linea.
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La ATPasa H* es una proteina integral de la membrana plasmatica, cuya actividad
puede ser afectada por los lipidos que la rodean. Al respecto, existen reportes que indican que
diferentes glicerolipidos y esteroles membranales, asi como detergentes, modifican positiva o
negativamente la actividad de la ATPasa de plantas [Brauer y Tu 1989; Cooke y col., 1994;
Gomes y col., 1996; Grandmougin-Ferjani y col., 1997]. En cuanto a los esfingolipidos, otro
grupo de lipidos de membrana que se ha reportado que componen > 40% de los lipidos de la
membrana plasmatica en plantas [Sperling y col., 2005], solo existe un reporte en levadura
acerca del requerimiento de esfingolipidos con acidos grasos de cadena muy larga para el
transito de la ATPasa de H" desde el reticulo endoplasmico hasta la membrana plasmatica
[Gaigg y col., 2006; Toulmay y Schneiter, 2007]. Por otra parte, varios reportes ubican
consistentemente a la ATPasa de H" de diversos tejidos vegetales en balsas lipidicas, las
cuales estan enriquecidas en esfingolipidos y esteroles [Mongrand y col., 2004; Borner y col.,
2005; Morel y col., 2006; Lefebre y col., 2007]. Sin embargo, hasta el momento no hay ningun
trabajo que indique que la ATPasa de H* de la membrana plasmatica de plantas requiera de
esfingolipidos para su funcién, o como este tipo de lipidos pueda afectar su actividad.

Estudios en nuestro laboratorio en la linea mutante silenciable Atlcb2b hp/Aticb2a de
Arabidopsis thaliana que tiene un contenido 36% menor de esfingolipidos totales después de
ser expuesta al inductor metoxifenozida, nos sugerian que el contenido de esfingolipidos
basales endogenos en una planta silvestre mantiene a la ATPasa de H* de la membrana
plasméatica en unos niveles de actividad moderados aln cuando la enzima era capaz de tener
actividades de por lo menos el doble [Mejia-Hernandez, 2010; Gonzalez-Reyes, 2010; Cornejo-
Granados, 2011; Morales-Cedillo, 2012]. Este mismo efecto se ha observado en la cepa Icbl-
100 de S. cerevisiae, la cual es defectuosa en la sintesis de bases esfingoideas y en la que la
actividad de la ATPasa de H* (Pmal) es mayor que la de la cepa progenitora [Permyakov y col.,
2012]. En ese trabajo, el efecto encontrado se ha relacionado con el estado oligomérico de la
enzima y con su activacion por la glucosa. En la levadura, esta activacion esta relacionada con
la regién auto-regulatoria del carboxilo terminal de la enzima.

El aumento encontrado en la actividad de la ATPasa en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+)
de Arabidopsis por nuestro grupo, podia ser el reflejo de un cambio en la estructura de la
enzima, en particular a través de cambios en la interaccién de su regién del carboxilo terminal
con su entorno, lo cual a su vez seria inducido por una alteracién en la composicion de los
esfingolipidos membranales [Morales-Cedillo, 2012]. En efecto, la implicacién de la regién del

extremo carboxilo terminal fue identificada gracias a la mutante que tenia una deficiencia en
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esfingolipidos totales en la planta [Morales-Cedillo, 2012]. Sin embargo, ain era necesario
establecer que eran los esfingolipidos membranales los responsables, y cuales eran las
posibles especies de esfingolipidos y sus regiones quimicas especificas involucradas en la
interaccién con la regién del carboxilo terminal de la ATPasa de H". Por ello, este trabajo se
enfoco en identificar las especies de esfingolipidos de la membrana plasmatica y sus regiones
quimicas responsables del efecto en la actividad de la ATPasa de H' de la membrana
plasmética en Arabidopsis.

14. Especies de esfingolipidos que tienen un papel importante en la interaccién con la
ATPasa de H".

Una manera de identificar las especies de esfingolipidos importantes en la actividad de
la ATPasa, fue mediante la determinacion de la composicion y cuantificacion de los
esfingolipidos de las vesiculas de membrana plasmatica de las plantas del genotipo silvestre y
de las dos lineas de Arabidopsis thaliana en las condiciones de induccion y no induccion
utiizadas en este trabajo, usando un protocolo que incluia la extraccion selectiva de
esfingolipidos y su separacién e identificacion por HPLC en fase reversa acoplada a ESI-
MS/MS [Markham y col., 2006]. Como fue descrito por Dietrich y col. (2008), la linea Atlcb2b
hp/Atich2a muestra una disminucion del 36% en las BCL totales (suma de BCL libres y de BCL
unidas a ceramidas o esfingolipidos complejos) después de ser expuesta al inductor
metoxifenozida. Este contenido de BCL fue determinado a partir de una preparacion de plantas
adultas completas a las cuales se les realizd6 una extraccibn selectiva y optimizada de
esfingolipidos complejos [Markham y col., 2006] y a las que se les hizo una hidrdlisis alcalina
drastica para liberar las BCL (cuya estequiometria es 1 mol de la base por mol de ceramida o
esfingolipido complejo). Como se menciond, esta extraccién se hizo de las plantas completas,
por lo que no se establecié cual era la disminucién de la esfingolipidos complejos en las
membranas celulares y menos en la membrana plasmatica, si bien, por su naturaleza anfipatica,
era presumible que casi la totalidad de los esfingolipidos complejos deben estar formando parte
de las membranas celulares. Hasta la fecha, la informacién de la distribucion sub-celular de los
esfingolipidos en las plantas no existe en la literatura. Por ello, los datos encontrados en esta
tesis tanto en vesiculas de membrana plasmatica de plantas silvestres como de las lineas
Atlcb2a-1 y Atlch2b hp/Atich2a + metoxifenozida resultan ser el primer reporte detallado de la
composicion y cuantificacion de esfingolipidos de la membrana plasmatica. En este estudio, el
analisis esfingolipidémico indicé un aumento en la cantidad de esfingolipidos totales en las

vesiculas de membrana plasmética purificadas de las lineas mutantes (Atlcb2a-1 y Atlcb2b
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hp/Atlcb2a + metoxifenozida) de Arabidopsis thaliana comparada con la de las membranas de
plantas silvestres. Esto fue un hallazgo inesperado, ya que al comparar este contenido de los
esfingolipidos totales de la membrana plasmatica con el contenido total de esfingolipidos de
toda la planta en cada una de las lineas de Arabidopsis, antes determinado por Dietrich y col.
(2008), no habia correlacion, ya que si bien el contenido total de esfingolipidos en toda la planta
es igual en la linea silvestre y en las otras dos lineas control Aticb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (sin
inducir), en la membrana plasmética de estas lineas no fue el mismo, ya que las mutantes
presentaron un contenido mayor con respecto a la silvestre (ver tabla de la Figura 31). La Unica
diferencia genética entre la linea silvestre y las lineas mutantes Atlch2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a
sin inducir, es que las dos lineas mutantes solo pueden tener la versioén del heterodimero
LCB1/LCB2b de la SPT (serina palmitoiltransferasa), mientras que las plantas silvestres tienen
ambas versiones LCB1/LCB2a o LCB1/LCB2b. Se ha determinado que el RNAm del gene de la
subunidad LCB2a se transcribe con mayor frecuencia que el de la LCB2b [Dietrich y col., 2008].
Quizas esto origine un desbalance cualitativo en la sintesis de bases de cadena larga, que
podria ser detectado por la célula, la cual, al tratar de asegurar el mantenimiento de la
integridad de la membrana plasmatica, la refuerza aumentado el contenido de esfingolipidos
totales. Recientemente se han reportado mecanismos de regulacién de la SPT que involucran la
interaccion de proteinas con esta enzima y que pueden regular cuantitativamente la sintesis de
esfingolipidos [Liu y col., 2012; Kimberlin y col., 2013]. Con base en esto y en la funcién de los
esfingolipidos, es probable que un descenso en la sintesis de esfingolipidos en la linea Atlcb2b
hp/Aticb2a (+) tenga un impacto en el trafico de endomembranas y en las posibles funciones
reguladoras de los esfingolipidos en los procesos celulares basicos, lo cual pone de manifiesto
la relevancia que tiene la sintesis de esfingolipidos en la homeostasis celular.

Si bien el contenido de esfingolipidos totales en la membrana plasmatica era mas alto en
las tres lineas mutantes (Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2 + metoxifenozida) con respecto a la
silvestre, era posible que hubiera diferencias en la composicién de especies moleculares de
esfingolipidos individuales y que estas diferencias explicaran los distintos valores de la actividad
de ATPasa entre la linea Atlcb2b hp/Atich2a (+) y las lineas controles (la silvestre, la Aticb2a-1y
la Atlcb2b hp/Atlcb2 (-)) (ver tabla de la Figura 31. Por ello se procedié a hacer el andlisis del
esfingolipidoma de las membranas plasméticas de estas lineas.

Los esfingolipidos son moléculas estructuralmente diversas, tan solo en hojas de
Arabidopsis se han encontrado 168 especies diferentes [Markham y Jaworski. 2007]. Estas
moléculas pueden diferir en la composicidn de su grupo polar, la longitud de la cadena acilica,
el grado de hidroxilacion, y numero y posicion del doble enlace, tanto de la BCL como de su

acido graso. De acuerdo al grupo polar de los esfingolipidos, las dos clases mayoritarias de
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esfingolipidos complejos en plantas son las glucosilceramidas y los glicosil-inositolfosforil-
ceramidas (GIPC) [Sperling y col., 2005; Markham y col., 2006, Buré y col., 2011]. Los
resultados del andlisis de la esfingolipidémica de la membrana plasmatica, revelaron que el
contenido de esfingolipidos totales en las membranas de plantas mutantes tienen como
componentes principales a los GIPCs totales. Indicando que este tipo de esfingolipidos pueden
contribuir a la estabilidad e integridad de la membrana plasmatica, lo cual explicaria en parte su
abundancia en las plantas [Markham y col., 2006: Markham and Jaworski, 2007; Buré y col
2011]. Al hacer el analisis exhaustivo de glucosilceramidas y GIPCs en nuestras preparaciones,
se encontrd que la linea con mayor actividad de ATPasa (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)) tenia algunos
cambios en ciertas especies de esfingolipidos: un aumento en la cantidad relativa de GIPCs con
una BCL di- o tri-hidroxilada de 18 carbonos (d18:0 y t:18:0) unidas a un acido graso de 16
carbonos, una disminucion de GIPCs con una BCL t18:0 unida a un &cido graso de 24 carbonos
y una disminucion significativa de glucosilceramidas con una BCL t18:1 unida a un &cido graso
de 22 carbonos. Todos estos cambios se encontraron en la linea Atlcb2b hp/Atich2a (+) en
comparacion con las tres lineas que fungieron como controles.

Estas especies individuales de glucosilceramidas y GIPCs que resultaron diferentes en
la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) con respecto a las lineas control (silvestre, Atlcb2a-1 y Atlcb2b
hp/Atlcb2a sin inducir (-)) podrian ser las que interaccionan con la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica modulando asi su actividad. Para corroborar que la deficiencia de estos
esfingolipidos complejos especificos era lo que estaba aumentando la actividad de hidrdlisis de
ATP en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) se realiz6 un conjunto de experimentos de
reconstitucion. La idea detras de estos experimentos era que si las membranas plasmaticas de
la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) tenia una ATPasa de H* con una actividad incrementada debido
a que esas membranas eran deficientes en los esfingolipidos especificos encontrados,
entonces al serles reconstituidos estos esfingolipidos de manera exégena, la actividad de la
enzima en las membranas se recuperaria, es decir, descenderia a los niveles del control. Para
reconstituir estos esfingolipidos especificos que se encontraban disminuidos en la linea Atlcb2b
hp/Atich2a (+) se hicieron experimentos de reconstitucion con una fraccién enriquecida en
esfingolipidos endégenos extraidos de la membrana plasmatica de la linea silvestre, asumiendo
gue entre las diferentes especies de esfingolipidos extraidas se encontraban los esfingolipidos
necesarios para la reconstitucién de las membranas de la linea Atlch2b hp/Aticb2a (+). Los
resultados indicaron que en la linea control, la Atlcb2a-1, que tiene el mismo contenido total de
esfingolipidos en la membrana plasmaética que la linea con mayor actividad de ATPasa (Atlcb2b
hp/Atich2a (+)), la incubacion con la fraccién enriquecida en esfingolipidos no modific6 la

actividad de la enzima. Sin embargo, en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+), que tiene una
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deficiencia total de esfingolipidos complejos y de algunos especificos de la membrana
plasmatica, al suplementarla con la fraccion enriquecida de esfingolipidos de las plantas
silvestres para reconstituirle los esfingolipidos faltantes, la actividad disminuy6 de acuerdo a la
cantidad de esfingolipidos exdgenos afadidos. De esta manera, se obtuvo una reduccién de la
actividad de 200 nmol Pi/min/mg a valores de 150 nmol Pi/min/mg con 15 pug de extracto. Sin
embargo, a cantidades mayores a 20 ug de extracto, la actividad se fue incrementando segun la
cantidad de esfingolipido exégeno afiadido, alcanzandose valores de actividad muy similares a
los medidos en ausencia de esfingolipido exdgeno. Estos resultados indican dos cosas: por un
lado, apoya que la disminucion de esfingolipidos como glucosilceramida y GIPCs especificos
estan asociados al aumento en la actividad de la ATPasa de H' en la linea Atlch2b hp/Aticb2a
(+) y por otro, la restauracion parcial de la actividad de ATPasa cercana a los valores de una
planta silvestre, sugiere que ademas de la disminucién de estos esfingolipidos especificos, el
aumento de GIPCs que tienen unido a su BCL un &cido graso de 16 carbonos estd también
involucrado en el aumento de actividad de la ATPasa. Por lo tanto el contenido de
glucosilceramidas y de GIPCs, tienen un papel importante sobre la actividad de la ATPasa de

H* de la membrana plasmatica.

wt Atlcb2a-1 Atlcb2b hp/Atlcb2a Atlcb2b hp/Atlcb2a (+) GC-A

Contenido de
esfingolipidos totales en
e 100 % 100 % 100 % 64% e
la planta
Contenido de
esfingolipidos totales en
la membrana
plasmética 100 % 150 % 150 % 150% 0 e
Aumento de GIPCs de Deficiente en
Cantidad relativa de ac. grasos de 16 Cy  glucosilceramidas (solo
GIPCsy BASAL BASAL BASAL disminucion de tiene 2 % de
glucosilceramidas glucosilceramidas con = glucosilceramidas con

BCL t18:1 unida a un respecto a la silvestre

ac. graso de 22 C (Wt) Chen y col., no
publicado)
Actividad de ATPasa
100 % 100 % 100 % 200 % 150 %

Figura 31. Resumen de las caracteristicas fenotipicas, contenido de esfingolipidos y actividad de
ATPasa de plantas adultas de Arabidopsis thaliana de las lineas silvestre, Atlcb2a-1, Atlcb2b
hp/Atlcb2a + metoxifenozida y GC-A. En la parte superior se ilustran las caracteristicas fenotipicas de
las plantas adultas de Arabidopsis usadas en este trabajo. Se denota con un (+) a las plantas que se
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asperjaron con la disolucion de metoxifenozida, las flechas amarillas indican la clorosis presente en las
hojas producto de la disminucion de esfingolipidos totales en la planta. En la parte inferior se ilustra una
tabla que muestra el contenido de esfingolipidos totales en la planta determinado por Dietrich y col.
(2008), el contenido de esfingolipidos totales presentes en la membrana plasméatica obtenidos en este
trabajo, la cantidad relativa de GIPCs y glucosilceramidas en las plantas y la actividad de hidrdlisis de
ATP de las preparaciones membranales obtenida de la parte aérea de la planta. Los datos se muestran
en % con respecto a la linea silvestre.

1.1 Papel de la glucosilceramida en el aumento de actividad de la ATPasa de H" de la
membrana plasméatica de plantas.

Dada la complejidad de la estructura y composicién de la membrana plasmatica, no existe
hasta ahora ningin modelo que permita saber con precision cuales, cuantos y en qué posicion
los lipidos membranales rodean a una proteina membranal. Los pocos trabajos referentes a
este problema se basan en evidencias cristalograficas de algunas proteinas y en ensayos de
reconstitucion de otras, haciendo posible identificar algunos lipidos que son esenciales para la
funcion de algunas proteinas y en algunos casos, de su influencia en la actividad de las
proteinas [Serrano y col., 1988; Kasamo y col., 1990; Lee, 2004; Bogdanov y col., 2009;
Bogdanov y col., 2010; Vitrac y col., 2011].

Con los hallazgos anteriores sobre los resultados de la esfingolipiddmica en combinacion
con los de reconstitucion, quisimos incidir en la influencia de la glucosilceramida en la actividad
de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica. Para ello, utilizamos un enfoque alternativo:
utilizar una linea de Arabidopsis thaliana deficiente en el contenido de glucosilceramida
enddgena (GC-A). Esta linea tiene un RNAI en el producto del gen que codifica a la enzima
glucosil ceramida sintasa [Chen y col., no publicado]. De estas plantas se usaron preparaciones
microsomales, en lugar de membranas plasmaticas puras debido a que las plantas son
fenotipicamente enanas (ver imagen de la Figura 31), y el material foliar solo era suficiente para
aislar preparaciones microsomales. En estas plantas mutantes deficientes en glucosilceramidas
se esperaba tener una ATPasa de H* con una alta actividad, a semejanza a lo observado en la
linea con menor contenido de esfingolipidos totales (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)). Para poder
explorar la contribucion de la glucosilceramida en esta linea, fue necesario incluir en el presente
estudio la fraccién microsomal de dos lineas control: un control estuvo constituido por plantas
(silvestres) con valores moderados de actividad basal de ATPasa. El otro control fue el de
plantas (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)) con una actividad de ATPasa alta. Asi fue que se encontré que
mientras la actividad de preparaciones microsomales de plantas silvestres era de alrededor de
30 nmol Pi/min/mg, la actividad de plantas con una ATPasa de H" estimulada por disminucion
de esfingolipidos totales era de 58 nmol Pi/min/mg. Esta diferencia coincidia con los valores de

actividad reportados para las membranas plasmaticas de las lineas respectivas, indicando que
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se podian detectar las diferencias de actividad también en las fracciones microsomales. No solo
eso, sino que al comparar estos valores de actividad de ATPasa de los controles con los
obtenidos en trabajos anteriores en el laboratorio, tanto en fracciones microsomales de plantas
adultas como de estadios jovenes, los valores fueron muy cercanos, pues se encontré que la
actividad fue de 26.5 nmol Pi/min/mg en plantas silvestres [Vazquez-Vazquez, 2008], mientras
gue en fracciones microsomales de estadios jévenes (plantulas), los valores estan entre 28 a 43
nmol Pi/min/mg en la linea silvestre y 56 a 76 nmol Pi/min/mg en el caso de la linea Atlcb2b
hp/Aticb2a (+) [Mejia-Herndndez, 2010; Cornejo-Granados, 2012]. Esta reproducibilidad en las
actividades de las preparaciones microsomales nos permiti6 asegurarnos de que las
condiciones en las que se iba a evaluar el efecto de la glucosilceramida eran adecuadas. Hay
gue hacer notar que en todos los experimentos precedentes se habian estado utilizando
preparaciones de membranas plasmaticas purificadas, por lo que resultaba indispensable
contar con preparaciones microsomales en las que la actividad de hidrélisis de ATP
determinada fuera la de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica, sin que se viera
mezclada con la actividad de otras enzimas que hidrolizan ATP y asi poder determinar
confiablemente el efecto de la glucosilceramida sobre la ATPasa de H". Por ello, la actividad se
determind en presencia de inhibidores selectivos.

Al comparar la actividad de las fracciones microsomales obtenidas de plantas deficientes
en glucosilceramidas (GC-A) con la de los controles, efectivamente se observé que la actividad
se incrementaba 1.5 veces comparada con la actividad de plantas silvestres, pero esta
activacion era menor comparada con la observada en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+), en la que
se habia obtenido una activacion de 1.9 veces comparada con la silvestre. Este aumento parcial
en la actividad de hidrélisis de ATP por deficiencia de glucosilceramida, indica que si bien esta
no parece ser la Unica especie de esfingolipidos involucrada en la activacion, la
glucosilceramida tiene un efecto importante en la actividad de la ATPasa de H* de la membrana
plasméatica de plantas. Posiblemente al disminuir la cantidad de glucosilceramida total en la
mutante silenciable inducida, haya una reorganizacién de los lipidos de la membrana
plasmaética, ocasionando un cambio de conformacién de la enzima. Lo anterior implica que en el
caso de la enzima de las plantas silvestres, la glucosilceramida esta ejerciendo un efecto de
control sobre la conformacion de la enzima que la lleva a una actividad moderada. Por
experimentos previos que indicaban que el extremo carboxilo terminal estaba involucrado en el
efecto de aumento de la actividad por alteraciéon en los esfingolipidos en la mutante Atlcb2b
hp/Atich2a (+) [Morales-Cedillo, 2012], este cambio conformacional estaria mediado por la
deficiencia de glucosilceramida. Al respecto, se ha reportado recientemente que la actividad de

la ATPasa de H" del tonoplasto de melanocitos depende de glucosilceramida [van der Poel y
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col., 2011]. En ese trabajo, se establece un vinculo entre el pH, la glucosilceramida y la ATPasa
de tonoplasto, ya que se encontré que en células GMB5 de melanocitos, que no tienen
glucosilceramida sintasa activa, lo que resulta en una falta total de glucosilceramida en la célula,
hay un aumento de pH y una menor actividad de ATPasa de H"* del tonoplasto comparado con
células de melanocitos de tipo silvestre, sugiriendo que la glucosilceramida participa
indirectamente en la biogénesis de melanosomas estimulando la ATPasa de H* del tonoplasto,
posiblemente a través de la unién de la glucosilceramida con la enzima.

Para apoyar la propuesta de que el aumento en la actividad de la ATPasa de H" de la
membrana plasmatica de plantas estaba provocado por un descenso en la cantidad de
glucosilceramida presente en la membrana, se realiz6 un conjunto de experimentos de
reconstitucion, ya que si la membrana plasmatica de la linea GC-A tenia una ATPasa de H" con
una actividad incrementada debido a que estas membranas eran deficientes en
glucosilceramidas, entonces, al serles reconstituidos estos esfingolipidos de manera exégena,
la actividad en las membranas se restauraria a niveles de actividad de una planta silvestre. Los
resultados indicaron que en la linea silvestre, la incubacién con glucosilceramida exégena no
modificé la actividad de la enzima; mientras que en la linea GC-A que es deficiente en
glucosilceramida total, al aumentar la cantidad de este esfingolipido exdgeno afiadido, la
actividad se acerc6 al valor de la linea silvestre (ver Figura 9). Estos resultados apuntan
fuertemente a que el aumento de la actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica
en la linea GC-A, se debe efectivamente a la deficiencia de glucosilceramida presente en la
membrana, por ello, al reconstituir estos esfingolipidos, la linea GC-A recuperd los niveles de
actividad caracteristicos de la linea silvestre, misma que contiene valores normales de
esfingolipidos. Esto se corrobora con lo observado en experimentos anteriores realizados por
Gonzalez-Reyes (2010), en los cuales mostraron que al reconstituir las vesiculas de membrana
plasmatica de plantas adultas de la linea con menor contenido de esfingolipidos totales (Atlcb2b
hp/Aticb2a (+)) con 50 ug de glucosilceramida exdgena, los niveles de actividad de hidrdlisis de
ATP disminuian hasta llegar a los valores de las lineas utilizadas como control. De acuerdo al
analisis exhaustivo de las 40 especies de glucosilceramidas cuantificadas por HPLC-MS-MS, la
glucosilceramida responsable del efecto en la actividad de la ATPasa es la que tiene una BCL
tri-hidroxilada de 18 carbonos con una insaturacion (t18:1) y un acido graso de 22 carbonos (ver
Figura 14), debido a que fue la Unica que resultd disminuida en la linea con mayor actividad de
ATPasa (Atlch2b hp/Atlcb2a (+)) comparada con la linea silvestre. Estas caracteristicas de la
parte hidrofébica de la glucosilceramida identificada son consistentes con lo reportado, ya que
de acuerdo a la literatura, las BCLs de las glucosilceramidas en una planta silvestre de

Arabidopsis estan significativamente enriquecidas en la especie d18:1Acis/trans (usualmente en
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combinacion con &cidos grasos de cadena corta), asi como en la t18:1A8cis [Markham y col.,
2006; Pata y col., 2009; Chen y col., 2012], sugiriendo que este tipo de glucosilceramida podria
estar interaccionando con la ATPasa de H' de la membrana plasmaética, modulando asi su
actividad.

Para investigar si las caracteristicas de la region hidrofobica de la glucosilceramida eran
importantes para mantener a la ATPasa en estados moderados de actividad (en una planta
silvestre), uno de los enfoques fue explorar si solo la parte hidrofébica era capaz de restaurar la
actividad de ATPasa, como lo visto con los experimentos de reconstitucion con la
glucosilceramida completa. La parte hidrofébica de la especie mas abundante de
glucosilceramida en Arabidopsis estd formada por una BCL d18:1 unida a un &cido graso de
cadena corta (16-20 carbonos) [Sullards y col., 2000; Markham and Jaworski, 2007, Chen y col.,
2012]. De acuerdo a lo anterior y a nuestros resultados, se realiz6 la reconstitucion membranal
usando una ceramida exdgena con una BCL d18:1 y un A&cido graso de 16 carbonos y otra
ceramida cuyo acido graso es de 18 carbonos e hidroxilado en la posicién 2. En estos estudios,
se observé que ambas ceramidas no afectaron la actividad de las membranas provenientes de
plantas silvestres y tampoco restaurd la actividad de la ATPasa H* de la membrana plasmatica
de plantas deficientes en glucosilceramidas totales a los niveles de las plantas silvestres como
lo visto con la reconstitucion con glucosilceramida exdégena. Inclusive, la actividad aumenté en
la linea que tiene mayor actividad de ATPasa Atlcb2b hp/Aticb2a (+) con la ceramida de acido
graso de 18 carbonos. Esto indica que la parte hidrofébica de la glucosilceramida formada por
una BCL d18:1 con acidos grasos de cadena corta no esta asociada directamente con el efecto
de mantener la actividad de ATPasa en niveles moderados en las plantas silvestres. Esto
contrasta con lo hallado en la ATPasa de H* de la membrana plasmatica de levadura en la que
esfingolipidos con acidos grasos de cadena muy larga son requeridos para el transito de la
ATPasa de H" desde el reticulo endoplasmico hasta la membrana plasmaética [Gaigg y col.,
2006].

Nuestros resultados sugerian que entonces la glucosilceramida necesita de la parte
hidrofilica para ejercer su efecto en la actividad de ATPasa de H* de la membrana plasmatica
de plantas. Con respecto a las caracteristicas de la ceramidas usadas, se ha sugerido que
esfingolipidos con ceramidas que contienen acidos grasos de 16 carbonos y BCLs di-
hidroxiladas son incapaces de soportar un crecimiento normal de la planta y que estos
esfingolipidos o sus metabolitos no pueden regular la homeostasis de los esfingolipidos, por lo
gue se destaca la importancia de las BCLs tri-hidroxiladas [Chen y col., 2008]. Lo anterior
apoya lo encontrado en la esfingolipidomica, que reveld una disminucién de glucosilceramidas

con BCL tri-hidroxiladas en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+). Por ello, estas especies son
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candidatos importantes para modular la actividad de la ATPasa mediante la interaccion con la
enzima. Es posible que el tercer hidroxilo en la BCL favorezca las interacciones esfingolipido-
ATPasa de H*, siendo estas interacciones de tipo polar, y reforzando asi la idea de que la parte
hidrofilica de la glucosilceramida esté interaccionando con la ATPasa a través de su region del
carboxilo terminal.

Una manera de explorar si la parte hidrofilica de la glucosilceramida es la importante
para modular la actividad de ATPasa, fue determinar el efecto de la modificacion del ambiente
polar de las vesiculas de membrana plasmatica, removiendo carbohidratos por tratamiento con
B-glucosidasa, ya que se ha descrito que los carbohidratos presentes en los esfingolipidos se
encuentran unidos a la ceramida mediante un enlace tipo B [Markham y col., 2006]. De esta
manera investigamos la activacion de la ATPasa por modificacion del ambiente polar de la
membrana. Se observo que tanto en las plantas silvestres como en las de las otras dos lineas
control (Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a sin inducir), la actividad de ATPasa se incrementd un
50% con respecto a la actividad medida en ausencia de B-glucosidasa en cada linea. En
contraste con este comportamiento, en la linea con mayor actividad de ATPasa (Atlch2b
hp/Aticb2a (+)), la actividad de ATPasa no cambi6é, determinada con o sin B-glucosidasa. Al
comparar este aumento encontrado en las tres lineas control con lo observado en la linea con
menor contenido de glucosilceramida total GC-A, el efecto fue muy similar, ya que en todas
hubo un incremento de la actividad de alrededor del 50%, indicando que el ambiente de la
region polar de la bicapa en el que se encuentran residuos glucosidicos y en el que se
encuentra la ATPasa de H' de la membrana plasmatica, influye en su actividad. A este
respecto, se ha reportado que la ATPasa de Ca®* del reticulo sarcoplasmico es regulada por la
asociacion con la proteina integral de membrana fosfolambam o PLB. Esta interaccion es
mantenida en equilibrio por los fosfolipidos neutros [Li y col.,, 2012]. De manera andloga, la
glucosilceramida que es un esfingolipido neutro podria estar manteniendo a la ATPasa en un
equilibrio entre la conformacién activa y la inactiva en una planta silvestre, mediante
interacciones polares entre la region hidrofilica de la glucosilceramida y la regién auto-inhibitoria

del carboxilo terminal de la ATPasa.

1.2 Efecto de las glicosil-inositolfosforil-ceramidas (GIPCs) en la actividad de la

ATPasa de H" de la membrana plasmatica.
En mamiferos se ha reportado que diversos esfingolipidos aniénicos pueden interactuar con

diversas proteinas de membrana, que incluyen a la caveolina-1 y diferentes integrinas [Wang y

col., 2001; Wang y col., 2002; Toledo y col., 2005; Duan y col., 2006]. Lo anterior apoyaria una
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propuesta de que los GIPCs, que son los esfingolipidos anionicos de plantas, también sean
candidatos para interactuar y modular proteinas membranales como la ATPasa de H* de la
membrana plasmaética.

El hecho de que los resultados con la mutante GC-A indicaran que la glucosilceramida
contribuia parcialmente al aumento de actividad de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica, implican que ademas de la glucosilceramida hay otras especies de esfingolipidos
involucradas en la modulacion de la actividad de la ATPasa. Este efecto se evidencié por un
aumento mayor de la actividad de la ATPasa de H* de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a inducida con
metoxifenozida (en la que disminuyen los esfingolipidos totales en la planta), en comparacion
con el efecto de aumento parcial de actividad mostrado por la mutante GC-A. Por tanto los
GIPCs también podrian estar involucrados en el aumento de la actividad de la ATPasa. Esta
posibilidad se robustecié cuando el analisis esfingolipidémico arrojé un resultado de aumento de
la fraccién de GIPCs en las preparaciones membranales de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+).
Para investigar esta posibilidad, se estudi6 el efecto de GIPC en la actividad de la ATPasa.
Debido a la no disponibilidad de una GIPC comercial, se utilizé inositol-fosfoesfingosina (un liso-
derivado de GIPC, al cual le falta la cadena de acido graso en la porcién hidrofébica y a la
porcién hidrofilica le faltan los residuos de carbohidrato). Se encontr6 lo esperado, es decir, en
las membranas provenientes de plantas silvestres, la adicion del liso-derivado de GIPC
aumento la actividad un 22% o sea una activacién de 1.22 veces con respecto a la actividad sin
esfingolipido exdgeno. Sin embargo, en la linea que tiene mayor cantidad de GIPCs en la
membrana plasmatica (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)) comparada con la linea silvestre (ver Figura 13),
se observo que la actividad de la ATPasa de H* no fue afectada por la adicién de inositol-
fosfoesfingosina. Por lo tanto, el aumento en la actividad de hidrolisis de ATP producido por la
inositol-fosfoesfingosina en la linea silvestre, apoya fuertemente la propuesta de que el
incremento de GIPCs en la membrana esta involucrado en el aumento de actividad de hidrélisis
de ATP de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+), e indica que los GIPCs tienen un efecto positivo en la
actividad de hidrélisis de ATP a diferencia de la glucosilceramida que tiene un efecto negativo.

Comparando este efecto con el de los glicerofosfolipidos y en particular con el
fosfatidilinositol que es el que tiene el grupo polar parecido a los GIPCs, se ha reportado que la
ATPasa de levadura se activa o es estimulada por fosfatidilinositol que tiene cadenas
hidrofdbicas insaturadas [Serrano y col., 1988]. Algo similar se observé en preparaciones de
plantulas de rédbano, en las que la ATPasa dependiente de Mg* fue activada por
fosfatidilinositol [Cocucci y Marre, 1984]. Si la Unica similitud estructural entre el glicerolipido
fosfatidilinositol y los GIPCs es que ambos tienen el grupo inositol-fosfato en la parte polar, y

ambos tienen efectos activadores sobre la ATPasa de levadura y de plantas, respectivamente,
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entonces el efecto activador observado en la linea silvestre al adicionar el liso derivado de
GIPCs muy probablemente se debe a la interaccién de la cabeza polar del esfingolipido
exogeno con la region carboxilo terminal de la enzima. Este efecto es lo que probablemente
esta pasando en la linea Atlcb2b hp/Atich2a (+): que el aumento de GIPCs en la membrana
plasmética produce un cambio conformacional de la ATPasa en el cual hay un desplazamiento
de la region del carboxilo terminal debido posiblemente a las interacciones electrostéticas entre
los aminacidos de la regién del carboxilo terminal y el grupo polar de los esfingolipidos
anioénicos (GIPCs). Al respecto, se ha reportado que el centro de reaccion fotosintético de
Thermochromatium tepidum y el citocromo bc; de levaduras adoptan diferentes conformaciones
debido a la interaccién del grupo fosfato de los fosfolipidos con los residuos Lys, Arg o Glu de
esas proteinas, dependiendo esta interaccion del tamafio y la carga del grupo polar del lipido
[Nogi y col., 2000; Lange y col., 2001]. Adicionalmente, se ha sugerido que la region hidrofilica
de los lipidos puede afectar la actividad de proteinas de membrana por cambios en la
concentracion de moléculas cargadas en la superficie de la bicapa [Lee, 2004]. En este sentido,
estudios de la regulacion de la ATPasa de Ca?" del reticulo sarcoplasmico (SERCA por sus
siglas en inglés), a través de la interaccion con la proteina fosfolamban o PLB, indican que el
incremento de lipidos anidnicos producen una mayor inhibicion de SERCA por PLB, debido a
gue los grupos cargados de los lipidos perturban la interaccion electrostatica del dominio
citoplasmico de PLB con la superfie de la membrana [Li y col., 2012].

Se ha reportado que diversos fosfolipidos necesitan tanto de su region hidrofilica como de la
region hidrofébica para ejercer su efecto sobre la actividad de las proteinas de membrana
[Serrano y col. 1988, Kasamo, 1990]. De acuerdo a la esfingolipidémica de la linea que tiene
mayor actividad de ATPasa de H* (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)), hubo un incremento de GIPCs que
contiene una BCL d18:1 y un &cido graso de 16 carbonos en su region hidrofébica, indicando
gue este tipo de ceramidas en los GIPCs podria ser importante para asegurar la activacion de la
ATPasa de H'. Sin embargo, como se mencioné anteriormente en nuestros resultados,
ceramidas con BCL di-hidroxiladas que tienen unido un acido graso de cadena corta no tuvieron
un efecto en la actividad de la ATPasa, descartandose asi la posibilidad de que las ceramidas
de 4cidos grasos de cadena corta de los GIPCs tengan un efecto en la actividad. De acuerdo a
la literatura, la regién hidrofébica de los GIPCs estd formada principalmente por acidos grasos
de cadena muy larga. Es sugerente el hecho de que los GIPCs contengan &cidos grasos de
cadena larga o muy larga [Markham y col., 2006; Chen y col., 2009; Buré y col., 2011], ya que
éstos podrian estar asegurando la activacion de la enzima. Al respecto, se ha reportado que la
lisofosfatidilcolina de cadena larga estimula la actividad de la ATPasa de H* de vesiculas de

membrana plasmética con un alto grado de especificidad, y que la substitucion de la larga
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cadena acilica (mas de 14 carbonos) por una de 10 a 12 carbonos, da como resultado la
pérdida total de la capacidad de activacion [Palmgren y col., 1990; Gomes y col., 1996].
Ademas, hay evidencias en levadura acerca del requerimiento de esfingolipidos con &cidos
grasos de cadena muy larga para el transporte de la ATPasa de H" hasta la membrana
plasmatica [Gaigg y col., 2006; Toulmay y Schneiter, 2007]. Por ello, para explorar la posibilidad
de que el aumento en el nimero de carbonos en la cadena acilica del acido graso favorecia la
activacion de la ATPasa, se realizaron experimentos de reconstitucion usando una ceramida
formada por una BCL d18:1 unida a un &cido graso de 24 carbonos. Se encontr6 que en la
linea silvestre la actividad era estimulada alrededor de un 30% por la adicion de ceramida con
acidos grasos de cadena muy larga, mientras que en la linea que tiene mayor cantidad de
GIPCs en la membrana plasmatica (Atlcb2b hp/Aticb2a (+)) comparada con la linea silvestre, se
observé que la actividad de la ATPasa de H* aumentaba alrededor de un 10%. Esto indica que
esfingolipidos complejos con acidos grasos de cadena larga o muy larga pueden estimular la
actividad de la ATPasa de H*, como es el caso de los GIPCs que son enriquecidos en acidos
grasos de cadena larga [Markham y col., 2006; Buré y col., 2011]. Si bien en nuestros
experimentos de reconstitucion con el liso derivado de GIPC (inositol-fosfoesfingosina) que
carece del &cido graso de cadena larga, hubo una activacién de la ATPasa de H™ en
preparaciones membranales de plantas silvestres, se podria pensar que el esfingolipido
complejo completo produciria una estimulacion mayor en la actividad de la ATPasa, como lo
visto por Serrano y col. (1988) en la actividad de la ATPasa de H" de levadura, la cual es mayor
con fosfatidilinositol que con lisofosfatidilinositol.

Los resultados de nuestros estudios apoyan fuertemente que ambas interacciones
hidrofébicas e hidrofilicas entre GIPCs-ATPasa de H* son importantes para la modulacion de la
actividad de la enzima, asi como lo antes descrito sobre el efecto de glicerolipidos, esteroles y
detergentes en la actividad de la ATPasa. Para estos anfifilos, el efecto depende tanto de su
region hidrofilica como de su porcion hidrofébica [Kasamo y col., 1990; Cooke y col., 1994].
Algo similar se ha encontrado para los esfingolipidos de mamiferos, por ejemplo, la
esfingomielina interacciona directa y especificamente con la proteina membranal p24 y esta
asociacion depende tanto del grupo polar como de la regién hidrofébica del esfingolipido
[Contreras y col., 2012].

Proponemos que, en las vesiculas de membrana plasmatica de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a
(+), el aumento de GIPCs maodifica las interacciones lipido-ATPasa, ocasionando un cambio de
conformacion de la enzima al nivel de los contactos con la region autoinhibitoria del carboxilo
terminal, lo que conlleva al aumento de la actividad de hidrélisis de ATP. Adicionalmente, estos

resultados apuntan a que los GIPCs también se encuentran del lado citosélico de la membrana,
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ya que la region del carboxilo terminal de la enzima se encuentra en esta fase, por lo que para
gue se lleve a cabo la interaccion de la parte polar de los GIPCs con la region del carboxilo
terminal, ambos tendrian que estar por lo menos en el mismo lado de la membrana. Hay pocos
datos disponibles de la localizacién sub-celular de GIPCs, la suposicion es que en general estan
localizados en la membrana plasmatica, pero no hay una evidencia directa de su distribucion
celular y en las membranas vegetales [Sperling y Heinz , 2003 ; Lynch y Dunn, 2004 ; Sperling y
col., 2005 ; Markham y col., 2006 ; Markham y Jaworski y col., 2007 ]. Se ha descrito que la
correcta asociaciéon de la ATPasa de H' a la membrana plasmatica de Saccharomyces
cerevisiae depende de los lipidos que forman parte de las vesiculas generadas en el reticulo
endoplasmico, ya que ellos contribuyen a la determinacién de la orientacion transmembranal de
la proteina y de su subsecuente estabilizacion. Para ello, las interacciones de los dominios
extramembranales de la proteina y los grupos de la cabeza de los lipidos que se encuentran
circundantes al lugar de insercion de la proteina en la membrana son cruciales [Gaigg y col.,
2005; Bogdanov y col., 2009]. Por lo tanto, nuestros datos serian una evidencia importante de la

distribucion de los GIPCs en la membrana plasmatica.

2. Participacion de la proteina 14-3-3 en el mecanismo de aumento de la actividad de
la ATPasa de H' de la membrana plasmatica mediada por cambios en el contenido

de esfingolipidos en la membrana.

Considerando que nuestro trabajo propone al carboxilo terminal de la ATPasa de H* como el
sitio de interaccién con los esfingolipidos membranales y tomando en cuenta que uno de los
mecanismos de regulacion por los que la ATPasa de H™ aumenta su actividad, es mediante la
unién de la proteina 14-3-3 al carboxilo terminal, se exploré la posibilidad de que el aumento en
la actividad mostrada en la linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+) pudiera deberse a una mayor cantidad
de la proteina 14-3-3 asociada a la ATPasa. Para ello, se estimo6 la cantidad de la proteina 14-3-
3 en las preparaciones membranales usadas en este trabajo mediante inmunoréplica. Al inicio
se usO un anticuerpo heterdlogo anti 14-3-3 de la isoforma 3 de humano, por lo que se realizé
un alineamiento de secuencias de aminoacidos entre la proteina 14-3-3 de la isoforma B de
humano contra las diferentes isoformas de la 14-3-3 de Arabidopsis, siendo el porcentaje de
identidad de 60-64% (ver Apéndice 4). Con este anticuerpo, los niveles de la proteina
reguladora 14-3-3 no se vieron afectados por cambios en el contenido de esfingolipidos totales
en la membrana plasmatica, tanto en la linea silvestre como en las tres lineas mutantes
(Atlcb2a-1, Atlcb2b hp/Atlcb2a + metoxifenozida), ya que la cantidad de proteina 14-3-3 resultd

muy similar. Este mismo comportamiento se observé usando un anticuerpo anti 14-3-3 de
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Arabidopsis. Estos resultados indican que la proteina 14-3-3 no esta involucrada en el aumento
de la actividad de la ATPasa de H" provocada por cambios en el contenido de esfingolipidos
complejos especificos en la membrana. Sin embargo, estos resultados deben tomarse con
reserva, ya que Arabidopsis cuenta con 13 isoformas de la proteina 14-3-3, de las cuales 9 se
expresan en hojas y de estas 9, las isoformas GF14mu, GFl4lambda y GF14épsilon se
expresan mayoritariamente [Alsterfjord y col., 2004]. Por lo tanto, si hubiera un aumento
diferencial de una de las isoformas expresadas en hojas, este no podria ser detectado por los
anticuerpos usados para la proteina 14-3-3, pues lo que muestran las inmunoréplicas son todas
las isoformas de las proteinas 14-3-3 presentes en las preparaciones membranales.
Adicionalmente, hay que considerar que la proteina 14-3-3 podria estar asociada a otras
proteinas de la membrana plasmatica [Bunney y col., 2002]. Por tanto, nuestra forma de
detectar la proteina 14-3-3, no permite distinguir cuantas o cuales de las isoformas estaria(n)
unida(s) exclusivamente a la ATPasa de H”.

Dado lo anterior y para obtener una evidencia que nos permitiera mas certidumbre sobre
la posibilidad de que la interaccion de la proteina reguladora 14-3-3 con la region del carboxilo
terminal contribuyera al aumento en la actividad de la ATPasa mediado por los esfingolipidos,
se realizd la estimacién de los niveles de la ATPasa fosforilada en las preparaciones
membranales por inmunoréplica, usando un anticuerpo anti fosfo-treonina/serina, ya que la
fosforilacion del penultimo residuo de la region del carboxilo terminal (Thr948) es la sefial para
que la proteina 14-3-3 se una al carboxilo terminal, aumentando la actividad de la ATPasa de H”
[Lu y col., 1992; Olsson y col., 1995; Janh y col., 1997]. Se pudo advertir que en la linea que
tiene mayor actividad de ATPasa (Atlch2b hp/Aticb2a (+)), los niveles de la proteina fosforilada
fueron mayores con respecto a sus lineas control inmediatas Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a (-)
mientras que al compararla con la linea silvestre, el nivel de proteina fosforilada fue menor en la
linea Atlcb2b hp/Atlcb2a (+). En resumen, no hay una correlaciébn entre los niveles de
fosforilacion y la actividad de la enzima. La diferencia del nivel de proteina fosforilada entre la
linea silvestre y las lineas control Atlch2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (-) est4 en concordancia con
las diferencias encontradas en el contenido de esfingolipidos totales en la membrana
plasméatica de las diferentes lineas, ya que las lineas mutantes tienen mayor contenido de
esfingolipidos en la membrana que la linea silvestre; este aumento de esfingolipidos en la
membrana posiblemente ocasiona un cambio de conformacion de la enzima. Y probablemente
el cambio de esfingolipidos complejos especificos observado en la linea Atlcb2b hp/Atlcb2a (+)
esté provocando un cambio de conformacién adicional o diferente al que sufren las dos lineas
mutantes Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (-), en las que las alteraciones conformacionales no

involucrarian la region del carboxilo terminal, pues en estas dos lineas, el cambio no se traduce
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en un aumento en la activacion de la enzima. Esta interpretacion estd apoyada en trabajos
anteriores en el laboratorio, en los que se detect6 mediante inmunoréplica la remocion de la
region del carboxilo terminal de la ATPasa por protedlisis controlada. Estos resultados revelaron
gue en la linea Atlch2b hp/Aticb2a (+), la protedlisis del carboxilo terminal era mas rapida con
respecto a sus lineas control inmediatas, las Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (-), pero al
compararla con la de la linea silvestre, la protedlisis era mas lenta en la linea Aticb2b hp/Aticb2a
(+). Estos resultados se pueden interpretar en términos de la accesibilidad de la region del
carboxilo terminal de la enzima a la tripsina. Al respecto, se ha sefialado en la literatura que
esta region, compuesta de aproximadamente 100 aminodacidos, es extremadamente movil
[Pedersen y col., 2007] y presenta interacciones complejas de sus sub-regiones con el resto de
la enzima [Morsomme y col., 1998; Axelsen y col., 1999; Speth y col., 2010], manifestandose en
su actividad. Considerando lo anterior, nuestros resultados sugieren que mientras en la enzima
de las plantas silvestres, la region del carboxilo terminal estd muy expuesta, en las mutante
silenciada lo estd menos y en las plantas mutantes controles mucho menos. Esto apoya la
posibilidad de que el aumento en la actividad de hidrélisis de ATP de la linea Atlcb2b hp/Aticb2a
(+) se deba a un cambio diferente en la interaccion de la regién del carboxilo terminal con su
entorno esfingolipidico [Morales-Cedillo, 2012].

Una evidencia adicional que apoya esta interpretacion es la encontrada en el estudio de
los parametros cinéticos de la actividad de hidrdlisis de ATP realizada en fracciones
membranales de las plantas de las tres lineas control y la de la actividad aumentada de
hidrolisis de ATP (con menor contenido de esfingolipidos totales en la planta, y con cambios
diferenciales en niveles de glucosilceramidas y GIPCs). Estas determinaciones revelaron
diferencias en la K, entre la linea silvestre y las lineas controles Atlcb2a-1 y Atlch2b hp/Aticb2a
(), en las que la K, es mayor en la linea silvestre que la de las lineas mutantes, como se
muestra en la Tabla 2 [Gonzalez Reyes, 2010]. Esto explicaria porque la actividad de hidrolisis
de ATP es igual en las lineas control Atlch2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (-) que la de plantas
silvestres, ya que por un lado en las lineas control Atich2a-1 y Atlcb2b hp/Atlcb2a (-) su ATPasa
tienen mayor afinidad por su sustrato (menor K,) pero hay menor cantidad de ATPasa
fosforilada (activa) comparado con las plantas silvestres, y viceversa, la ATPasa de las plantas
silvestres tiene menor afinidad por su sustrato (mayor K.) pero poseen mayor cantidad de
ATPasa fosforilada.

En resumen, con respecto a las plantas silvestres, las plantas mutantes (Atlcb2a-1 y
Atlcb2b hp/Aticb2a + metoxifenozida) presentan menores valores de K., menores niveles de
fosforilacion, una menor accesibilidad del carboxilo terminal a la tripsina y mayores contenidos

de esfingolipidos totales membranales. Esto implica que al aumentar el contenido de
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esfingolipidos totales en la membrana plasmatica, la ATPasa de H® sufre un cambio
conformacional, que se ve reflejado en una mayor afinidad por su sustrato y una conformacion
diferente del carboxilo terminal evidenciada por su estado fosforilado y su accesibilidad a la
protedlisis con respecto a la ATPasa de plantas silvestres. Adicionalmente, en el caso de la
linea Atlch2b hp/Aticb2a (+), hay cambios especificos de ciertos esfingolipidos complejos en la
membrana, que provocan una conformacion diferente a la de las silvestres y las controles
mutantes. Estos cambios se traducen en un aumento de la actividad de hidrélisis de ATP y se
demuestran por un aumento en la V., Y una mayor fosforilacién y accesibilidad del carboxilo

terminal a la tripsina.

Tabla 2. Parametros cinéticos de la ATPasa de la membrana plasmética de las lineas de Arabidopsis

thaliana utilizadas [Gonzélez Reyes, 2010].

Atlcb2b Atlcb2b

Silvestre | Atlcb2a-1 | ) atich2a () | hp/Aticb2a (+)

=

FC_% Km (MM) 2.06+0.26 | 1.07+0.05 | 1.29+0.11 1.23+0.1
=

@

g |v

< ma o o4 4, | 1685+7.7 [ 130.1+1.8 | 223.2+6.0 315.9+9.2
© (nmol Pi min~"mg™)

=

3. Modelo de la interaccion esfingolipido-ATPasa de H* de la membrana plasmatica

de Arabidopsis.

Los resultados obtenidos en esta tesis indican que la funcionalidad de la ATPasa de H*
de la membrana plasmatica requiere de una alta especificidad en el tipo de lipidos circundantes,
en especial de esfingolipidos que resultan criticos en ciertas regiones especificas de la proteina
como el carboxilo terminal. Los datos con la mutante silenciada indican que cuando hay una
disminucioén de glucosilceramidas o un aumento de GIPCs se favorece una conformacioén que
se refleja en un aumento en la actividad. Estos cambios en conformacién podrian ser
reversibles e inducidos por condiciones inducidas in vivo. Lo anterior se ve apoyado por el
hecho de que la alta movilidad de la regién del carboxilo terminal ha impedido su resolucion en

el andlisis cristalografico de la enzima [Pedersen y col., 2007].
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En la Figura 32 se presenta un modelo que trata de describir e interpretar los resultados
obtenidos en esta tesis. En €l se propone que los esfingolipidos membranales estan en contacto
directo con la ATPasa de H* y que esta interaccion tiene influencia en la conformacion de la
enzima, de tal manera que cuando hay niveles de esfingolipidos normales (100%) la enzima se
mantiene en un estado de actividad “moderada” o bien esta en equilibrio entre la forma inactiva
y la activa, y cuando hay un cambio en el contenido de esfingolipidos complejos especificos, la
enzima toma otra conformacioén diferente. Esta transicion en estados conformacionales estaria
mediada por un cambio en la interaccién de la region polar membranal de esfingolipidos
adyacentes a la enzima con el dominio auto-inhibitorio de la regién del carboxilo terminal, lo cual
tendria una repercusién con el sitio catalitico. En este contexto, los esfingolipidos podrian ser
fundamentales en la expresion de la capacidad catalitica de la enzima, constituyendo factores
importantes en su regulacion.

Este modelo fue construido basado en la estructura cristalografica de la isoforma 2 de la
ATPasa de H" de la membrana plasmatica de Arabidopsis thaliana (AHA2) disponible en el
Protein Data Bank (PDB ID: 3b8c; Pedersen y col., 2007] y la galactosilceramida (PDB ID: 3sdx,
Pellici y col., 2011]. En él se muestra la interaccion de la parte hidrofilica del esfingolipido con
motivos especificos de la region del carboxilo terminal de la ATPasa de H* de la membrana
plasmética, ya que se ha encontrado en diversas proteinas solubles un motivo denominado
dominio de union a esfingolipidos (SBD por sus siglas en inglés), que es una estructura de
horquilla (a-hélice-giro-a-hélice), en la cual el giro contiene un minimo de un residuo aromatico
gue es critico para la interaccion con el carbohidrato del esfingolipido [Fantini, 2003]. Al buscar
caracteristicas de estos motivos en la region del carboxilo de la enzima, se encontraron posibles
SBDs. Con respecto a la interaccion por GIPCs, el modelo seria muy similar, solo se requeriria
de interacciones adicionales complementarias, especialmente de residuos de aminoacidos
basicos (Arg y Lys) del SBD (Ver Figura 32B) para estabilizar el complejo GIPC-ATPasa a
través de uniones electrostaticas adecuadas entre la carga negativa del grupo fosfato del GIPC
y residuos cargados o polares de la enzima. Obviamente, los aminoacidos aromaticos del SBD
interactuarian con las unidades de azucares del GIPC, ya que se ha sugerido que la parte
alifatica de la Lys y Arg interactian con el nucleo hidrofébico de la membrana, mientras que la
carga positiva estd localizada en la parte polar, en donde puede interactuar con la carga
negativa del grupo fosfato del lipido, en este caso del GIPC [Fantini, 2003].

Basados en lo anterior, en la Figura 32A se muestran dos posibles modelos de
interaccion entre los posibles dominios de union a esfingolipidos del carboxilo terminal con la
parte hidrofilica de la galactosilceramida (glucosilceramida en plantas). Estos dos modelos se

obtuvieron por el procedimiento de docking, el cual inicialmente arrojo 6 modelos, de los cuales
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4 fueron desechados por ser inviables. Los dos modelos finales presentaron dos caracteristicas
fundamentales: en uno, la region del carboxilo terminal se halla proximo al sitio catalitico
(Modelo 1) y en el otro esta cercano a la membrana (Modelo 2). Ambos modelos podrian
corresponder a estados diferentes dados por la gran movilidad de esta regién y por ello
corresponder a intermediarios conformacionales de la ATPasa que podrian estar en equilibrio
en una planta silvestre.

Adicionalmente se ha sugerido que la funcién inhibitoria del dominio carboxilo terminal
de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica esta mediada por dos regiones (regiones |y II)
gue interactian con dominios citoplasmicos esenciales para el ciclo catalitico. Las mutaciones
dentro de estas regiones abaten el efecto inhibidor de la region carboxilo terminal, tanto en
Arabidopsis [Baunsgaard y col, 1996; Axelsen y col, 1999] como en Nicotiana
plumbaginifolia [Morsomme y col., 1996; Morsomme y col., 1998]. Ademas, estudios de la
region del carboxilo terminal de la isoforma PMA2 de la ATPasa de H' de Nicotiana
plumbaginifolia indican que son tres regiones las que actdan directamente como auto-
inhibitorias (regiones A, B y C), dos regiones que unen hélices predichas dentro del dominio
carboxilo terminal (regiones Ay B), y una regién que consta de los ultimos 30 aminoacidos del
carboxilo terminal (region C), sugiriéendose que las regiones | y Il no inhiben a PMA2 de una
manera directa, sino mas bien tienen un impacto en la conformacion global del dominio
carboxilo terminal, ya que la funcién inhibidora de las regiones A y B puede ser parcialmente
revertida por la adicion de las regiones | y ll, indicando que estas Ultimas regiones tienen un
impacto en la conformacién del dominio carboxilo terminal [Speth y col., 2010]. Esto sugiere que
la inhibiciébn de la ATPasa por su dominio carboxilo terminal puede ocurrir de una manera
progresiva y compleja. Como se puede observar en la Figura 32B, las regiones A y B forman
parte de los posibles SBD del C-terminal de la ATPasa, sugiriendo que estas regiones son las
que estan involucradas en la interaccion esfingolipido- ATPasa de H”.

Este modelo apoyaria los recientes estudios que ubican a la ATPasa de H® en
microdominios membranales enriquecidos en esfingolipidos y esteroles, sugiriendo que una de
las razones por la que esta enzima migra de la membrana a estos microdominios es para
aumentar su nivel de actividad catalitica. De cualquier forma, el hecho de que los esfingolipidos
membranales estuvieran promoviendo un rigido control sobre la actividad de la enzima, les da
enorme valor en términos fisioldgicos.

Este control del ambiente lipidico sobre la ATPasa podria tener implicaciones en
términos fisiolégicos en la planta, como en el caso de la respuesta a estrés por frio. En la
actualidad, se conoce muy poco sobre los eventos tempranos de la deteccion de la temperatura

por las plantas, asi como de los mecanismos moleculares para contender con los cambios en la
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temperatura. Sin embargo, se ha sefialado a la membrana plasmética como la base de la
percepcion de la temperatura por su funcién en la fisiologia celular, sus propiedades dindmicas,
y al hecho de que se han reportado estudios examinando la composicion lipidica de la
membrana plasmatica en relacion a la aclimatacion al frio. En ellos, se ha encontrado una serie
de cambios en la composicion lipidica de la membrana plasmatica [Steponkus and Lynch, 1989;
Uemura y col., 1995]. Estudios en Arabidopsis thaliana han demostrado que la aclimatacion al
frio resulta en un aumento de la proporcion de fosfolipidos totales, con cambios pequefios en
cada clase de fosfolipido y un aumento en la proporcién de especies di-insaturadas de
fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, mientras que las proporciones de esfingolipidos, asi
como la de esteroles libres disminuyen, entre ellos la glucosilceramida [Uemura y col., 1995;
Minami y col.,, 2009]. Uno de los componentes importantes de la aclimatacion es el
mantenimiento de la homeostasis ibnica y que esta regulada por proteinas de la membrana
plasmatica, como la ATPasa de H". Al respecto se ha reportado que la actividad de la ATPasa
de H' de la membrana plasmatica de centeno, pepino, camelina y de uvas se ve afectada por
aclimatacion al frio [White y col., 1990; Zhang y col., 2005; Janicka-Russak y col., 2012; Kim y
col., 2013]. Estudios preliminares en nuestro laboratorio han encontrado que la actividad de la
ATPasa de H' de la membrana plasmatica de plantas silvestres disminuye después de la
aclimatacion al frio, condicibn en la que Uemura y col. (1995) y Minami y col. (2009)
encontraron una disminucién de esfingolipidos en la membrana plasmatica de Arabidopsis. Es
posible, que en este caso también opere un mecanismo semejante de regulacién de la actividad

de la enzima como el que se describe en esta tesis.
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A Estructura de Pedersen Modelo 1 Modelo 2
)
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Figura 32. Modelo del modo de acciéon de los esfingolipidos sobre la ATPasa de H® de la
membrana plasmatica en Arabidopsis thaliana, en el cual estéd involucrada la region del carboxilo
terminal en la activacién de la enzima por cambios especificos de esfingolipidos complejos. A)
Modelos basado en la estructura cristalogréafica de la isoforma 2 de la ATPasa de H* de la membrana
plasmatica de Arabidopsis thaliana (AHA2) (Pedersen y col., 2007) y la galactosilceramida (Pellici y col.,
2011) en los cuales se muestra la interaccion de la parte polar del esfingolipido con los residuos
arométicos de los posibles SBD de la region del carboxilo terminal de la ATPasa. B) Regiones del
carboxilo terminal de la ATPasa (Modificada de Speth y col., 2010). Se denotan con (*) los residuos
basicos Lys y Arg y con un (+) a los residuos arométicos, que se encuentran en los posibles SBD. En la
parte inferior de la Figura 32B se muestran las hélices predichas en la region del carboxilo terminal de la
ATPasa.

RELEVANCIA DE ESTE TRABAJO

A continuacion se enlistan las contribuciones relevantes obtenidas en este trabajo:
> La funcionalidad de la ATPasa de H* de la membrana plasmética es afectada por la parte
polar de esfingolipidos especificos que alteran la actividad de la enzima a través de un
contacto con el carboxilo terminal de la enzima.
» [Este mecanismo es independiente de la interaccién de la proteina 14-3-3 con la region auto-

inhibitoria del carboxilo terminal de la ATPasa.
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La glucosilceramida tiene un papel importante sobre la actividad de la ATPasa de H* de la
membrana plasmatica, manteniendo a la ATPasa en una conformacion de actividad moderada
en una planta silvestre, mediante interacciones polares entre la region hidrofilica de la
glucosilceramida y la region auto-inhibitoria carboxilo terminal de la ATPasa.

Los GIPCs tienen un efecto positivo en la actividad de la ATPasa, y ambas interacciones
hidrofébicas e hidrofilicas entre GIPCs-ATPasa de H* son importantes para la modulacion de
la actividad de la enzima.

Este trabajo da informacion sobre la importancia funcional de los grupos de la parte polar de
esfingolipidos complejos con regiones citosdlicas de la ATPasa.

Los GIPCs tienen la funcién de dar estabilidad e integridad a la membrana plasmatica, lo cual
explica en parte su abundancia en las plantas.

Los datos de reconstitucion con ceramidas con acidos grasos de cadena larga destacan la
importancia que tienen los esfingolipidos con acidos de cadena larga o muy larga indicando
que esfingolipidos con estas caracteristicas pueden estimular la actividad de la ATPasa de H”,
como es el caso de los GIPCs que son enriquecidos en acidos grasos de cadena larga.

Se aporta una evidencia importante de la distribucion de los GIPCs en la membrana
plasmatica, ya que apuntan que los GIPCs también se encuentran del lado citosélico de la
membrana, ya que la regién del carboxilo terminal de la enzima se encuentra en esta fase, por
lo que para que se lleve a cabo la interaccion de la parte polar de los GIPCs con la regién del
carboxilo terminal, ambos tendrian que estar por lo menos en el mismo lado de la membrana.
El analisis lipidomico de las vesiculas de membrana plasmatica de plantas silvestres y de las
lineas mutantes Atlcb2a-1 y Atlcb2b hp/Atich2a + metoxifenozida serian el primer reporte
detallado de la composicion y cuantificacion de esfingolipidos de la membrana plasmatica.

En condiciones limitantes de sintesis de esfingolipidos, las plantas compensan sus
membranas con esfingolipidos, revelando que estos lipidos son esenciales para el
funcionamiento de la membrana plasmatica, lo cual pone de manifiesto la relevancia que tiene

la sintesis de esfingolipidos en la homeostasis celular.
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CONCLUSIONES

Estos resultados indican que los esfingolipidos de la membrana plasmatica son
importantes moduladores de la actividad de la ATPasa de H*. La glucosilceramida regula
negativamente la actividad de la ATPasa de H* a través de la interaccién de su region polar con
la region del carboxilo terminal de la ATPasa. Mientras que los GIPCs regulan positivamente la
actividad de la ATPasa de H"y posiblemente lo hacen también a través de la interaccion de su
region polar con la regién del carboxilo terminal de la ATPasa. El aumento de actividad de la
ATPasa mediado por alteracion en los niveles de esfingolipidos especificos, no involucra la

interaccion de la proteina reguladora 14-3-3 con la regién del carboxilo terminal.
En resumen, los esfingolipidos de la membrana plasmatica estan involucrados en el

control de la actividad catalitica de la ATPasa de H*. Esta regulacion involucra la interaccion de

la regién del carboxilo terminal de la enzima y la parte polar de los esfingolipidos complejos.
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PERSPECTIVAS

Determinar el contenido y composicion de los esfingolipidos complejos de las fracciones
microsomales de plantas adultas de la linea GC-A para identificar qué esfingolipidos
modificaron sus niveles y provocaron el cambio de actividad de la ATPasa en esta linea
mutante y asi corroborar el papel importante que tienen los esfingolipidos especificos
enddgenos en la interacciéon con la ATPasa.

Realizar la caracterizacion de la linea mutante sld1/sld2 de Arabidopsis, que tiene una
disminucion de un 50% de glucosilceramidas y un aumento proporcional de GIPCs [Chen y col.,
2012] para corroborar que cambios especificos de ciertos esfingolipidos complejos en la
membrana (aumento de GIPCs y a una disminucién de glucosilceramidas) provocan una
conformacion diferente de la ATPasa a la de plantas silvestres. Confirmar si estos cambios se
traducen en un aumento de la actividad de hidrélisis de ATP y un aumento en la Vi, Y cambios
en la fosforilacion y accesibilidad del carboxilo terminal a la tripsina como lo observado en la
linea Atlcb2b hp/Aticb2a (+).

Explorar la interaccion de la ATPasa de H® con esfingolipidos fluorescentes para

confirmar y/o visualizar de una manera mas directa la interaccion esfingolipido-ATPasa.

Investigar si una mayor actividad de ATPasa de H" mediada por alteracién en los niveles
de esfingolipidos especificos enddégenos en la membrana plasmatica de la linea Atlcb2b
hp/Atich2a (+) provoca una mayor apertura estomatica y esta situacion favorece una mayor
invasion de patdégenos en los tejidos internos de las plantas. Lo anterior es una forma de
corroborar la significancia fisioldgica que tiene la regulaciéon de la ATPasa de H® por

esfingolipidos.
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Apéndice 1
Reactivos especiales

B-glucosidasa: Sigma Chemicals, Co., St. Louis Missouri. PM. 135 kDa. No. Cat. G0395.
Concentracion final utilizada 0.3 mg/mL, disuelta en buffer MES- NaCl ambos a 10 mM a pH =
6.5. Se almaceno a -20°C.

a-glucosidasa: Sigma Chemicals, Co., St. Louis Missouri. PM 68.5 kDa. No. Cat. GO660.
Concentracion final utilizada 0.03 mg/mL, disuelta en buffer MES- NaCl ambos a 10 mM a pH
= 6.5. Se almaceno a -20°C.

B-galactosidasa: Sigma Chemicals, Co., St. Louis Missouri. PM 464 kDa No. Cat. G5160.
Concentracién final utilizada 0.075 mg/mL, disuelta en buffer MES- NaCl ambos a 0.01 M a pH
= 6.5. Se almacené a -20°C.

GC: Glucocerebrésido (soya 98%). Glucosilceramida. Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster,
Alabama. PM. 714.04 g/mol. No. Cat. 1522. Se disolvié en Cloroformo:Metanol (2:1, v:v). Se
almacend a -20°C.

GLC: Ceramida B-D-galactésido, galactocerebrésido de bovino. Mezcla de Tipo | (Contiene a-
acidos grasos hidroxilados) y Tipo Il (contiene a-acidos grasos no hidroxilados). Sigma
Chemicals, Co., St. Louis Missouri. P.M. 812.26 g/mol. Se disolvi6 en metanol absoluto. Se

almaceno a - 20 °C.

Ceramida hidroxilada. Matreya LLC, St. Pleasant Gap. F.M. C36H71NO4 (2-hidroxiesteroil), PM.

582 g/mol. No. Cat. 1323. Se disolvié en Cloroformo:Metanol (2:1, v:v). Se almacené a -20°C.

Ceramida C16: 2-R-hidroxipalmitoil-D-eritro-esfingosina. Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster,
Alabama. PM. 553.9 g/mol. No. Cat. 860815. Se disolvi6 en Cloroformo:Metanol (2:1, v:v). Se
almaceno a -20°C

Inosil-fosfoesfingosina (FE). D-eritro-esfingosil fosfoinositol. Avanti Polar Lipids, Inc., Alabaster,
Alabama. PM. 541.6 g/mol. No. Cat. 860616P. Se disolvi6 en DMSO a 60°C con sonicacién. Se
almaceno a -20°C.

Esfingomielina (cérebro bovino 99%). Contiene principalmente como acidos grasos al 4cido
estedrico y al nervénico. Sigma Chemicals, Co., St Louis Missouri. No. Cat. S7004. Se disolvi6é

en Cloroformo:Metanol (2:1, v:v). Se almacené a -20°C.
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Apéndice 2

Amortiguador de homogeneizacion

620 mM sorbitol

50 mM Hepes/BTP (Bis-Tris propano) pH = 7.8

15 mM &cido ascorbico

3 mM EDTA

1 mM KCI

0.8% polivinilpirrolidona

0.2% BSA

AL momento de usar, agregar al amortiguador de homogenizacion:
Ditiotreitol (DTT) en una relacion: 16 pL/ 5 mL de amortiguador
Cocktail de inhibidores de proteasas en una relacion: 115 uL/ 5 mL de amortiguador
B-Mercaptoetanol em una relacion: 4.9 uL/ 5 mL de amortiguador
Cocktail de inhibidores de proteasas.

0.01 mM Quimostatina

0.01 mM Leupeptina

0.1 mM Fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF)

0.1 mM Na-Tosil-Lys-clorometilcetona (TLCK-HCI)

0.1 mM Na-Tosil-Phe-clorometilcetona (TPCK-HCI)

3 mM EDTA-Na,

Amortiguador de ajuste de peso

620 mM Sorbitol

5 mM KH,PO, (pH = 7.8)

1 mM Ditiotreitol

0.1 mM EDTA

Reactivos para TLC

Fase Movil

69.15 mL de CHCl;

26.6 mL CH3;0OH

4.2 mL de NH,OH2 M

Solucién de revelado

Sulfato de cobre pentahidratado 15.6 gy 9.4 ml de Acido fosférico 85% en agua (w/v), aforar a
100 ml con H,0O destilada.
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Apéndice 3

Soluciones y condiciones para la inmunodeteccion de proteinas en membranas de PVDF.

A. Disolucion amortiguadora de transferencia para Réplica en Western.
a) 15 ml de una solucion 1 M de amortiguador de fosfatos a pH 6.8 (se prepara
tomando 7.5 mL de 1 M de Na ,HPO,y 7.5 mL de 1M de NaH,PO ,)
b) 200 mL de metanol reactivo analitico
c) 2.5 mL de una solucién 20% de SDS
Aforar todo lo anterior a 1 L con H,O bidestilada
B. Amortiguador pH 9.5 (PBS)
a) 12.1 g/L Trizma base
b) 5.8 g/L de NaCl
c) 1.0 g/L de MgCl,
Ajustar a pH 9.5

C. Disoluciéon amortiguadora PBS con Tween 20 (PBS -Tween)

Tabla 3. Condiciones para las incubaciones y revelado de las réplicas en Western

Tipo de anticuerpo Solucion Anticuerpo y Solucién del segundo
utilizado Bloqueadora co_nd|C|on(_a§ de anticuerpo y
incubacion condiciones de
incubacion
14-3-3 isoforma 3 de 2% L*en 1:1000 Fosfatasa alcalina 1:1000
humano PBS-Tween en 2% L* en PBS-Tween.

% | * -
2% L*en PBS-Tween - recipiente a t. amb.

En una bolsita at. amb. durante 5 h
Durante toda la noche

14-3-3 de 2% L*en 1:1000 Fosfatasa alcalina 1:1000
Arabidopsis PBS-Tween 2% L* en PBS-Tween en 2% L* en PBS-Tween
En una bolsita a t. amb. En recipiente a t. amb.
durante toda la noche durante 2 h
Fosfo-treonina/serina 1:1000 Fosfatasa alcalina 1:1000
5% L en 2% L** en PBS-Tween en 2% L** en PBS-Tween
PBS-Tween** en una bolsita. Durante en recipiente a t. amb.
toda la noche a 4°C durante 2 h
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ATPasa de H* de 2% L* en PBS 1:1000 Fosfatasa alcalina 1:1000
Arabidopsis thaliana 2% L* en PBS en 2% L* en PBS-Tween
(Agrisera) En una bolsita a t. amb. en recipiente a t. amb.
Durante toda la noche durante 2 h

* Leche descremada Svelty
** Blot-Quickblocker

D. Solucion patron de NBT para desarrollar color.
a) Preparar 1 mL de 70% de dimetilformamida (0.7 mL de DMF mas 0.3 mL de agua
bidestilada.
b) Disolver 30 mg de NBT en la disolucion de 70% de DMF. Guardar a 4 °C en un
envase protegido de la luz, siendo estable por 2 meses.
E. Solucion patron de BCIP para desarrollar color.
a) Disolver 15 mg de BCIP en 1 mL de dimetilformamida. Guardar a 4 °C en un
envase protegido de la luz, siendo estable por 2 meses.
F. Mezcla para desarrollar color.
a) Se prepara justo antes de ser usada.
Afadir 100 uL de solucion de NBT y 100 uL de solucion BCIP por cada 10 mL de disolucion
amortiguadora pH 9.5 (PBS).

Apéndice 4

Tabla 4. BLAST de la proteina 14-3-3 de la isoforma 8 de humano con las diferentes isoformas

14-3-3 GF14 Kappa 308 AE 63% 28.03
14-3-3 GF14 omega 308 7E1% 64% 29.16
14-3-3 GF14 chi 307 2E1% 64% 29.32
14-3-3 GF14 psi 304 3% 64% 28.60
14-3-3 GF14 lambda 302 6E"% 60% 27.98
14-3-3 GF14 nu 298 g™ 63% 29.82
14-3-3 GF14 phi 298 1E 63% 30.19
14-3-3 GF14 iota 296 AET 61% 30.55
14-3-3 GF14 mu 294 3™ 59% 29.52
14-3-3 GF14 epsilon 289 2E”’ 59% 28.90
14-3-3 GF14 upsilon 283 4E% 60% 30.18
14-3-3 GF 14 omicron 28.78

* Las isoformas marcadas en negritas son las que se expresan mas en hojas
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Tabla 5. Analisis exhaustivo de glucosilceramidas de las vesiculas de membrana plasmatica de las diferentes lineas de Arabidopsis

thaliana cuantificadas por HPLC-ESI MS/MS. Se muestra el contenido de glucosilceramida de acuerdo a las 4 tipos de BCL y los 10 tipos

de acidos grasos analizados en este trabajo, obteniéndose como resultado la cuantificacion de 40 especies de glucosilceramidas. Los

valores son el promedio de 6 determinaciones independientes de dos muestras diferentes de cada linea.

BCL | Acido graso
! — 16:0 18:0 20:0 20:1 22:0 22:1 24:0 24:1 26:0 26:1 TOTAL
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Silvestre (wt)
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
Atlcb2a-1
d18:0 Atlcb2b 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
hp/Aticb2a (-)
Atlcb2b 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
hp/Aticb2a (+)
337.96 0.00 0.00 0.00 8.88 0.00 21.87 53.16 4.74 3.45 429.26
Silvestre (wt)
350.48 0.00 0.00 0.00 6.42 0.00 15.92 56.08 4.41 5.68 432.64
d18:1 Atlcb2a-1
' Atlcb2b 295.80 0.00 0.00 0.00 6.06 0.00 16.06 46.00 5.15 4.75 360.02
hp/Aticb2a (-)
Atlcb2b 328.21 0.00 0.00 0.00 6.60 0.00 21.11 56.10 6.63 5.77 421.67
hp/Aticb2a (+)
2.85 0.00 0.00 0.00 0.90 0.00 2.52 5.93 0.00 0.00 9.09
Silvestre (wt)
4.25 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 4.01 1.83 0.15 0.00 7.94
Atlcb2a-1
118:0
Atlcb2b 2.52 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.75 4.83 0.00 0.00 9.55

hp/Aticb2a (-)
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Atlcb2b 3.30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 2.78 5.38 0.00 0.00 11.46
hp/Aticb2a (+)

188.46 5.11 13.88 0.00 127.99 1.36 509.64 | 931.54 | 139.78 96.08 | 2013.16
Silvestre (wt)

205.86 5.24 11.70 0.00 114.86 0.00 407.16 | 1099.80 | 132.45 | 119.53 | 2089.87
Atlcb2a-1

t18:1

Atlcb2b 158.12 3.91 11.56 0.00 107.22 0.00 355.94 | 840.18 128.51 87.60 1650.87
hp/Aticb2a (-)
Atlcb2b 172.24 4.38 9.84 0.00 99.61 0.00 399.00 | 942.75 145.13 96.58 1869.05
hp/Aticb2a (+)

529.27 5.11 13.88 0.00 137.62 1.36 534.03 | 987.66 | 143.73 99.53 | 2451.51
Silvestre (wt)

550.88 5.24 11.70 0.00 120.21 0.00 42243 | 1156.80 | 136.27 | 123.31 | 2529.13
Atlcb2a-1

Total

Atlcb2b 456.02 3.91 11.56 0.00 111.79 0.00 371.15 | 88254 | 132.80 90.77 | 2016.84
hp/Aticb2a (-)
Atlcb2b 503.75 4.38 9.84 0.00 105.47 0.00 422.88 | 1004.23 | 151.03 101.07 | 2303.60
hp/Aticb2a (+)

* Los valores marcados en negritas son los que hubo una diferencia estadisticamente significativa en la linea Atlcb2b hp/Atlcb2a (+) con

respecto a los controles (silvestre, Atlch2a-1 y Atlcb2b hp/Aticb2a (-)).
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