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g RESUMEN

. RESUMEN

El complejo SnRK1 tiene una participacién muy importante en la regulacion del balance
energético y metabdlico. Esta familia de proteinas con actividad de cinasa, altamente
conservada en eucariontes, existe en forma de complejos heterotriméricos que comprenden
una subunidad catalitica a y dos subunidades reguladoras B y y. Estructuralmente, las
subunidades reguladoras B contienen un dominio denominado GBD (Glycogen Binding
Domain en animales y SBD, Starch Binding Domain en plantas). Este dominio, presente
también en las subunidades B de mamiferos, provoca la asociacién del complejo con la
molécula de glucogeno. En Arabidopsis thaliana existen dos isoformas de la subunidad B,
AKINB1 y AKINB2 que conservan el SBD aunque no existe informacion sobre su asociacion

con la molécula de almidén.

En los resultados del presente trabajo se demostrd que la subunidad AKINB2 se une in vitro
a granulos de almiddn, aunque es dependiente del pH del medio, es decir la unién
disminuye cuando el pH se torna basico. La interaccion también se evalué empleando
granulos de almidon extraidos de diferentes fuentes vegetales y una mezcla comercial de
amilosa-amilopectina, donde se comprobd que la unién se realiza con diferente afinidad,

dependiendo del grado de ramificacion del polisacarido.

Adicionalmente, como primer acercamiento para esclarecer su importancia fisiolégica, y
debido a que la funcion del complejo esta relacionada con su localizacion subcelular, se
determind mediante ensayos inmunohistoquimicos que la subunidad AKINB2 no tiene
acceso al almidon almacenado en el interior de los cloroplastos, ya que se localizd
mayoritariamente en el citoplasma de las células de hoja de A. thaliana. La comprobacion
bioquimica de estos resultados se realizé con la extraccion de cloroplastos y la identificacion
con un anticuerpo especifico de la subunidad AKINB2, donde se pudo determinar que la

proteina se localiza asociada a la membrana externa de los cloroplastos.

En conjunto, estos resultados demuestran la interaccion in vitro entre la subunidad AKINB2
con los granulos de almidén, aunque esta subunidad reguladora no tiene acceso al almidon

almacenado en el interior de los cloroplastos.
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Il. INTRODUCCION

1. Estrés energético y senalizaciéon

Todos los seres vivos que habitan la Tierra se han adaptado a diversos ambientes en los
que pueden crecer y desarrollarse. Si alguna de estas condiciones cambia o se modifica,
los organismos deben hacerle frente con modificaciones fisiolégicas, metabdlicas o
moleculares que eviten cualquier alteracion en su crecimiento, desarrollo y longevidad. Es
por esta razén que mantener la homeostasis metabdlica y energética es una necesidad
primordial pero también un reto para cualquier organismo. Las variaciones en el estado
energético son inherentes a la vida. En especial las plantas, debido a su condiciéon de
organismos sésiles, detectan variaciones en las condiciones medioambientales y generan
respuestas rapidamente que les permiten continuar con su desarrollo (Baena-Gonzalez &
Sheen, 2008).

Fluctuaciones en algunas condiciones como la disminucién de la tasa fotosintética o
respiratoria, alteraciones en el ciclo normal dia-noche, periodos prolongados de oscuridad
e inanicién de nutrientes estdn comunmente relacionados con estrés. Las consecuencias
de estos cambios incluyen el cese inmediato del crecimiento normal, la activacion de rutas
catabdlicas para abastecer con nutrientes, metabolitos o fuentes de energia alternativa a
las células y un decaimiento en la actividad biosintética con la finalidad de conservar energia
(Baena-Gonzalez, Rolland, Thevelein, & Sheen, 2007). Lo anterior sugiere que multiples
tipos de estrés conducen a cambios en los niveles energéticos y a respuestas celulares
para mantener la homeostasis. Datos experimentales indican que estas respuestas se dan
a través de la reprogramacién transcripcional. Inicialmente, la informacién obtenida,
produjo la idea de que muchas de estas respuestas se generaban a partir de la expresién
de unos cuantos genes que se inducian en ausencia de azucares o periodos prologados de
obscuridad. Actualmente se conoce que la reprogramacion transcripcional involucra miles
de genes que se expresan o reprimen independientemente del estrés y que generan

respuestas especificas (Baena-Gonzalez et al., 2007).
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Figura 1. Estrés y deficiencia energética. Estados ambientales como periodos de obscuridad
prolongada o la inanicion de nutrientes asi como otros tipos de estrés estan relacionados con la deficiencia
energética. Las plantas, como mecanismo para controlar este déficit desarrollaron el complejo
heterotrimérico SnRK1 que realiza la reprogramacion de la transcipcion de genes que se reprimen o

inducen bajo condiciones de estrés. (Tomado de Baena-Gonzalez et al., 2008).

Coordinando esta reprogramaciéon génica, se encuentra un complejo enzimatico con
actividad de cinasa denominado SnRK1 (Sucrose non-fermenting related kinase 1), que
regula especificamente factores de transcripcion (Figura 1). Ademas de esta actividad,
muchos procesos metabdlicos son controlados a través de la fosforilacion e inhibicion de

enzimas metabdlicas.
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2. La familia SNF1/AMPK/SnRK1

Las proteinas cinasas SnRK1 de plantas son consideradas reguladores globales que
controlan procesos para conservar energia y para la movilizacién de reservas (Ghillebert
et al., 2011). Forma parte de una familia de proteinas altamente conservada en eucariontes
en la que se incluye también a las SNF1 (Sucrose non-fermenting 1) de levaduras y las
AMPK (AMP-activated kinase) de mamiferos.

En Saccharomyces cerevisiae, el gen de la proteina SNF1 fue descubierto gracias a una
serie de mutaciones que imposibilitaban el crecimiento celular en sacarosa o fuentes de
carbono no fermentables, razén de su nombre en inglés (sucrose non-fermenting). Esta
proteina, es necesaria para la adaptacién a medios de crecimiento con limitacion de
glucosa, provocando que las células sean capaces de metabolizar fuentes alternativas de

carbono como sacarosa, etanol y glicerol (Celenza & Carlson, 1986).

El ortdlogo en mamiferos es la AMPK. Este complejo proteinico originalmente fue
identificado como una proteina cinasa que era activada alostéricamente por AMP y
fosforilaba enzimas relacionadas con la sintesis de lipidos (Hardie, 2007). Es considerada
el centro de control metabdlico ya que se activa bajo condiciones que incrementan el indice
AMP:ATP, incluyendo deficiencia de glucosa, inanicién de nutrimentos, hipoxia, estrés
oxidativo y actividad fisica extenuante. Una vez activa, la proteina implementa un sistema
de ahorro energético a través de la regulacion directa de enzimas involucradas en procesos
catabolicos que permitan obtener energia como la glucdlisis y la B-oxidacion, mientras que
limita los procesos biosintéticos, que requieren energia, como la sintesis de proteinas,
esteroles y acidos grasos (Hardie, 2007; Steinberg & Kemp, 2009). La AMPK es muy
importante en la regulacion de procesos metabdlicos que permitan obtener energia en
forma de ATP. Bajo condiciones normales de crecimiento el consumo de ATP es alto pero
los procesos catabdlicos mantienen los niveles de ATP:ADP y en consecuencia el indice
AMP:ATP tiene un valor bajo. Cuando las células se encuentran bajo condiciones
metabodlicamente estresantes, el consumo de ATP se acelera y en consecuencia el indice
de AMP:ATP aumenta activando a la AMPK.

En plantas, las SnRK1 comparten caracteristicas funcionales y estructurales con sus
homologos SNF1 y AMPK. Estas cinasas actuan como un regulador energético del

metabolismo en plantas, ayudando a controlar procesos de conservacion de energia y
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movilizacién de reservas (almiddn, sacarosa y componentes de la pared celular) (Ghillebert
et al., 2011). La primera evidencia de la conservacion y regulacion del metabolismo por
parte de las SnRK1 surgié a partir de ensayos de complementacion en una mutante de
levadura snf14 con el cDNA de la SnRK1. Dicha complementacién restablecié la utilizaciéon
de fuentes alternativas de carbono, indicando que la cinasa de plantas puede sustituir a la
SNF1 en la cascada de sefalizacion que permite la expresion de genes para la utilizacion

de fuentes alternas de carbono (Alderson et al., 1991).

Las SnRK1 regulan el metabolismo y la expresién genética, al igual que su ortélogo en
mamiferos, en respuesta al déficit energético. Los complejos SnRK1 controlan el
metabolismo de carbohidratos debido a que modula la reprogramacién transcripcional de
genes importantes (Figura 2) como el de la sacarosa sintasa que participa en la degradacion
de la sacarosa y la a-amilasa, enzima clave para la degradacion del almidéon (Polge &
Thomas, 2007). ElI complejo SnRK1, cuando esta activo, induce la expresion de genes
involucrados en procesos catabdlicos de proteinas, lipidos y aminoacidos asi como de la
pared celular y el almidon (Figura 1). Interesantemente también induce la expresion de
genes que participan en procesos de autofagia como son APG/ATG. De manera muy
importante, ademas del control en los niveles de trehalosa-6-fosfato (T6P) a través de la
regulacion enzimatica, el complejo SnRK1 también induce la expresién de los genes TPS8-
11, involucrados en el metabolismo de la trehalosa y que modifican y censan los niveles de
T6P en la célula (Baena-Gonzalez et al., 2007). Ademas de la induccion de genes, el
complejo SnRK1 también reprime los niveles de expresion de ciertos genes como aquellos

involucrados en la biogénesis de ribosomas y del anabolismo (Figura 1).

Como regulador enzimatico, las SnRK1 estan involucradas en el control del metabolismo
del carbono a través de la modulacion por fosforilacion directa de la actividad enzimatica o
la activacion redox de enzimas (Halford & Hey, 2009). Hasta el momento han sido
reconocidas algunas proteinas como blancos de la SnRK1, entre ellas se pueden
mencionar a la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa) que
participa en la sintesis de esteroles, la sacarosa fosfato sintasa (SPS) que se relaciona con
la sintesis de sacarosa, la nitrato reductasa (NR) involucrada en la asimilacion de nitrégeno
y la trehalosa-fosfato sintasa (TPS) encargada de la sintesis de la trehalosa-6-P (T6P) que

es un metabolito importante en la sefalizacion (Coello, Hey, & Halford, 2011).

10
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Figura 2. Respuestas mediadas por las SnRK1 frente al estrés. En plantas, el complejo heterotrimérico
SnRK1 desencadena respuestas celulares en diferentes ambitos. Estos incluyen la regulacion del
metabolismo a través de modificaciones post-traduccionales; aunque también pueden aumentar los niveles
de expresion de transcritos, cuyas proteinas tienen importancia metabolica. Un caso especial es la
AGPasa, enzimas que es regulada por la SnRK1 mediante su estado Redox y transcripcionalmente. En los

procesos sistemicos, la SnRK1 esta involucrada en procesos de desarrollo, crecimiento y reproduccion.

Ademas, el complejo SnRK1 coordina las respuestas inducidas por estrés, la resistencia al
estrés salino, la defensa antiviral y los procesos fundamentales de desarrollo. De estos
ultimos, recientemente se demostré que las SnRK1 también estan involucradas en la
regulacion del ciclo celular (Guérinier et al., 2013) y otros procesos del desarrollo como la
maduracion de las semillas, la germinacion, el desarrollo del embridn y crecimiento de los
cotiledones, la generacion de brotes, reproduccion (desarrollo del polen) y la senescencia
(Lovas, Sés-Hegedus, Bimbo, & Banfalvi, 2003; Radchuk et al., 2010; Rolland, Moore, &
Sheen, 2002; Wingler, Masclaux-Daubresse, & Fischer, 2009; Zhang et al., 2001) (Figura

2). Estudios fenotipicos de mutantes que tienen una elevada actividad de SnRK1 indican

11
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que estas plantas son capaces de desarrollarse en medios deficientes de glucosa y en
condiciones de luz reducida, lo que disminuye la tasa fotosintética. Mientras que las plantas
del tipo silvestre entran al estadio de senescencia rapidamente, las mutantes sobreviven

durante mas tiempo (Baena-Gonzalez et al., 2007).

3. Estructura del complejo SnRK1
El complejo SnRK1 existe en forma de complejos heterotriméricos que comprenden una
subunidad catalitica a y dos subunidades reguladoras, una  y otra y (Hardie, 2007). Esta

conformacion es necesaria para que la proteina, en conjunto tenga actividad de cinasa.

El estudio de estas subunidades en diversos organismos eucariontes ha conducido al
conocimiento de varios genes que codifican para ellas, de tal manera que se ha sugerido
que el numero de complejos que pueden formarse varia de acuerdo al numero de isoformas
que presenta cada subunidad (Polge & Thomas, 2007). El genoma de S. cerevisiae
contiene un gen que codifica para la subunidad catalitica (Snf1), tres genes para las
subunidades B-SNF1 (Sip1, Sip2 y Gal83) y un gen para la subunidad y-SNF1 (Snf4). En
mamiferos, existen dos genes que codifican para la subunidad catalitica (a1 y a2), dos para
las subunidades reguladoras B (B1 y p2) y tres genes de las subunidades y (y1, y2 y y3).
Como se muestra en la Figura 3, en Arabidopsis thaliana, que es una planta modelo con el
genoma secuenciado, existen tres genes para las subunidades cataliticas, pero solo dos de
ellos se expresan (AKIN10 y AKIN11), tres genes para las subunidades f-SnRK1 (AKINB1,
AKINB2 y AKINB3) y un gen para la subunidad y (AKINy) (Polge & Thomas, 2007). La
subunidad a, es especialmente importante debido a que presenta un alto grado de
conservacion entre las especies en las que se ha estudiado, las subunidades cataliticas de
estos complejos presentan una identidad cercana al 48%, pero si se restringe el analisis al
dominio de cinasa, comparten entre el 60 y 65% de la secuencia respecto a sus homologos

en los otros reinos eucariontes (Carling et al., 1994; Halford & Hey, 2009).

Todas estas subunidades contienen un dominio de cinasa treonina/serina (Thr/Ser)
altamente conservada (Thr-210 en SNF1, Thr-172 en AMPK y Thr-172 en plantas) en el N-
terminal (Hardie, 2007), donde se lleva a cabo la fosforilacién. Hacia el C-terminal de las
subunidades cataliticas se localiza el sitio de autoinhibicion (AlS, autoinhibitory site) que

tiene como funcion inhibir la actividad del dominio de cinasa. También en el C-terminal hay

12
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una region denominada a-CTD (C-terminal Domain) que es la encargada de unirse a la

subunidad reguladora f para llevar a cabo la formacion del complejo (Figura 3).

Subunidad a Sitio de union a B

':E::l? N (s | a-CTD (lc

M Sitiode unionaayy

e [SBBI [ easc [
AKINB2
)

AKINB3 C
Subunidad y Bateman Bateman
Subunidad By Bateman Bateman

Figura 3. Estructura de las subunidades que conforman el complejo SnRK1 en A. thaliana. En
Arabidopsis thaliana existen 7 genes que codifican para las subunidades que se organizan en
heterotrimeros para formar un complejo activo. AlIS (Autoinhibitory Site), a-CTD (C-terminal Domain), SBD
(Starch Binding Domain), 3-ASC (Association with SNF1 complex), y-NTD (N-terminial Domain) y CBS
(Cystathionine p-synthase Motif). (Modificado de Hardie, 2007)

Existen también dos tipos de subunidades reguladoras, una del tipo p y otra del tipo y.
Ambas tienen como funcién principal establecer mecanismos de modulacion de la actividad
de cinasa del complejo. Las subunidades B presentan dos dominios: el dominio ASC
(association with SNF1 complex), es importante para la interaccion con las subunidades a
y vy, permitiendo la formacién del heterotrimero (Ghillebert et al., 2011; Polge & Thomas,
2007). El segundo dominio esta especializado en la unién a carbohidratos y se denomina
GBD (Glycogen Binding Domain, en plantas SBD, Starch Binding Domain), que es el

13
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responsable de la interaccién del complejo con la molécula de glucogeno en mamiferos y

levaduras y con el almidon en plantas (Avila-Castafieda et al., 2014).

En cuanto a la estructura de las subunidades y, ha sido posible identificar cuatro motivos
Cistationina p-sintasa (CBS) en el C-terminal. Estos motivos forman dos dominios Bateman
que permiten la union de nucleétidos de adenina como el AMP y ATP (Hardie, 2007) y que
posiblemente tengan la funcién de actuar como sensores del estado energético.
Lamentablemente en plantas hay informacion escasa sobre la capacidad de las
subunidades tipo y de unir nucleétidos de adenina. En el N-terminal existe el dominio y-
NTD (N-terminal domain) especializado en la unién con la subunidad B y la formacion del

complejo.

Los estudios realizados en los complejos SnRK1 de plantas concuerdan en que la
estructura de las subunidades contiene los dominios principales que ya fueron descritos en
otros eucariontes (Figura 3). Sin embargo, Unicamente en plantas ha sido encontrada una
subunidad hibrida que posee un dominio homadlogo al SBD de las subunidades B en el N-
terminal y los cuatro motivos CBS, caracteristicos de las subunidades y en el C-terminal
(Lumbreras, Alba, Kleinow, Koncz, & Pagés, 2001; Polge & Thomas, 2007), por lo que
recibid el nombre de AKINPy.

También en plantas ha sido identificada una subunidad que carece del SBD pero que en
experimentos usando células mutantes de levadura sip74 sip24 gal834 presenta la
asombrosa capacidad de complementarla, indicando que es capaz de formar un

heterotrimero (Gissot et al., 2004).

4. Regulacion de la actividad de las cinasas SNF1/AMPK/SnRK1
La regulacién de la actividad en los complejos heterotriméricos SnRK1 se lleva a cabo a
diferentes niveles. A continuacion se mencionan los mecanismos que ya han sido

identificados a través de los cuales se modula la actividad de SnRK1.

Uno de los mecanismos a través del cual se regula la actividad del complejo SnRK1 es la
fosforilacion/desfosforilacion del complejo. En todos los casos, la activacion sucede gracias
a la participacion de cinasas rio arriba que fosforilan a las proteinas SNF1/AMPK/SnRK1

en una treonina/serina (Thr-Ser) altamente conservada en el asa de activacion de la
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subunidad catalitica a y la desfosforilacion por fosfatasas (Figura 4).Hasta la fecha han sido
identificadas dos cinasas rio arriba que fosforilan a las SnRK1 denominadas GRIK1 y
GRIK2 (Germinivirus replication interacting kinase 1/2) que fosforilan en la treonina 175
(Thr-172) de la subunidad catalitica AKIN10 y a la 176 de AKIN11 (Harthill et al., 2006;
Shen, Reyes, & Hanley-Bowdoin, 2009). La identificacion de las proteinas GRIK1/2 como
SnAK (SnRK1 activating kinase) ocurrié gracias a la complementacion de la triple mutante
de levadura sak14 elm14 tos34 (Shen 2006) y a la fosforilacion in vitro de la subunidad
catalitica (Shen et al., 2009). Las SnAK, son independientes de los iones Ca?* aunque es
necesaria su autofosforilacion para presentar actividad sobre las SnRK1 (Crozet et al.,
2010).

En contra parte, la desfosforilacién e inhibicién de la proteina SnRK1 se lleva a cabo por
proteinas fosfatasas del tipo 2 (PP2C) (Ghillebert et al., 2011). Recientemente, en plantas,
se identificaron dos proteinas fosfatasas del tipo 2 (ABI1 y PP2CA) que interactuan con la
subunidad catalitica y que potencialmente podrian actuar como fosfatasas de la SnRK1

(Rodrigues et al., 2013), aunque su mecanismo de regulacién aun no es claro.

Ademas de estas modificaciones covalentes, la union de metabolitos a las subunidades
reguladoras cambia la actividad del complejo. La union del AMP en los dominios Bateman
reduce la cantidad de complejo desfosforilado, y por lo tanto inactivo. Existe evidencia
experimental que sustenta la idea de que la union con el AMP en los dominios Bateman de
las subunidades reguladoras y, puede proteger de la desfosforilacion al heterotrimero
(Figura 2y 4).

En el caso especifico de las plantas, la actividad de SnRK1 puede verse afectada por
azucares como la T6P, glucosa-6-fosfato (G6P), glucosa-1-fosfato (G1P), glucosa y
sacarosa. En las plantas, la T6P es considerada como uno de los reguladores con mas
influencia sobre la SnRK1. Este metabolito se encuentra en muy bajas concentraciones en
tejidos vegetales, donde es considerado como una molécula sefializadora (Schluepmann,
Berke, & Sanchez-Perez, 2012), cuya acumulacion esta estrechamente relacionada con la
cantidad de sacarosa. Estudios del efecto inhibitorio de estos azucares demostré que el
mayor efecto tiene lugar en presencia de T6P, seguido por la G1P y la G6P. La G1P

ademas actua sinérgicamente a la T6P para inhibir la actividad de SnRK1 (Nunes et al.,
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2013). Se ha propuesto la participacién de un intermediario presente en semillas y tejido

joven para llevar a cabo la inhibicion (Figura 4).

PP2CA //// Glucosa
ABI1 o /
e G1P

Sacarosa

GRIK1
GRIK2

" Almidén

Figura 4. Regulacion del complejo SnRK1. La regulacion del complejo puede darse a diferentes nivieles
que incluyen la fosforilacion por cinasas rio arriba y fosfatasas que lo desfosforilan. Ambas proteinas estan
reguladas por la concentracion de AMP en el medio. Por otro lado (en verde) se encuentra la regulacién por
azucares y las modificaciones post-traduccionales que modulan la actividad de cinasas asi como la

localizacién subcelular (Modificado de Crozet et al., 2014)

Recientemente se comprobd que los polisacaridos, el almidén en particular, tienen un efecto
inhibitorio en la actividad de SnRK1 (Avila-Castafieda et al., 2014).

5. SBD/GBD de las subunidades reguladoras 3

Los Dominios de Union a carbohidratos se localizan en un gran numero de proteinas que
pueden unir almiddn, glucogeno o carbohidratos relacionados de acuerdo a su estructura y
son clasificados en diferentes familias de Modulos de Unidn a Carbohidratos (CBM,

Carbohydrate-Binding Module) (Jane€ek, Svensson, & MacGregor, 2011).

La longitud de un dominio SBD es en promedio de 100 residuos de aminoacidos y de
manera muy importante, han sido encontrados en el 10% de las enzimas amiloliticas

(Svensson, Larsen, Svendsen, & Boel, 1983). Se considera que en las enzimas amiloliticas,
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el SBD confiere a la proteina la habilidad de unirse fuertemente al almidén, acercando el

sustrato al sitio catalitico (JanecCek et al., 2011).

Actualmente ya han sido caracterizadas varias proteinas de este tipo que contienen un
SBD, entre ellas se pueden citar varias proteinas de la familia glucdsido hidrolasa (GH)
como la a-amilasa (Lo et al., 2002) y B-amilasa (Mikami et al., 1999) que hidrolizan el enlace
a-1,4 del almidon, también en este grupo se localizan las ciclodextrin glucanotransferasas
(CGTasa) (Fujita et al., 1989), y glucoamilasas (Svensson et al., 1983). En plantas, el SBD
ha sido encontrado en una seria de proteinas, tanto amiloliticas como no amiloliticas, que
incluyen a las dextrinasas, a la isoforma 2 de la 4-a-glucanotransferasa conocida como
DPE2 (Disproportionating enzyme-type 2) que transfiere un grupo glucosidico de una
molécula de maltosa a un oligosacarido, GWD3 (Phosphoglucan water dikinase 3)
importante en el inicio de la degradacion de los granulos de almidén (Janecek et al., 2011),
asi como las subunidades reguladoras 3 del complejo SnRK1 y sus homélogos en otros

eucariontes.

Las subunidades B-SNF1, B-AMPK y B-SnRK1 son miembros de la familia CBM48 que en
particular presentan caracteristicas de un dominio de N-isoamilasa, es decir, presentan la
particularidad de unirse a carbohidratos que contienen enlaces a-1,6. En eucariontes, el
SBD de las subunidades 3 se encuentra altamente conservado. Se ha probado que este
dominio en la subunidad B1-AMPK es capaz de unirse, in vitro, al glucogeno (Polekhina et
al., 2003) y que regula la actividad de AMPK cuando se une a los puntos de ramificacion
(enlaces a-1,6) de la molécula de glucégeno (McBride, Ghilagaber, Nikolaev, & Hardie,
2009).

También se ha propuesto que la funcion de este dominio es localizar al complejo cerca de
proteinas blanco. Las subunidades -AMPK coinmunoprecipitan con proteinas blanco que
también se encuentran unidas al glucogeno. Un ejemplo de esto es la enzima glucogeno
fosforilasa (Sakoda et al., 2005) que se fosforila y es regulada directamente por la AMPK
(Hedbacker, Townley, & Carlson, 2004; Vincent, Townley, Kuchin, & Carlson, 2001;
Wojtaszewski, Jgrgensen, Hellsten, Hardie, & Richter, 2002).

En afos anteriores fue posible dilucidar la estructura cristalografica del GBD de B1-AMPK

(R. norvegicus) en presencia de B-ciclodextrina como simulador de la molécula de
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glucégeno. La estructura mostrada en la Figura 5, reveld que en la unién proteina-
glucégeno participan varios aminoacidos entre los que se encuentran W100, K126, W133
y N150 (Polekhina et al., 2005). Su participacion fue confirmada por mutaciones que
resultaron en la pérdida total o parcial de la union (McBride et al., 2009; Polekhina et al.,
2003).

Figura 5. Estructura tridimensional del B-GBD de R. norvegicus. Vistas ortogonales del modelo
cristalografico en donde se aprecian las hojas  forma de liston de la estructura del GBD de la subunidad
B1 del complejo AMPK. La B-ciclodextrina se representa con esferas y bastones, simula la amilosa

presente en el almidon (tomado de Polekhina et al., 2005).

El papel que juega el SBD de las subunidades f-SnRK1 y su estructura no ha sido estudiado
a profundidad, pero el analisis de la secuencia del SBD y su comparacion con el GBD de
B1-AMPK (Figura 6) revelaron que las subunidades de A. thaliana conservan algunos de
los aminoacidos reconocidos como determinantes para lograr la unién (Avila-Castafieda et
al., 2014). Las mutaciones en los aminoacidos implicados en la unién revelaron que el
cambio en cualquiera de los dos triptéfanos (W100 y W133) provoca la pérdida de la union
entre el glucdgeno y la proteina. La subunidad AKINB1, segun el alineamiento de la Figura

6, carece del W133, mientras que la proteina AKINB2 conserva ambos triptéfanos.
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AKINB1 (92-178) FDNPPEQ-GIPTI ITWNQGGNDVAVEGSWDNWRSR---KKLQKSGKDHS ILFVLPSGIYHY KVIVDGE SKY IPDLPFVADEVGNY CNIL-DV

AKINB2 (94-180) EEASNEQ-GIPTMITWCHGGKETAVEGSWDNWKTR - - SRLORSGKDFT IMKVLPSGVYEY RFTVDGOWRHAPEL PLARDDAGNT FNTL-DL

AKINBy (12-120) NSABAAGQLLTPTRFVWPYGGRRVELSGSFTRWTERVPMS PLEGCPTVFQVICNLTPGYHQY KFrovGEWRnDEHQPFVSGNGGVWNTIFITG

R. norvegicus B1 (70-154) FEKAPAQ-ARPTVFRWTGGGKEVYLSGSFHNWSK----LPLTRSQNNFVATLDLPEGEHQY KFFvDGOWTHDPSEPTVTSQLGTVNNTT -0V
* * * *

Figura 6. Alineamiento de las secuencias del SBD de A. thaliana y del B-GBD de rata. Los aminoacidos
relevantes para la union se sefialan con asteriscos rojos en la parte inferior. Los aminoacidos conservados se
resaltan en negritas. La subunidad AKINB2 conserva los dos triptéfanos (W) que participan directamente en la

unién con el polisacarido (Tomado de Avila-Castaiieda et al., 2014)

Mas aun, la comparacion de los modelos tridimensionales de las estructuras del SBD de
las subunidades AKINB2 y AKINBy con la estructura cristalografica de $1-GBD del AMPK,

revelan que la topologia es muy parecida (Figura 7) (Avila-Castafeda et al., 2014).

Figura 7. Prediccion de la estructura tridimensional de la subunidad AKINB2. El modelo cristalografico
del GBD de la subunidad B1-AMPK, se utilizé para predecir la estructura tridimensional del SBD de la
subunidad AKINB2 (cian). Las caracteristicas estructurales se conservan al estar unida a la ciclodextrina
que simula a’la molécula de almiddn. En rojo se muestra la estructura del SBD de la subunidad AKINBy y

en azul la estructura de la ciclodextrina (Tomado de Avila-Castafieda et al., 2014).
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6. El almidén

El almidén es un homopolisacarido constituido en su totalidad por moléculas de glucosa
unidas por un enlace glucosidico. En las plantas, que poseen la capacidad de sintetizar y
degradar almidon (Tetlow et al., 2004), representa el almacén energético mas grande. Este
se acumula durante el dia en forma de granulos y es degradado durante la noche,
proporcionando un suministro continuo de carbohidratos en periodos en donde no hay
fotosintesis. Las hojas participan como reservorios del almidén transitorio, que debe ser
degradado en un corto periodo de tiempo (el ciclo normal dia-noche). El almidén también
se encuentra en amilopastos de tejidos no fotosintéticos como raices, semillas y tubérculos
para ser usado como fuente de energia a largo plazo. En estos tejidos recibe el nombre de
almidon de reserva. En semillas de A. thaliana, es acumulado como almidén transitorio para
la germinacién, aunque la principal fuente de carbono son los lipidos (Andriotis, Pike, Kular,
Rawsthorne, & Smith, 2010).

El almidén esta formado por moléculas de glucosa unidas por un enlace a-1,4 en la parte
lineal, mientras que en los puntos de ramificacién la uniéon esta formada por enlaces a-1,6.
A diferencia del glucégeno, que es soluble en agua, el almidon tiene una estructura
semicristalina insoluble en agua, formada por dos tipos de moléculas: amilosa y

amilopectina.

La amilosa es el componente minoritario (10-30%) en la estructura del granulo, esta
formada casi exclusivamente por enlaces glucosidicos a-1,4 (Figura 7). Las unidades de
glucosa se unen hasta formar una cadena lineal de aproximadamente 1000 unidades (Streb
& Zeeman, 2012). Esta molécula puede adoptar una estructura secundaria de hélice
orientada aleatoriamente al interior del granulo por lo que se propone como una manera de
llenar el espacio dejado por la matriz de amilopectina (Kozlov, Blennow, Krivandin, &
Yuryev, 2007). Estudios realizados con plantas donde la sintesis de amilosa fue abatida,
revelaron que esta no es necesaria para la formacion del granulo (Shure, Wessler, &
Fedoroff, 1983; Tsai, 1974).

La amilopectina (Figura 8) se considera una molécula ramificada, y esas ramificaciones se
generan por la formacién de enlaces a-1,6 que se presentan aproximadamente cada 20-25
unidades de glucosa en una cadena lineal (Streb & Zeeman, 2012). La longitud de estas

cadenas individuales, a partir de la ramificacion, varia entre 6 y 100 moléculas de glucosa.
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El resultado es una molécula de amilopectina que consta de 100 000 y 1 000 000 de

unidades de glucosa. La amilopectina se encuentra formando entre el 70-90% del peso de

un granulo de almidén, mientras que la amilosa equivale al resto.

Ademas de los componentes habituales, en los granulos de almidén se encuentran

proteinas asociadas a ellos como es el caso de todas las enzimas implicadas en su

metabolismo, asi como lipidos y algunos iones.

i

Enlace a-1,4 P V"’:

../::;

21

AMILOSA

- Puntos de ramificacion
Enlace a-1,6

's-‘n‘_u.‘iﬂﬁ

AMILOPECTINA h\

Figura 8. Composicion del granulo de almidon. La morfologia lenticular es caracteristica de los granulos

de almidén sintetizados y almacenados en los tilacoides de los cloroplastos en las hojas de A. thaliana

(Tomado de Streb & Zeeman, 2012). Estos granulos se componen de dos moléculas: amilosa y

amilopectina.
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lll. ANTEDECENTES INMEDIATOS

Reportes realizados con anterioridad revelaron que la subunidad AKINBy se asocia
directamente a los granulos de almidén y a las subunidades cataliticas AKIN10 y AKIN11.
Lo anterior propuso que su union a los granulos de almidén pudiera estar mediada por el
SBD, dominio caracteristico de las subunidades B-SnRK1 y que se encuentra también en
la proteina AKINBy. Mutaciones en los aminoacidos, que en otros organismos eucariontes
han sido reportados como participantes activos en la interaccién, y que en Arabidopsis
thaliana corresponden a la N97 y W43, provocan la disminucién de la afinidad por el
carbohidrato, en particular con el cambio del W, pero no de la N. Por otra parte, la delecion
(AKINBYy-ASBD) de esta secuencia hace que se pierda completamente la unién con el

almidon (Figura 9), confirmando que su interaccién con el almidén se da a través del SBD.

AKINBY WT AKINBy N97K AKINBY W43F

INPUT S P INPUT S P INPUT S P

AKINBY WT — e

AKINBY (ASBD) | e || o

INPUT S P

Figura 9. Unién de la subunidad AKINBy con el almidén. La proteina AKINBy (WT) puede unirse al
almidon a través del SBD, la proteina se detecta en la fraccion unida (pastilla, P). La mutacion de los
aminoacidos implicados en la union (W43T), provoca una disminucion en la afinidad por el polisacarido.
Mas aun, la proteina deletada (ASBD) pierde completamente la afinidad por el almidon, por lo que se

encuentra en la fraccion no unida (sobrenadante, S).

Interesantemente, la unién del complejo con el almidon a través del SBD, provoca un

decremento importante en la actividad, no asi cuando la unién se lleva a cabo a una mezcla
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comercial de amilosa-amilopectina que tiene un 70% de la molécula lineal (Avila-Castafieda
A., 2014). Lo anterior sugiere la participacion de las subunidades AKINB y AKINBy como

estructuras reguladoras que se unen al almidén, inhibiendo la actividad de SnRK1.

Por otra parte, la subunidad AKINBy fue localizada inicialmente en el citoplasma y en el
nucleo (Gissot et al., 2006), aunque estudios posteriores revelaron que esta proteina se
localiza también al interior de los cloroplastos (Avila-Castaneda et al., 2014; Gutiérrez-
Granados, 2008) colocalizandola en el mismo sitio que el almidén. Los unicos datos que se
han generado hasta la fecha sobre la localizacién subcelular de las subunidades B-SnRK1,
han sido a través de experimentos de expresion transitoria en epidermis de cebolla. En
estos se encontré que las B-SnRK1 se localizan en el nucleo pero no fue posible determinar

su asociacion a los cloroplastos debido al sistema biolégico empleado.
La capacidad de unién de las subunidades $-SnRK1 a la molécula de almidén debe estar

asociada a la localizacion de las proteinas en el cloroplastos para una clara relevancia

fisioldgica.
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IV. HIPOTESIS

La subunidad AKINB2 se une al almidén de A. thaliana y para que esta interaccion tenga

relevancia a nivel fisioldgico, debe de encontrarse dentro de los cloroplastos.

V. OBJETIVOS

1. Objetivo General
Evaluar la capacidad de union al almidon de la subunidad AKINB2 del complejo SnRK1 y

determinar su localizacién subcelular.

2. Objetivos Particulares
» Sobreexpresar a la subunidad AKINB2 en células E. coli BL21-RIL.
* Realizar ensayos de union in vitro de la subunidad AKINB2 al almidén proveniente
de A. thaliana vy otras fuentes vegetales.
* Determinar la localizacién subcelular de la subunidad AKINB2 a través de
inmunodetecciones en cortes de tejido de A. thaliana.

» Confirmar la localizacion subcelular mediante ensayos bioquimicos.

24



W MATERIALES Y METODOS

VI. MATERIALES Y METODOS

1. Material biolégico

Los experimentos realizados con material bioldgico fueron elaborados en su totalidad con

plantas de Arabidopsis thaliana del tipo silvestre (WT, wild type) variedad Columbia.

1.1 Germinacién de las semillas y crecimiento de plantas de A. thaliana
Las semillas de A. thaliana se germinaron en tierra (Metromix-200), para lo cual se
colocaron en la superficie del sustrato y se taparon para evitar la pérdida de humedad. Se
colocaron a 4°C durante 3 dias en obscuridad y posteriormente se trasladaron a una camara

de crecimiento bajo condiciones controladas de dia corto (8h luz/16h obscuridad) a 22°C.

A las dos semanas de edad, las plantulas se trasplantaron a macetas individuales para
continuar su crecimiento en las mismas condiciones. El riego con agua fue alternado y un
dia a la semana se utilizé la solucion nutritva de Hoagland (6mM KNOsj;; 4mM
Ca(NO3)2:4H20; 2mM MgS0O4-7H20; 1mM NH4H2PO4; 0.5% Fe-EDTA pH 5.2-5.5; 46uM
H3BOs3; 9uM MnCly- 4H20; 0.8uM ZnS0O4:7H20; 0.3uM CuS0O4-5H,0). A las 5 semanas de

edad las rosetas se utilizaron para los diferentes experimentos.

2. Purificacion de plasmido pET10142

Para la obtencién del plasmido, se transformaron células quimiocompetentes (ver
Apéndice) E. coli DH5a con el plasmido pET101p2. Después de obtener colonias aisladas,
éstas se inocularon en 5mL de medio LB con ampicilina (100ug/mL) y se dejaron crecer a
37°C durante toda la noche (O/N). La purificacién se realizd segun las instrucciones del kit
de purificacion de plasmido (Sigma-Aldrich Gen Elute™ Plasmid Miniprep Kit PLN70). Para

mayor detalle sobre los pasos de purificacion, consultar el Apéndice.
3. Evaluacién del plasmido pET101p2
3.1. Ensayo de restriccion del plasmido pET1012

El plasmido pET101p2 se digiri6 de manera individual con las siguientes endonucleasas:

Xhol (NewEngland Biolabs), EcoRI (Invitrogen) y EcoRV (Invitrogen). La restriccion se llevo
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a cabo a 37°C durante 2h. Los detalles de las soluciones empleadas con cada enzima se

describen en el Apéndice.

3.2. Amplificacion del cDNA que codifica para la subunidad AKIN (2
El cDNA correspondiente a la subunidad AKINB2 se amplificé utilizando la enzima One Taq
DNA Polymerase (New England Biolabs M0273S), siguiendo el siguiente programa: 1 ciclo
de 5min a 94°C, 30 ciclos de tres temperaturas 30s a 94°C, 30s a 55°Cy Tmin a 72°C y
finalmente 1 ciclo de 5min a 72°C. La secuencia de los primers utilizados para la

amplificacién del cDNA fueron los siguientes:

B2For: 5-CACCATGGGTAACGTGAACGCGAGA-3’
B2Rev: 5-CCTCTGCAGGGATTTGTA-3’

Consultar el Apéndice para mayor informacién sobre la composicion de los amortiguadores

gue se usan con las enzimas.

4. Electroforesis en gel de agarosa

Se prepararon geles de agarosa 1% (m/v) en Buffer TAE (40mM Tris-HCI; 20mM &cido
aceético glacial; 1mM EDTA pH 8) con bromuro de etidio (1ug/mL). Las muestras se
prepararon usando buffer de carga de DNA (25% m/v Ficoll 400; 0.25% m/v azul de
bromofenol, 0.25% m/v xilen cianol). Finalmente la electroforesis se corri6 a un voltaje

constante de 80V durante 20 min.

5. Obtencion de la proteina recombinante

La obtencién de la proteina recombinante se realizé en dos pasos:

5.1. Sobreexpresion de la proteina recombinante AKINB2
Células quimiocompetentes E.coli BL21-RIL se transformaron con el plasmido pET101p2.
De las colonias obtenidas, se dejaron crecer precultivos a 37°C en medio LB con ampicilina
(100pg/mL) durante toda la noche. Al dia siguiente, se inocularon 50mL de medio LB con
2mL del precultivo y se dej6 crecer a 30°C hasta alcanzar una densidad 6ptica a 600nm
(D.0.600) de 0.6. Al alcanzar esta D.O., se indujo el cultivo con 0.1mM de IPTG a 30°C
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durante 3h. Transcurrido el tiempo indicado, el cultivo se centrifugé a 6000xg por 15min.

La pastilla se almacenod a -70°C hasta su utilizacion.

5.2. Purificacién de la proteina recombinante
El boton formado tras la induccidn se resuspendié en 2mL de Solucion de Lisis (300mM
NaCl, 50mM NaH.PO4 pH 8, 5mM Imidazol), posteriormente se agregd lisozima a una
concentracion final de 1mg/mL y se incubé durante 30min en hielo. Transcurrido el tiempo,
las células resuspendidas se sonicaron con una potencia de 200W. Se emplearon 6 pulsos
de 10s, alternando con 10s en hielo. Para eliminar el material genético presente en el lisado
celular, se agregd RNasa A (10ug/mL) y DNasa | (5ug/mL) y se incubd en hielo durante
15min. Ademas se afadieron como inhibidores de proteasas PMSF (Fluoruro de
fenilmetanosulfonilo) y benzamidina, ambas a una concentracion final de 1mM. El lisado se

centrifugd a 10000xg durante 30min a 4°C.

Para la purificacién, se recuperaron 2mL del sobrenadante, que representa la fracciéon
soluble, y se incubaron con 500uL de la resina Ni-NTA (Qiagen Ni-NTA Agarose, 30230)
en una columna de plastico durante 1h a 4°C. Transcurrido el tiempo, se colecté el lisado
(fraccién no unida a la columna), se realizaron lavados con 8mL de Solucién de Lavado
(300mM NaCl; 50mM NaH:PO. pH 8; 20mM Imidazol) y finalmente se recolectaron 4
fracciones de elucién con un volumen de 500uL cada una con Buffer de Elucién (300mM
NaCl; 50mM NaH2PO4 pH 8; 250mM Imidazol)

Las fracciones enriquecidas con la proteina, se dializaron en Buffer de Dialisis (50mM Tris-
HCI pH 7.0) durante toda la noche a 4°C en agitacion constante. Se realizé un cambio de
solucién amortiguadora al dia siguiente y se continué con la didlisis durante 30min. La

proteina se obtuvo y se almacené a -70°C hasta su uso.

6. Extraccion de proteina total de plantas de A. thaliana

Para la extraccion de proteinas provenientes de plantas de A. thaliana, se pesaron 3g de
tejido (hojas o raiz) que se maceraron en nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. Se
agregaron 3mL de Buffer SnRK1 (50 mM Tricina pH 8.0, 50 mM NaF, 1 mM EDTA,1 mM
EGTA, 1 mM DTT, 0.02% Brij 35, 10% glicerol, PVPP (2% w/v), 1mM Benzamidina y 1mM

PMSF) y se continué macerando hasta obtener una mezcla homogénea. El extracto crudo
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se colocé en tubos Eppendorf y se centrifugé a una velocidad de 11500xg para separar los

restos celulares de las proteinas solubles.

7. Cuantificacion de proteina por el método de Bradford
La proteina total se cuantific6 empleando el método Bradford que es un método

colorimétrico. Se realizé una curva patron segun la siguiente tabla:

Tabla 1. Curva patrén para la cuantificacion de proteina.

BSA 1mg/mL (pL) | Agua (pL) | Bradford 5x (pL)
0.0 800.0 200.0
2.0 798.0 200.0
4.0 796.0 200.0
6.0 794.0 200.0
8.0 792.0 200.0
10.0 790.0 200.0

Las muestras se prepararon de la misma manera, ajustando el volumen final con agua
desionizada. Para medir la cantidad de proteina, la curva patron se leyd en el
espectrofotdmetro a 595nm. Se realizdé una grafica Absses vs Concentracion de BSA,

después se realiz6 una regresion lineal de la cual se obtuvo una ecuacion de la forma:

Abs = m[BSA] +b

Despejando [BSA], y sustituyendo la Absorbancia medida en el espectrofotometro, se

obtuvo la concentracion de proteina en cada muestra.

8. Extraccion de cloroplastos
La extraccion de cloroplastos se hizo a partir de plantas de A. thaliana de 5 semanas de
edad. La noche anterior a la extraccion, las plantas se cubrieron para evitar la sintesis de

almidon al inicio del dia siguiente.
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Hojas de las rosetas de A. thaliana se cortaron, lavaron y colocaron en un vaso para
licuadora preenfriado. Se agregaron 70mL de Buffer Xpl-BSA frio que contiene 330mM
Sorbitol, 50mM HEPES-KOH pH 7.5, 4mM MgCl,, 0.25% m/v BSA, 0.1% m/v Acido
ascorbico. El tejido se licudé con 4 pulsos cortos de 4 segundos. El homogeneizado se filtré
usando dos capas de gasa humedecida con Buffer Xpl-BSA. El filtrado se centrifugd a
2000xg durante 10min a 4°C. El sobrenadante se decant6 cuidadosamente dejando al final
aproximadamente 200uL para resuspender los cloroplastos con ayuda de un pincel. Los
cloroplastos resuspendidos se tomaron con una pipeta Pasteur para evitar su ruptura y se
colocaron gentilmente sobre los gradientes de separacién que se prepararon en tubos
corex colocando cuidadosamente 9.5mL de Percoll 40% sobre 3mL de Percoll 80%

(detalles de su preparacion se encuentran descritos en el Anexo).

Después de la adicion de la mezcla de cloroplastos, los tubos se centrifugaron a 6000xg
durante 10min a 4°C. Los cloroplastos intactos se localizan en la interfase de Percoll
mientras que los rotos permanecen en la superficie donde originalmente fueron colocados.
Tanto el Percoll 40% como los cloroplastos rotos se retiraron con una pipeta de
transferencia con cuidado de no tocar los cloroplastos intactos. Estos ultimos se retiraron
con una pipeta de transferencia y se colocaron en un tubo limpio con 20mL de Buffer Xpl
(que no contiene BSA). Los cloroplastos intactos se centrifugaron a 2000xg durante 5 min
a 4°C. Se realizaron dos lavados mas con 200uL de Buffer Xpl siguiendo el paso anterior.

Finalmente, la pastilla de cloroplastos se resuspendié en 100uL de Buffer Xpl.

8.1. Tratamiento con termolisina
El tratamiento con termolisina se realizé con la finalidad de eliminar cualquier proteina
asociada de manera inespecifica a la membrana externa del cloroplasto. Se cuantifico la
clorofila, para lo cual se tomaron 5uL de cloroplastos y se colocaron en 1mL de acetona
80% v/v, se mezcld vigorosamente y se centrifugé a 10000xg durante 2min. Se recupero
el sobrenadante en un tubo nuevo y se midié la absorbancia a 652nm. Una vez hecho lo

anterior, se utilizé la siguiente ecuacion para calcular la concentracion de clorofila:

[Clorofila] = (Absgs,/36) X 200
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A una alicuota equivalente a la mitad del volumen total de cloroplastos, se le agregd
termolisina a una concentracion final de 0.1mg/mL y se incubé en hielo durante 30min. Para
detener la reaccién enzimatica, se anadié EDTA (10mM). Los cloroplastos se centrifugaron
a 2000xg por 2min. Finalmente se realizaron dos lavados con 100uL Buffer Xpl (ver

Apéndice) y la pastilla de cloroplastos se resuspendié en 50uL de Buffer Xpl

9. Extraccion de almidén de hojas de A. thaliana
La extraccion de almiddn se realizé a partir de hojas frescas o congeladas de A. thaliana de

5 semanas de edad.

Los granulos de almiddn se extrajeron siguiendo el procedimiento descrito por Ritte G., et
al (2000) a partir de 20g de hojas. El tejido se homogeneizé en un mortero enfriado con
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo fino. Se agregaron 3 volumenes de Buffer de
Extraccion (100mM HEPES-KOH pH 8, 5SmM DTT, 1mM EDTA, 1mM PMSF, 0.05% Tween-
20) y se siguié macerando hasta obtener una mezcla homogénea. La mezcla se filtré a
través de una malla de nylon y se centrifugd por 5min a 3000xg a 4°C. La pastilla se
solubilizé en 200uL de Buffer de Extraccion y se colocé suavemente sobre Percoll 95% en
HEPES-KOH 0.5M pH 7 (Ver Apéndice), se centrifugd nuevamente a 7000xg durante 10min
a 4°C. La pastilla, se lavé varias veces en Buffer de extraccién hasta que desaparecioé el
color verde, indicativo de residuos de cloroplastos. Los granulos se lavaron un par de veces
con acetona y se dejaron secar a 37°C durante toda la noche. Finalmente, los granulos

secos se tamizaron y se almacenaron a 4°C.

10. Ensayos de unién al almidén

Para los ensayos de union al almidon in vitro, se pesaron 10mg de almidén o una mezcla
comercial de amilosa-amilopectina (A/A, 70% amilosa), se agregaron 10ug de proteina, 1
mM PMSF y se llevé a un volumen de 200uL con Amortiguador 50mM Tris-HCI pH 7.5. La
mezcla se incubd durante 30min a 4°C en agitaciéon, seguido de una centrifugacion a
11000xg durante 2min. El sobrenadante, considerado como la fraccion no unida (NU), se
colecto y se precipité con 1mL de acetona a -20°C durante toda la noche. La pastilla que
contenia los granulos de almiddn, se lavé tres veces con 1mL de Buffer 50mM Tris-HCI pH

7.5 y se resuspendié en 20uL de buffer de carga. Para recuperar la fraccion unida (U), la
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pastilla se centrifugd a 11000xg y se colectd el sobrenadante que representa la fraccién
unida (U).

11. Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS

Para la electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) se prepararon
geles siguiendo el procedimiento descrito por Laemmli U.K. (1970). Se uso un gel separador
al 12% y un apilador al 4%. A las muestras de proteinas se les anadi6 buffer de carga
(125mM Tris-HCI pH 6.0, 4% m/v SDS, 20% v/v glicerol, 10% v/v B-mercaptoetanol) y se
calentaron a 80°C durante 5min. La electroforesis se corri6é a un voltaje constante de 120V
usando buffer de corrida (25mM Tris pH 8.3, 192mM Gilicina, 0.1% m/v SDS) hasta que el
frente llegara al final del gel. El marcador de peso molecular que se utilizé fue el Precision
Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad).

12. Tincién de geles de poliacrilamida

Los geles de poliacrilamida se tifieron empleando azul de Coomassie coloidal (80% v/v
etanol, 6.4% v/v acido fosférico; 3.2% m/v Brilliant Blue G-250). Después de la
electroforesis, los geles se incubaron con el colorante toda la noche a temperatura ambiente
en agitacion. Para desteirlo, el gel se lavé con abundante agua hasta eliminar el exceso

de colorante.

13. Deteccion de proteinas mediante Western Blot

Después de la separacién de proteinas por SDS-PAGE, se realizé una transferencia
himeda (buffer de transferencia: 124mM Tris; 96mM Glicina; 20% v/v metanol) a una
membrana de PVDF (Merck Millipore Immobilon-P HPV H00010) durante 1h a 100V.

Una vez terminada la transferencia, se procedié a bloquear la membrana durante 1h con
solucién de bloqueo que contenia 5% leche descremada en PBS- 0.1% Tween (137mM
NaCl, 10mM Na;HPO4 pH 7, 2.7mM KCI, 2mM KH2POQO4, 0.1% Tween-20). Posteriormente,
se agregaron los correspondientes anticuerpos primarios en las diluciones establecidas; las

membranas se dejaron incubar durante toda la noche a 4°C en agitacion constante.
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Después de la incubacién durante toda la noche, la membrana se lavé 3 veces con 10mL
de PBS-Tween durante 10min en agitacion. Tras los lavados, se procedié a la incubacion
con el anticuerpo secundario (GE Healthcare, NA9340V) la cual se realizé con un titulo 1:50
000 en PBS-Tween durante 1h a temperatura ambiente en agitacién. Se repitieron los
lavados y se reveld la membrana por quimioluminiscencia (Merck Millipore Immobilon
Western WBKDS0100) en un fotodocumentador Chemidoc (BioRad).

14. Localizacién subcelular

Hojas y raices de Arabidopsis thaliana se fijaron y trataron previamente como se describe
en Fragoso et al (2009). Los cortes de hoja y raiz se desparafinaron en una estufa a 60°C
durante 30 min. Se retiraron los residuos de paraplast haciendo dos lavados de 10min con
Citrosolve. El tejido se hidratd aplicando una serie gradual de etanol (100, 100, 96 y 70%)
durante 3min cada uno. Las preparaciones se colocaron en PBS (137mM NaCl; 10mM
Na:HPO.; 2.7mM KCI; 2mM KH2PO,) durante 10min, se realizé un cambio de PBS para

repetir la incubacion.

Los cortes de hojas se bloquearon con 100pL de solucién de bloqueo (3% BSA, 0.1% Tritdn
X-100, 0.01% azida de sodio) durante 4h a temperatura ambiente. Posteriormente, las
preparaciones se incubaron con el anticuerpo primario anti-AKINB2 (dilucion 1:200)
durante toda la noche a 4°C en una camara humeda. Al dia siguiente, se realizaron diversos
lavados de 10 min cada uno con PBS y se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado
a un fluoréforo Alexa 568 (en el caso de los cortes de hoja) o Alexa 488 (para las raices)
durante 4h a 25°C y en obscuridad total. Se realizaron 3 lavados con PBS durante 10 min
cada uno. El exceso de PBS se retiréd y las preparaciones se montaron con medio de

montaje DAKOR. Los cortes se observaron por microscopia confocal.
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VIil. RESULTADOS
1. Verificacién del plasmido pET10132

Colaboradores anteriores en el grupo de investigacion de la Dra. Patricia Coello clonaron la
subunidad AKINB2 en el vector de expresién pET101/D-TOPO (Amp").

Con la finalidad de verificar la clonacion, se realizaron diferentes ensayos que comprobaron

la presencia del cDNA de la subunidad AKINB2 en dicho vector.

(T7 promoter) [EcoRI (286) |

Xhol (382) |

pET101 D TOPO B2
6539 bp

Figura 10. Mapa del plasmido pET101B2. Representacion de las caracteristicas del plasmido pET10132.
En rojo se muestra a la secuencia que codifica para la proteina AKINB2. Las caracteristicas propias del
vector se muestran en diferentes colores. Los recuadros en rosa sefialan los sitios de restriccion

empleados en el analisis del plasmido

1.1. Evaluacion del plasmido con enzimas de restriccion
Se realizo el analisis de restriccion en el cDNA de la subunidad AKINB2 (786bp) y el vector
pET101/D-TOPO (5753bp). Se seleccionaron tres endonucleasas de restriccion para
obtener fragmentos de DNA de tamafo especifico. Las enzimas que se escogieron fueron
Xhol (New England Biolabs), EcoRI (Invitrogen) y EcoRV (Invitrogen).
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La construccién pET101B2 (6539bp) contiene un sitio de reconocimiento para las enzimas
Xhol y EcoRlI, pero existen dos sitios que reconoce la enzima EcoRV (Figura 10). Después
de realizada la digestion individual con cada enzima, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa para separar las bandas e identificar los fragmentos de acuerdo con el patrén de
restriccion establecido con el mapa del plasmido pET10132.

— >

— X o

(@] [e) (@]

< O O

< Ll L

bp

6557
4361
2322
2027

Figura 11. Ensayo de restriccion de la construccion pET101B2. Electroforesis en gel de agarosa donde
se muestra la digestion del vector pET101B2 con las enzimas de restriccion Xhol (6539 bp), EcoRI (6539
bp) y EcoRV (4230 bp / 2039bp). Los pesos moleculares de los fragmentos obtenidos concuerdan con el

patron de bandas establecido por el marcador de peso molecular A-Hindlll.

En la Figura 11 se muestra la electroforesis realizada después de la digestién segun la
cual, las enzimas Xhol y EcoRI, deben generar un plasmido lineal debido a que dentro del
mismo, solo existe un sitio de reconocimiento para estas enzimas. Las bandas generadas
a partir de la digestion con estas dos enzimas tienen un peso molecular de 6539bp. Por otro
lado, la enzima EcoRV puede reconocer dos sitios de corte en el plasmido pET10132,

generando dos bandas con pesos moleculares de 4230bp y 2039bp.

Las bandas se localizan en el peso esperado tomando como referencia al patron de bandas

del marcador A-Hindlll. Con esta electroforesis se recaudé informacion importante para
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identificar al vector debido a que los sitios de corte para estas enzimas se localizan en la
estructura del vector pET101/D-TOPO.

1.2. Evaluacién del plasmido mediante amplificacién del cDNA de AKINB2
Se realizé un PCR utilizando oligonucledtidos especificos para la subunidad AKINB2 y la
enzima One Taqg DNA Polymerase (NewEngland Biolabs). En la Figura 12 se puede
observar la banda correspondiente a la amplificacion del cDNA de la subunidad AKINB2,
que tiene un peso molecular por debajo del marcador de 2027bp. Este resultado es
consistente con el peso reportado en TAIR (The Arabidopsis Information Resource) que es
de 783 pb.

AKINB2

6557
4361

2322
2027

Figura 12. Amplificacién del cDNA de la subunidad AKINB2. Reaccion de PCR con oligonucleétidos
disefiados especificamente para la subunidad AKINB2. El peso de la amplificacion se localiza por debajo

del marcador de 2027 bp, coincidiendo con el reportado en TAIR.

1.3. Alineamiento de secuencias
Adicionalmente a las pruebas de verificacion realizadas en el laboratorio, se mando
secuenciar el cDNA clonado en el vector de expresion pET101/D-TOPO al Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM (IFC, UNAM) empleando los oligonucleétidos para el
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terminador T7. La Figura 13 muestra el alineamiento realizado entre la secuencia obtenida

y la reportada en TAIR (At4g16360). Es posible verificar que la secuencia de nucleétidos

clonada en el vector pET101/D-TOPO coincide en su totalidad con la reportada en la

literatura para AKINB2; con lo que se confirmd la identidad del cDNA. Ademas, se analiz6

e identificd la secuencia codificante para 6 Histidinas (6xHis) en el extremo 3’ de la

secuencia (Figura 13, letras rosas). La presencia de los codones que codifican 6 histidinas

de manera continua es una caracteristica afiadida del vector con la que es posible purificar

a la proteina para la que codifica la secuencia clonada.

B2-TAIR
B2-Sec

B2-TAIR

B2-Sec

B2-TAIR

B2-Sec

B2-TAIR
B2-Sec

B2-TAIR
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B2-TAIR
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ATGGCTATGTCTGCTGCTTCT GATGGTAACCATGTCGCTCCT CCTGAGCTTATGGGT CAATCTCCTCCTCATAGCCCTCGAGCTACTCAGTCTCCTCTCA

(RN RN RN RN R N R RN N R NN R R RN RN RN R R AR RN RN
---GCTATGTCTGCTGCTTCTGATGGTAACCATGTCGCTCCT CCTGAGCTTATGGGT CAATCTCCTC CTCATAGCCCTCGAGCTACTCAGTCTCCTCTCA

TGTTTGCTCCT CAGGTTCCGGTGCTTCCACTTCARAGACCTGATGAAATTCATATCCCTAAT CCTTCGTGGATGCAATCGCCATCTTCGTTGTATGAAGA

[N R RN R RN AR N R R RN N N R R RN RN RN AR AR R AR R R RO
TGTTTGCTCCT CAGGT TCCGGTGCTT CCACTTCAAAGACCTGATGAARTTCATATCCCTAAT CCTTCGTGGATGCAATCGCCATCTTCGTTGTATGAAGA

AGCTTCTAACGAACAAGGAAT CCCTACGATGATCACTTGGTGTCATGGAGGCAAGGAGATT GCTGTGGAGGGATCAT GGGATAATTGGAAGACARGAAGT
(RN R RN R A R R N RN R N R R R R R R RN RN RN RN RN R R RN RN RN
AGCTTCTAACGAACAAGGAAT CCCTACGATGATCACTTGGTGTCATGGAGGCAAGGAGATT GCTGTGGAGGGATCAT GGGATAATTGGAAGACARGAAGT

CGGCTGCAGAGATCTGGGAAGGACTT CACTAT CATGAARAGTGTTACCTTCAGGAGT CTATGAGTACAGGTTCATTGT GGATGGACAGT GGAGGCATGCCC

(AR AR AR NN R N N R R AN RN N N AR NN RN NN R R R RN RN AR
CGGCTGCAGAGATCTGGGAAGGACTT CACTATCATGARAGTGTTACCTTCAGGAGTCTATGAGTACAGGTTCATTGT GGATGGACAGTGGAGGCATGCCC

CTGAGCTCCCTTTAGCTAGAGATGAT GCTGGGAACACTTTCAACATTTTGGATCTTCAGGACTATGT TCCTGAAGACATTCAAAGCATATCT GGGTTTGA
(AR AR AR NN R N N R R AN RN N N AR NN RN NN R R R RN RN AR
CTGAGCTCCCTTTAGCTAGAGATGAT GCTGGGAACACTTTCAACATTTTGGATCTTCAGGACTATGT TCCTGAAGACATTCARAGCATATCT GGGTTTGA

GCCTCCGCAAT CTCCAGAGAATAGTTACAGCAACTTGCTTCT CGGAGCTGAGGACTACTCTAAAGAACCGCCTGTGGTTCCCCCGCACCTACAAATGACA

[N R RN R RN AR N R R RN N N R R RN RN RN AR AR R AR R R RO
GCCTCCGCAAT CTCCAGAGAATAGTT ACAGCAACTT GCTTCT CGGAGCTGAGGACTACTCTAAAGAACCGCCTGTGGTTCCCCCGCACCTACARATGACA

CTGCTGAACTT GCCGGCAGCCAAT CCTGACATTCCATCTCCGCTGCCGAGACCTCAGCATGT CATTCTCAATCATCTTTACATGCAGAAGGGCAAAAGTG
(RN R RN R A R R N RN R N R R R R R R RN RN RN RN RN R R RN RN RN
CTGCTGAACTTGCCGGCAGCCAAT CCTGACATTCCATCTCCGCTGCCGAGACCTCAGCATGT CATTCTCAATCATCTTTACATGCAGAAGGGCAAAAGTG

GTCCTTCTGTGGTTGC GCTTGGTTCCACTCACCGATTTCTAGCAAAGTATGTAACT GTGGTGCTCTACARATCCCTGCAGAGG-————————————————

PECRRETERRET i e e e e e e e e e e e e v e e e e e e e i e e e e v e r e e e e e e e e e e e e e
GTCCTTCTGTGGTTECECTTGETTCCACTCACCEATTTCTAGCAAAGTATGTAACTGTGGTGCTCTACARAT CCCTGCAGAGGAAGGGCGAGCTCAATTC

---------------------------------------------------------------------------------- 282
RN R RN R RN A R R R N R R R RN R R R RN RN R RN RRAR
GAAGCTTGAAGGTAAGCCTAT CCCTAACCCTCTCCTCGGTCT CGATT CTACGCGTACCGGTCATCAT CACCATCACCATTGA 879

100

97

200

197

300

297

400

397

500

497

600

597

700

697

800

797

Figura 13. Alineamiento de la secuencia del cDNA de la subunidad AKINB2 con la reportada en TAIR.

El alineamiento de la secuencia clonada en el vector pET101/D-TOPO con la secuencia reportada, reveld

una identidad del 100% a excepcion del extremo 3’, donde se localiza una secuencia para seis histidinas

(6xHis, sefnaladas en color rosa).
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2. Obtencidn de la proteina recombinante AKINB2
2.1. Sobreexpresion de la subunidad AKINB2
La proteina recombinante AKINB2 se expreso en células E. coli BL21-RIL. Para lograr una

mayor produccién de proteina, se probaron diferentes temperaturas de induccién.

Control 30°C 37°C Control  30°C 37°C
FI FS FI FS FI FS FI FS FI FS FI FS
kDa
75
50

Figura 14. Sobreexpresion de la subunidad AKINB2. Las fracciones insoluble (FI) y soluble (FS) fueron
obtenidas a diferentes temperaturas de induccion (30 y 37°C) y con 0.1 mM de IPTG. El control se realizo
con células E. coli BL21-RIL sin transformar con el plasmido pET101B2 e inducidas con 0.1 mM de IPTG.
A) Gel de acrilamida tefido con azul de Coomassie. B) Western Blot usando el anticuerpo anti-AKINB2 que

se aplicé a una dilucion 1:50 000.

La sobreexpresion de proteina recombinante no es clara en el gel de acrilamida tefiido con
azul de Coomassie (Figura 14.A) debido a que no se observan bandas de intensidad

importante en ninguna de las fracciones en comparacion con el control.

Aun cuando la produccion de la subunidad AKINB2 aparentemente no varia respecto al
control, el Western Blot revela que el cultivo transformado e inducido genera una cantidad
apreciable de la proteina recombinante en la Fraccion soluble (FS) (Figura 14.B). La
proteina recombinante AKINB2 se expresa en cantidades considerables en la FS a 30°C
mientras que en la Fraccién insoluble (FI) practicamente no se detect6. En cuanto a la
induccién a 37°C, esta temperatura permite también obtener una cantidad importante en la
FS, aunque en este caso, si fue posible detectar su presencia en la Fl, aunque a un peso

molecular ligeramente mayor. La cantidad de proteina en la Fl indica el estado de la
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molécula, es decir, cuando una proteina se encuentra en la Fl significa que la célula ha
iniciado la formacién de cuerpos de inclusion debido entre otras cosas, al plegamiento
incorrecto de la estructura primaria. Cabe resaltar que ninguna de las proteinas endégenas
de la cepa E. coli BL21-RIL es reconocida por el anticuerpo de la subunidad AKINB2 (Figura
14.B, Fly FS del control).

Comparando ambas condiciones de temperatura, se decidié proseguir con los
experimentos de escalamiento a una temperatura de inducciéon a 30°C durante 3h, usando
0.1mM de IPTG.

2.2, Purificacion de la proteina recombinante AKINB2
Como se menciond anteriormente, la secuenciacidon nos permitié corroborar la presencia
de una secuencia 6xHis provenientes del vector de expresion. Dicha secuencia facilita la
purificacién de la proteina debido a que durante la traduccién se genera una etiqueta 6xHis
que presenta afinidad al atomo de Niquel (Ni). Aprovechando esta caracteristica, se decidio
purificar a la subunidad AKINB2 usando una resina de agarosa que tiene acoplado un atomo

de Ni capaz de atraer a la proteina marcada con la etiqueta 6xHis.

FS NU E, E, E, E, Es FS NU E, E, E;, E, Es

kDa
75 —

37 — - —

Figura 15. Purificacion de la subunidad AKINB2. Fracciones obtenidas a partir de la purificacion de la
proteina recombinante usando una resina de Agarosa Ni-NTA. A) Membrana de nitrocelulosa tefiida con

rojo de Ponceau. B) Western Blot usando el anticuerpo anti-AKINB2. Se aplicé a una dilucion 1:50 000.
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La purificacién de la proteina AKINB2 dio como resultado la obtencion de fracciones
enriquecidas con la subunidad. En la Figura 15 es posible apreciar las fracciones en las
que se encuentra la proteina. Es importante resaltar que aunque la FS contiene una
cantidad relativamente pequefa de la proteina recombinante, las eluciones 1 y 2 se
enriquecen de manera importante. Para verificar que la proteina AKINB2 se purificd
aplicando ésta técnica, se realizé un Western Blot usando el anticuerpo anti-AKINB2 con lo
que se asegurd que las bandas mostradas en la membrana tefiida con rojo de Ponceau
(Figura 15.A) corresponden a la proteina de interés. Las bandas que son reconocidas por
el anticuerpo anti-AKINB2 en la parte inferior de los carriles, debajo de la sefal principal,
podria corresponder a productos de degradacion de la proteina (Figura 15.B.) Para
proseguir con los ensayos de unién al almidoén, las eluciones 1y 2 (Figura 15) se dializaron
en una solucién amortiguadora (50mM Tris-HCI, pH 7) durante toda la noche. La proteina
dializada se cuantificé por el método de Bradford (Bradford M.M., 1976) y se almacen¢ a -

70°C hasta su uso.

3. Evaluacion de la capacidad de union al almidén de la subunidad AKINB2

Con lafinalidad de evaluar in vitro la capacidad de union al almidén de la subunidad AKINB2,
se realizaron ensayos de unién al polisacarido extraido de hojas de A. thaliana. En primer
lugar, se analizo la influencia del pH en la unién, para lo cual la proteina y el almidon se
incubaron en amortiguadores de pH 6.5, 7.5 y 8.5. Después de separar en geles SDS-
PAGE las fracciones unidas (U) y no unidas (NU) y transferirlas a una membrana de PVDF,

se realizé un Western blot utilizando anticuerpos especificos contra la subunidad AKINB2.

NU U NU U NU U

AKINB2

6.5 7.5 8.5

Figura 16. Ensayos de union al almidon dependientes del pH. En todas las detecciones realizadas a
una dilucion 1:40 000 del anticuerpo anti-AKINB2se evidencia la interaccion directa (U, unida) entre la
subunidad AKINB2 y el almidon. No fue posible recuperar proteina en la fraccién no unida (NU). En la parte

inferior de cada deteccion se muestra el pH al que se realizaron los ensayos.
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La Figura 16 muestra los resultados del Western blot en donde se observa que la unién de

la proteina, disminuye cuando el pH del medio aumenta.

Una vez establecido que el pH 6ptimo para la unidén se encuentra entre 6.5 y 7.5, se
seleccionaron tres tipos de almidon provenientes de diferentes fuentes naturales y una
mezcla comercial de amilosa/amilopectina (A/A) para realizar los ensayos de union. Los
almidones seleccionados para evaluar la capacidad de union fueron los provenientes de:
semilla de frijol (Phaseolus vulgaris), tubérculo de papa (Solanum tuberosum) y hojas de
Arabidopsis thaliana. La mezcla de A/A es una mezcla comercial que contiene 70% de
amilosa, 30% amilopectina. Los resultados indican que la proteina AKINB2 se une a los tres
tipos de almidén, aunque existe cierta preferencia por el carbohidrato obtenido de hojas de
A.thaliana. En cuanto a la unidon a la mezcla comercial, ésta es muy baja y la mayor parte

de la proteina se obtiene en la fraccion NU.

Los experimentos de unidn a polisacaridos de glucosa usando proteina recombinante,
mostrados en la Figura 17, indican que la subunidad AKINB2 conserva la capacidad de
unirse al almidoén, independientemente de la fuente de la cual proviene y también lo hace a

una mezcla comercial A/A.

NU U NU U NU U NU U

AKINB2 ——

P vulgaris  S. tuberosum A. thaliana A/A

Figura 17. Ensayos de union al almidon proveniente de diferentes fuentes vegetales. Unién de la
proteina AKINB2, a pH 7.5, a granulos de almidon proveniente de diferentes fuentes naturales: frijol, papay
A. thaliana. Ademas se incluyé una mezcla de amilosa/amilopectina (A/A). Se muestra la fracciéon no unida

(UN) y la fraccion (U). El anticuerpo se aplico a una dilucion 1:40 000.
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4. Localizacion subcelular de la subunidad AKINB2

Hasta ahora, se ha probado que la subunidad AKINB2 puede unirse, in vitro, al almidoén;
pero es necesario confirmar que in vivo esa unién pueda llevarse a cabo. La primera
aproximacion para esta evaluacion es la localizacién subcelular, ya que ambas moléculas
tendrian que encontrarse en el mismo compartimento para que la interaccion se lleve a

cabo.

HOJA RAIZ

Coomassie

AKINB2 ol

Figura 18. Deteccion de la subunidad AKINB2 en extractos crudos de plantas. De los tejidos
separados de hoja y raiz, se obtuvieron extractos crudos en los cuales se identifico a la proteina AKINB2.

El anticuerpo se utilizé a una dilucion 1:3 000.

Los ensayos de Western blot utilizando extractos crudos de hoja y raiz de plantas de A.
thaliana indicaron que la cantidad de proteina AKINB2 no varia en estos tejidos. En el
extracto de hojas se detectd una banda de mayor peso molecular respecto al peso teérico
de la AKINB2 que es de 37kDa (Figura 18). De acuerdo a los datos publicados ésta proteina
puede modificarse postraduccionalmente por la adicion de un grupo miristilo que elevaria

su peso molecular.

Adicionalmente, ensayos de inmunolocalizacién utilizando cortes de tejido de hoja y raiz
aportaron resultados a nivel subcelular. La sefal de AKINB2 se puede observar cerca de
los cloroplastos, aparentemente asociados a la superficie de la membrana (Figura 19A). La
sobreposicion de la imagen debida a la fluorescencia del Alexa 568 (anticuerpo secundario)
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y de la clorofila no muestra un traslape, lo que implica que esta subunidad no se encuentra

al interior de los cloroplastos, o lo hace en muy bajas cantidades.

Para confirmar su presencia predominante por la parte externa de los cloroplastos, se
realizd una extraccién de estos organelos y se sometieron a un tratamiento con termolisina
(T+), mientras que otros permanecieron sin el tratamiento (T-). De esta manera, aquellos
cloroplastos sin tratar con termolisina conservan las proteinas que se asocian a ellos, tanto
por la parte interna como externa. En cambio, los cloroplastos tratados con termolisina
perdieron las proteinas asociadas en la parte externa, con lo que es posible detectar
unicamente las proteinas que se encuentran al interior. Los resultados indican que la
subunidad AKINB2 se encuentra asociada a la membrana externa de los cloroplastos, ya

que el tratamiento con termolisina elimina la sefial del anticuerpo (Figura 19.B).

A

Alexa 568 Clorofila Merge

AKINB2

AKINB2 [~

LS RubiscO | ———

Figura 19. Localizacion subcelular de la subunidad AKINB2 en hojas de A. thaliana. A) En rojo se
muestra la fluorescencia debida al anticuerpo secundario ALEXA 568 acoplado al anticuerpo primario anti-
AKINB2 (1:3000) y en verde se observa la autofluorescencia de la clorofila. En la dltima columna se
presenta la sobreposicién de las imagenes, donde las zonas amarillas denotan la colocalizacion de la
proteina con los cloroplastos. B) Deteccion de la subunidad AKINB2 en cloroplastos extraidos de plantas
de A. thaliana que fueron sometidos a un tratamiento son termolisina (T+) o no (T-) con la finalidad de
comprobar su asociacion a estos organelos. La dilucion para realizar la deteccion fue 1:3000. La subunidad

pesada de la RuBIsCO (Ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa) se empled como control de carga.
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VIIl. DISCUSION DE RESULTADOS

Los datos obtenidos en varios grupos de investigacién y en nuestro laboratorio indican que
las subunidades reguladoras AKINB contienen un dominio con alta semejanza a nivel
estructural con los dominios de union a glucégeno, ademas de la presencia de aminoacidos

implicados en la unién que estan conservados (Avila-Castafieda et al., 2014).

Para evaluar la capacidad de unién al almidén que presenta en particular la subunidad
AKINB2, se realizaron ensayos de unién in vitro con proteina recombinante. Los ensayos
de union indicaron dos cosas, por un lado, que la subunidad tiene la capacidad de unirse al
almidoén y por otro, que la unién se ve afectada por el pH. Se ha documentado que el pH
del estroma de los cloroplastos tiene un valor cercano a 7 durante la noche y se incrementa
a valores cercanos a 8 durante el dia. Estos datos indican que la subunidad AKINB2 se
unira al almidén mas activamente durante la noche, cuando el pH es acido o cercano a la

neutralidad.

Los experimentos de unidn a polisacaridos de glucosa usando proteina recombinante,
indican que la subunidad AKINB2 conserva la capacidad de unirse al almidon,
independientemente de la fuente de la cual proviene y también lo hace a una mezcla
comercial de amilosa/amilopectina (A/A). En la Figura 17, es evidente que la subunidad
AKINB2 se encuentra mayoritariamente en la fraccion unida (U) al almidén, mientras que

en presencia de A/A, la mayor parte de la proteina se identifica en la fraccién no unida (NU).

Estas diferencias en la afinidad por la molécula de almidén se pueden explicar por el
contenido de amilosa, es decir, el grado de ramificacion. La amilosa es esencialmente una
molécula lineal de glucosa unidas por enlaces a-1,4, aunque existen moléculas de amilosa
con unos cuantos puntos de ramificacidon conectados por enlaces a-1,6 (Fennema O.,
2010). De manera natural, existen diferentes proporciones de amilosa en el almidon
dependiendo de la fuente vegetal y del tejido del cual ha sido extraido. La papa contiene
23% de amilosa y las leguminosas en general contienen alrededor del 33%. El almidon de
A. thaliana contiene cerca del 30% de amilosa (Streb & Zeeman, 2012) y la mezcla
comercial esta compuesta 70% por amilosa. Los datos indicaron que la subunidad AKINB2

se une mejor al almidén que presenta un porcentaje mayor de amilopectina, una molécula
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muy grande y extremadamente ramificada; lo que posiblemente indicaria una mayor
afinidad por los puntos de ramificacion, es decir, enlaces a-1,6. Esta misma observacién
fue hecha para la subunidad 1-AMPK, que se unen con una afinidad mayor a moléculas
ramificadas de glucégeno (McBride et al., 2009). En este caso, se ha sugerido que la union
de la AMPK a través de la subunidad AMPK-B1 a sitios de ramificacion en el glucégeno
forma parte de un mecanismo que permite detectar las reservas almacenadas en la célula.
La AMPK unida a estos sitios no es activa y en consecuencia no regula a otras enzimas
implicadas en el metabolismo del glucégeno. Por el contrario, cuando las reservas
comienzan a disminuir y los puntos de ramificacién son menos, la AMPK no se une y se
encuentra activa, indicando y sefializando a la célula la pérdida de reservas (McBride et al.,
2009) .

Hasta ahora, se ha probado que la subunidad AKINB2 puede unirse in vitro al almidon; pero
es necesario confirmar que in vivo tanto la proteina como el almidén puedan encontrarse
en el mismo compartimento subcelular. En primera instancia, los resultados indicaron que
tanto en raiz como en hoja la expresién de la proteina es la misma. Interesantemente, en
el extracto crudo de hojas se puede observar una banda con peso molecular mayor a
37kDa que es reconocida por el anticuerpo anti-AKINB2. La comparacién con la masa
molecular tedrica que se calcula de 29kDa, sugeriria la presencia de alguna modificacion
post-traduccional. Una de las modificaciones que se han estudiado en las dos subunidades
B de Arabidopsis thaliana es la miristoilacion, que involucra la adicion de un acido graso de
14 carbonos al extremo N-terminal de la proteina y es catalizado por las N-
miristoiltransferasas (NMT). La modificacion por miristoilacion regula negativamente la
actividad de la SnRK1, ya que mutantes que carecen de las enzimas NMT tienen una
actividad mayor de SnRK1 que las plantas tipo silvestre. Ademas, el cambio del aminoacido
que se miristoila (G2A), promueve un cambio en la localizacion de la proteina de la
membrana plasmatica al citoplasma o nucleo. Estos datos indican que la miristilacion tiene
un papel muy importante en la regulacion de la actividad del complejo de cinasa y también

en la localizacion subcelular (Oakhill et al., 2010; Pierre et al., 2007).
Los estudios sobre la localizacion subcelular indicaron que la subunidad AKINB2 esta
asociada a la membrana externa de los cloroplastos, lo que implica que AKINB2 no

interactua con el almidoén in vivo. Es posible que la funcién de las subunidades B-SnRK1 no
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estén relacionadas con el almidéon o su metabolismo. En su lugar, es probable que la
conservacion del SBD sea importante para ciertas funciones fisiolégicas enfocadas en la
union a carbohidratos mas pequefios, monosacaridos o disacaridos, o carbohidratos de
sefalizaciéon como la T6P, G6P y G1P que actian como inhibidores de la actividad de
SnRK1 (Nunes et al., 2013).

Ademas de estos carbohidratos presentes en el citoplasma, hay que tomar en cuenta a los
productos de degradacion del almidén. Una vez que el almidon se degrada a maltosa, el
disacarido es transportado al citosol (Zeeman et al., 2004) donde sera metabolizado por la
DPE2 (Cytosolic Disproportionating Enzyme), que es especifica para la forma de maltosa
que se produce en la degradacion del almidén (B-anomérica). Plantas mutantes dpe2
muestran una acumulacién de maltosa hasta 200 veces mas que el tipo silvestre (Chia et
al., 2004). La DPEZ2 transfiere una unidad de glucosa proveniente de la maltosa, a una
molécula aceptora, que probablemente se trata de una forma de heteroglucano soluble
citosélico (Fettke, Chia, Eckermann, Smith, & Steup, 2006). Afortunadamente ya se ha
caracterizado al heteroglucano y se sabe que esta compuesto por manosa, fucosa, xilosa,
ramnosa y glucosa. El analisis de la formacién de este carbohidrato indica que el
heteroglucano no representa un almacén de glucosa en el citosol sino que las moléculas
de glucosa afadidas a partir de la maltosa, tienen una tasa de recambio alta (Fettke,
Eckermann, Tiessen, Geigenberger, & Steup, 2005). Esto condujo a la conclusion de que
el heteroglucano tiene la funcion de aceptor de glucosas en el citoplasma y representa una
fuente de reservas transitorio en el citoplasma (Chia et al., 2004). Cabe la posibilidad de
que el dominio de unién a carbohidratos presente en las subunidades  de la SnRK1,
puedan unir algunos de los carbohidratos presentes en el citoplasma y de esta manera

senalizar su acumulacion.
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IX. CONCLUSIONES

» Se sobre-expresé la proteina recombinante AKINB2 en células E. coli BL21-RIL.

+ La subunidad AKINB2 tiene la capacidad de unirse in vitro al almidon extraido de

varias fuentes vegetales.

* Launion in vitro entre la subunidad AKINB2 y el almiddn, es dependiente del pH del

medio. La afinidad disminuye cuando el pH es 8.5.
» La subunidad AKINB2 se encuentra asociada mayoritariamente a la parte externa

de los cloroplastos. Debido a lo cual, no existe la posibilidad de contacto entre el

almidén y la proteina.
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X. PERSPECTIVAS

Para esclarecer la importancia fisiolégica de la subunidad AKINB2 se propone evaluar la
capacidad de union a carbohidratos presentes en el citoplasma como monosacaridos y
disacaridos. Se propone incluir ensayos de unién al heteroglucano soluble en agua (SHG,
water-soluble heteroglycan) que resulta, indirectamente, de la degradacién del almidéon y a

la maltosa.

Con base en la presunta localizaciéon nuclear de la subunidad AKINB2, se sugiere
comprobar la presencia de esta a través de ensayos bioquimicos similares a los realizados
en este trabajo. Ademas, de la localizacién conjunta de las subunidades que pueden ser

acarreadas por la proteina AKINB2 al nucleo y su importancia fisiolégica.

De manera comparativa, es importante obtener a la proteina recombinante AKINB1 y
realizar los ensayos de union al almidén que ya fueron presentados, empleando los mismos
tipos de almidén y las mismas condiciones. También es necesario determinar si existen
diferencias en la localizacion de ambas subunidades y establecer, de igual manera, la

relevancia fisioldgica.
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Xl. ANEXO

1. Extraccion de cloroplastos
La extraccion de cloroplastos de hojas de A. thaliana requiere de la utilizacion de varios

Buffers. A continuacion se describe el método de preparacién de las soluciones necesarias.

1.1. Buffer Xpl (Homogenization Buffer)
Reactivos:

- 30mM Sorbitol

- 50mM HEPES-KOH pH 7.5

- 4mM MgCl2

- Agua destilada

" Nota: El Buffer Xpl existe en dos formas: con BSA (Xpl-BSA) y sin BSA (Xpl). Para la
preparacion del primero, se deben agregar 0.25% de BSA y 0.1% de acido ascérbico al

Buffer Xpl estéril.

1.2. Gradientes de separacion (Percoll 40% y Percoll 80%)

Tabla 2. Preparacion del gradiente de separacion para la extraccion de cloroplastos.

Percoll 80% | Percoll 40%
PBF Percoll 5mL 8mL
Agua destilada 7.6mL
0.5M EDTA pH 8 25uL 80uL
2M MgCl; 4.1uL 20uL
1M MnCl; 8.2uL 20uL
1M HEPES-KOH pH 7.5 |312uL 1mL
2M Sorbitol 1mL 3.3mL

» Preparar por separado y agitar hasta obtener una mezcla homogénea.
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1.3. PBF Percoll
Reactivos
- 450mg PEG 4000
- 150mg BSA
- 150mg Ficoll
- 15mL Percoll

* Los reactivos solidos se deben disolver en el Percoll que debe ser abierto en la campana

de flujo laminar para evitar contaminaciones.

2. Extraccion de almidon

2.1. Percoll 95%
Reactivos
- 14.25mL Percoll
- 0.75mL 0.5M HEPES-KOH pH 7.0

3. Preparacion de células competentes
Reactivos
- Solucién CaCl; para células competentes
60mM CacCl;
10mM PIPES (Piperazina-N,N”-bis[acido 2-etanosulfonico])
15% Glicerol

* Sembrar una colonia en 50mL de medio LB en un matraz de 250mL. Dejar crecer
durante toda la noche a 37°C con agitacion.

* Inocular con 5mL de cultivo 400mL de medio LB en un matraz de 2L. Dejar crecer a
37°C con agitacion hasta una D.O.e00 de 0.375.

» Vaciar el cultivo en 4 tubos grandes estériles e incubar en hielo de 5 a 10 min.

* Centrifugar a 2000xg durante 10min a 4°C. Resuspender cada botén en 20mL de

solucion para células competentes.
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Repetir la centrifugacion. Resuspender nuevamente cada pastilla en 20mL de solucién
para células competentes y juntar las fracciones en un solo tubo. Incubar en hielo
durante 30min.

Volver a centrifugar. Resuspender el botén en 2.5mL de la solucion para células
competentes.

Tomar alicuotas de 100pL en tubos Eppendorf estériles y congelar en nitrégeno liquido.

Almacenar a -70°C.

4. Transformacién de células competentes

Descongelar una alicuota de células competentes en hielo.

Agregar 1-3pL de plasmido en condiciones de esterilidad e incubar en hielo durante
30min.

En un bano de agua a 42°C, colocar las células durante 45s. Inmediatamente después,
incubarlas en hielo durante 2min.

Agregar medio SOC hasta tener un volumen final de 500uL

Incubar a 37°C durante 2h en agitacion (250rpm)

Centrifugar las células a 400xg durante 5min. Resuspender cuidadosamente en 100uL
medio LB.

Sembrar el cultivo en placas de medio con el antibiético correspondiente e incubar

durante toda la noche a 37°C.

5. Purificacién del plasmido (Sigma-Aldrich GenElute™ Plasmid Miniprep Kit)

Crecer una colonia bacteriana en 5mL medio LB a 37°C durante toda la noche en
agitacion.

Trasferir el cultivo a un tubo Eppendorf nuevo. Centrifugar a 14000xg durante 1 min.
Realizar varios pasos de centrifugacion segun el volumen del cultivo.

Resuspender perfectamente las células en 200uL de Buffer de Resuspencién. Hacerlo
con ayuda de una micropipeta.

Lisar las células agregando 200uL de Buffer de Lisis. Mezclar inmediatamente

invirtiendo el tubo 6 veces. No exceder de 5min la incubacion con el Buffer de Lisis.
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+ Agregar al lisado 350uL de Buffer de Neutralizacion. Mezclar por inversion
cuidadosamente. Centrifugar a 14000xg durante 10min para separar los restos
celulares.

* Mientras tanto, insertar una columna (Gen Elute Miniprep Binding Column) en un tubo
Eppendorf nuevo de 2mL. Agregar 500uL del Buffer de Preparacion de Columna.
Centrifugar a 14000xg durante 1min. Eliminar el sobrenadante.

» Transferir el sobrenadante del paso de neutralizacion a la columna preparada en el paso
anterior. Centrifugar a 14000xg durante 1min. Eliminar el sobrenadante.

» Lavar con 750uL de la Solucién de Lavado (Wash Solution). Centrifugar a 14000xg
durante 1min. Eliminar el sobrenadante. Repetir la centrifugacion.

* Transferir la columna a un tubo nuevo. Para eluir el DNA, agregar 30-50uL de Buffer de

Elucion (Elution Buffer) o Agua desionizada caliente (60°C).

6. Ensayos con DNA

6.1. Buffers de reaccion para las enzimas de restriccion Xhol/EcoRI/EcoRV

Tabla 3. Composicion de los Buffers empleados en la restriccion.

Xhol (NewEngland Biolabs) | EcoRI/EcoRV (Invitrogen)

Buffer 4 (1x) Buffer H (1x)

50mM Acetato de potasio 50mM Tris-HCl pH 7.5

20mM Tris-HCl pH 7.9 50mM NacCl

10mM Acetato de magnesio | 10mM MgCl,

1mM Ditiotreitol (DTT) 1mM Ditiotreitol (DTT)

6.2. Buffers de reaccion para la amplificacion del cDNA

Tabla 4. Composicion del Buffer empleado para la amplificaciéon con la enzima Taq Polimerasa.

OneTaq DNA Polymerase

Standard Taq Reaction Buffer (1x)

50mM KCl

10mM Tris-HCI pH 8.3

1.5mM MgCl
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