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I. RESUMEN

La caracterizacion del transportador de amonio AMT1;1 de Phaseolus vulgaris,
demostré que funciona como un simportador H'/NH,;" y es dependiente de pH.
Andlisis de las mutantes puntuales PVAMT1;1-Q63H y PVAMTL1;1-H211A,
mostraron que mantienen el transporte selectivo de amonio, no obstante los
valores de K, y Vmax S€ incrementan, y no se observa saturacion a altas
concentraciones de NH;" (amonio). Asimismo, estas mutaciones transforman el
transportador en un mecanismo independiente de pH, y los cambios en el
potencial reverso (E,) indican que solo el NH;" es transportado, lo que sugiere que
estas mutaciones puntuales pudieran convertir al co-transportador en un canal
i6nico. En el presente trabajo se utilizé el sistema de expresién heterdloga en
ovocitos de Xenopus laevis, para determinar si dichas mutantes funcionaban como
canal iénico. Para ello, debido a los pocos reportes existentes a nivel de canal
unitario en este sistema, inicialmente se caracteriz6 la actividad endégena de los
ovocitos, los cuales presentan en su membrana plasmatica un canal endégeno de
amonio que exhibe rectificaciéon entrante con una conductancia de g= 96 pS, el
cudl se regula por pH; asi como un canal no rectificante que permea amonio, con
una conductancia de g= 78 pS. Se observo también que el amonio permea al
interior del ovocito a través de posibles canales de K*, los cuales presentaron
valores de conductancia de g= 64pS. En el caso de las mutantes puntuales
PVAMT1;1-Q63H y PVAMT1;1-H211A, no fue posible identificar actividad de canal
de unitario diferente de los enddgenos; probablemente debido a la localizacién
puntuada que presentan estas proteinas en la membrana plasmatica del ovocito.
Sin embargo, al analizar mediante modelado por homologia estas proteinas, se
observd que es posible que estas mutaciones puedan estar involucradas en el
desacople del mecanismo de simporte del transportador, especificamente por la
eliminacion y formacion de puentes de hidrégeno, His63 con Alal39 y Ala211 con
Gly206, respectivamente. Ademas, utilizando el sistema heterdlogo de expresion
de Saccharomyce cerevisiae, se observo, que la mutante PvAMT1;1-H211A posee
una mayor capacidad de absorcién de NH;"y MeA (Metilamonio).



II. INTRODUCCION

Il.1 Phaseolus vulgaris y la fijacion de Nitrogeno

El frijol (Phaseolus vulgaris) es uno de los cultivos mas antiguos del Nuevo Mundo
y en la actualidad es la leguminosa de grano de consumo humano mas importante
(Broughton et al., 2003). El frijol es cultivado y consumido principalmente en
paises en vias de desarrollo, donde es un componente importante en la dieta de
sus habitantes, siendo su mayor fuente de proteinas y calorias (Gepts et al.,
2008). Las principales areas de produccion de frijol son América Latina (con
México y Brasil como los productores mas importantes) y el este de Africa, donde
el consumo per capita es el mas alto en el mundo en paises como Burundi,

Rwanda y Uganda (Broughton et al., 2003).

El nutriente primario limitante en la productividad de las plantas en los
ecosistemas naturales es el nitrégeno, por este hecho, las leguminosas, capaces
de asociarse con bacterias fijadoras de es este elemento, juegan un papel critico

en los ecosistemas y en la agricultura.

Un rasgo distintivo de las leguminosas es su capacidad para desarrollar n6dulos
en las raices y fijar N, atmosférico en simbiosis con bacterias del género
Rhizobium. El mayor aporte de nitrégeno disponible en la bidsfera proviene de la
reduccion biologica del N, atmosférico a amonio (NH4"), llevada a cabo por dicha
simbiosis. Entre 40 a 60 millones de toneladas métricas (Mt) de N, son fijadas por
leguminosas de importancia agricola al afio, otros 3 a 5 Mt son fijados por las
leguminosas en los ecosistemas naturales anualmente (Graham et al., 2003,
Newton, 2000).

Todas las plantas dependen del suministro adecuado de nutrientes, especialmente
nitrégeno. El amonio (NH4") y el nitrato (NOs”) son las principales fuentes de
nitrégeno en la agricultura y en los ambientes naturales, por lo tanto, se requieren

en mayores cantidades que otros nutrientes minerales. En la naturaleza, el amonio



y los nitratos rara vez se encuentran en cantidades iguales, la proporcion
NH,/NO3™ varia considerablemente dependiendo del tipo de suelo (Marschner,
1995); sin embargo, en algunos suelos con alto contenido de humedad, poca
aireacion y un pH acido, la oxidacion no se lleva a cabo y el amonio es la especie
guimica dominante (Forde & Clarkson, 1999).

Las plantas absorben preferentemente NH;", que representa la mayor forma
biodisponible de nitrégeno, debido a que el nitrato, debe ser reducido a amonio en
las células corticales y epidérmicas de la raiz para poder ser metabolizado (Howitt
et al., 2000, Bloom et al., 1992). Esta reaccidén es sumamente costosa en términos
energéticos y procede en dos pasos: la reducciéon de nitrato (NO3") a nitrito (NO3),
gue se lleva a cabo principalmente en el citoplasma por la nitrato reductasa y que
consiste en la transferencia de electrones provenientes del NADH hacia el nitrato;
y como segundo paso, la reduccién del nitrito a amonio en los cloroplastos y

leucoplastos por la enzima nitrito reductasa (Heldt, 2005).
II.2 El transporte de amonio en las plantas

El NH;" es obtenido del ambiente (incluyendo la rizosfera y la atmosfera) via
transportadores de amonio que se encuentran en la membrana plasmatica, tanto
en las células de la raiz como de la hoja. El NH;" esta presente en todos los
compartimentos de la célula, sin embargo su concentracién varia dependiendo del
pH (Nicholls & Ferguson, 1992, Udvardi & Day, 1997, Howitt et al., 2000). El NH,4"
entra a la célula y es asimilado ya sea en el citoplasma a través de la glutamina
sintetasa (GS), o en los plastidos y posiblemente también en las mitocondrias,
después del transporte a estos organelos; ya dentro de ellos, donde el NH;" es
metabolizado, su concentracion puede ser mucho mas baja que el predicho para
el valor de equilibrio. Por lo tanto, las concentraciones de amonio varian
considerablemente en los espacios intra y extracelulares, y dichas variaciones
determinan la velocidad y la forma en la que se lleva a cabo su transporte (Howitt
et al., 2000). Las células tienen un repertorio de transportadores que les permiten



tener un importe eficiente de NH;* en un amplio rango de concentraciones
(Gazzarrini et al., 1999).

La absorcion de NH," por las plantas estd mediada por transportadores de baja
afinidad/alta capacidad y alta afinidad/baja capacidad (Wang et al., 1994). Canales
cationicos no selectivos (Szczerba et al., 2008), canales de potasio (Schachtman
et al., 1992) y algunos miembros de la familia de acuaporinas se proponen como
los mecanismos capaces de mediar la absorcién de baja afinidad de NHa/NH,4"
(Holm et al., 2005). La captacion de alta afinidad se debe a la actividad de los
transportadores de la superfamilia AMT (Ammonium Transporters Family), la cual
ocurre en los rangos micromolar a milimolar (Yuan et al., 2007, Loqué et al., 2009).

[I.3 Familia de transportadores de amonio AMT1;1

La importancia de la familia de proteinas de transporte de Amonio/Permeasa de
Metilamonio/Rhesus (AMT/MEP/Rh), es evidente por la presencia de estas
proteinas en todos los dominios de la vida, desde bacterias hasta humanos
(Pantoja, 2012). Trabajos sobre la absorcion de metilamina (MeA) y NH;" en
Saccharomyces cerevisiae, revelaron que el transporte esta mediado por al menos
dos mecanismos funcionalmente distintos, Mepl y Mep2 (Dubois & Grenson,
1979). La doble mutante (mep-1 mep-2) presenta un crecimiento lento, en medio
gue contiene bajas concentraciones de amonio como Unica fuente de nitrégeno.
También observaron indicios de un tercer sistema de absorcién en levaduras,
Mep3. Los genes que codifican para transportadores de amonio en plantas, fueron
identificados por complementacion funcional de estas mutantes de levaduras con
defectos en la absorcion de alta afinidad de amonio. Empleando la cepa 26972c
de S. cerevisiae (Dubois & Grenson, 1979) que es deficiente en dos sistemas de
absorcion de NH;* (MEP1 y MEP2), el uso de este sistema de expresion
heterdlogo, permitié identificar al primer transportador de amonio de plantas
mediante la transformacion de la mutante con el cDNA de Arabidopsis thaliana
(Ninnemann et al., 1994). El cDNA de AtAMT1, tiene un marco de lectura abierto

de 501 aminoacidos que codifica para una proteina altamente hidrofébica, con 9-



12 regiones putativas que atraviesan la membrana. Mediciones directas de
absorcion, mostraron que la levadura mutante expresando esta proteina, fue
capaz de tomar MeA marcada radioactivamente [**C]. La captacién de MeA se
inhibi6 de manera eficiente por NH;", pero no por K*, lo que indicé que este
transportador era selectivo a NH;" (Ninnemann et al., 1994). En muchos
organismos se han identificado varias copias de genes que codifican para
transportadores de amonio. Las bacterias y archaeas cuentan con dos o mas
genes; las levaduras, cuentan con tres; la planta modelo A. thaliana posee 8
genes y en arroz se han encontrado 10 genes (Wirén & Merrick, 2004). Multiples
copias génicas sugieren la presencia de transportadores con afinidades y
caracteristicas diferentes pero complementarias, que le permiten al organismo

reaccionar ante los cambios y exigencias ambientales (Ortiz-Ramirez, 2010).

Los miembros de esta familia de transportadores comparten muchas propiedades,
entre ellas la alta afinidad (K, en el rango uM), las concentraciones de saturaciéon
de amonio <1 mM y su selectividad por amonio, ya que transportan
exclusivamente NH;" y su analogo metilado, MeA, pero no otros cationes
monovalentes (Gazzarrini et al., 1999, Ludewig et al., 2002; Mayer et al., 2006,
Wood et al., 2006; Sogaard et al., 2009, Ortiz-Ramirez et al., 2011).

La elucidacion del mecanismo de transporte asociado a esta familia de proteinas
es complicada, por el hecho de que el amonio existe en dos formas, NHz y NH,", y
sus cantidades relativas dependen del pH. Estudios estructurales y mutacionales
de proteinas de la superfamilia Amt/Mep/Rh, han permitido un enfoque mas
directo en mecanismos moleculares. Estos estudios han mostrado la existencia de
un sitio de unién bien definido para NH;" en el vestibulo extracelular de la
proteina, pero no da una respuesta clara de cémo estas proteinas llevan a cabo el
transporte de amonio, si lo hacen en su forma cargada NH;" o en su forma neutra
NH3 (Sogaard et al., 2009).

Los andlisis bioquimicos (Ludewig et al., 2003), asi como estructurales mediante la
cristalizaciéon de los transportadores de amonio AmtB de Escherichia coli (Fig. 1,
Khademi et al., 2004) y Amtl de Archaeoglobus fulgidus (Fig. 2, Andrade et al.,



2005), demostraron que los transportadores estan conformados como
homotrimeros altamente estables y conservados, en el que cada monémero se
compone de 11 hélices transmembranales (THMs) que forman un canal central
hidrofébico, que se propone es la via por la cual se lleva a cabo el transporte de

amonio.

Figura 1. Plegamiento tridimensional de AmtB. (A) Representacién de listdn del monémero de
AmtB visto perpendicularmente , la barra vertical (35 A) representa la posicién inferida de la
porcion hidrofébica de la membrana. Las esferas azules representan tres moléculas de NHz. (B)
Vista superficial desde el exterior de un trimero de AmtB. El monémero derecho tiene una
superficie transparente accesible al disolvente, coloreada de acuerdo a su potencial electrostatico
(rojo para negativo y azul para positivo). Las tres esferas azules y la naranja representan
moléculas potenciales de amoniaco y un ion de amonio respectivamente, tomado de Khademi et
al., 2004.

En el poro se observan residuos altamente conservados, en posiciones que
probablemente son cruciales para la funcion del transportador. Este poro putativo
selectivo de amonio esta formado por un sitio de reclutamiento localizado en el
lado periplasmatico, que se cree funciona como un filtro de selectividad, en el cual
existen dos residuos conservados de Ser y Trp (E. coli: S219 y W148; A. fulgidus:
S208 y W137), en donde se discriminan los iones de K* y las moléculas de agua, y
s6lo se une el amonio por la formacion de puentes de hidrogeno con la serina y
residuos vecinos, asi como por el sistema 1 del triptéfano (al que pueden unirse
especificamente cationes). Por debajo de este filtro, se localizan un par de
fenilalaninas, que se asume conforman y funcionan como una compuerta (E. coli:
F107 y F215; A. fulgidus: F96 y F204). La regién central del poro esta constituida
por dos His altamente conservadas en las hélices V y VI respectivamente (E. coli:



H168 e H318; A. fulgidus: H157 e H305), las cuales se sugiere participan en la
desprotonacion del amonio a amoniaco, facilitando el paso del sustrato sin carga.
Finalmente, en el vestibulo citoplasmatico, como resultado del pH ambiental, el
amoniaco es protonado, logrando asi, el transporte neto de NH;" a través de la
membrana (Fig. 3, 4; Khademi et al., 2004, Andrade et al., 2005).

Figura 2. Estructura de Amt-1 de A. fulgidus. (A) Representacién estereoscépica del monémero
de Amt-1. El espesor de la membrana se indica en color gris, con el lado extracelular arriba y el
lado citoplasmatico abajo. Las 11 hélices transmembranales se observan numeradas, el N terminal
se observa en color azul y el C terminal en rojo. (B) Vista extracelular del trimero de Amt-1.
Tomado de Andrade et al., 2005.

Figura 3. Estructura del poro putativo del
transportador Amt-1 de A. fulgidus. Se observan
los residuos conservados que conforman el sito de
reclutamiento (S208 y W137), la compuerta de
fenilalanina (F96 y F204) y la region central (H157 e
H305). Tomado de Andrade et al., 2005.




Figura 4. Mecanismo de transporte sugerido
para AmtB de E. coli en base a su estructura
atdmica. Se muestra el vestibulo de reclutamiento
de NH,", un canal que facilita el paso de NH3, y su
posterior protonacién en el vestibulo citoplasmético
(NH4"). Tomado de Khademi et al., 2004.

A la fecha, distintos mecanismos de transporte de NH,;" se han sugerido para los
transportadores AMt/MEP/Rh. Se ha sugerido que los Amt de bacterias (Khademi
et al., 2004, Zheng et al., 2004) y los RhAG, RhBG y RhCG de humano (Ludewig
et al., 2001), realizan el transporte electroneutro de NHs. En el caso de los AMT de
plantas, se ha sugerido el simporte de NH;*/H* (Ortiz-Ramirez et al., 2011), el
simporte NHz/H* (Mayer et al., 2006, Sogaard et al., 2009), o el uniporte de NH;"
(Ludewig et al., 2002, 2003).

Il.4 Caracterizacién de los transportadores AMT1;1 en plantas

Los transportadores de amonio AMT1 de plantas mostraron ser electrogénicos al
expresarlos en ovocitos de Xenopus laevis, lo que sugiere el transporte de NH;* o
un co-transporte de NHa/H™; sin embargo, el mecanismo de transporte adn
permanece sin elucidarse por completo (Ludewig et al., 2001, 2003). Por esta
razon las investigaciones recientes se han centrado en la caracterizacion de

transportadores AMT1;1 en distintas especies de plantas.

Estudios electrofisiologicos utilizando ovocitos de X. laevis expresando el AMT1;1
de A. thaliana (AtAMT1;1), revelaron que el transporte de NH," por esta proteina

se lleva a cabo de forma pasiva impulsado por los cambios en el potencial de



membrana y que es independiente del pH extracelular. Ademas, la expresion de
AtAMT1;1 en una cepa de levadura deficiente en el transporte enddégeno de NH,"
y en la acidificacién vacuolar, apoya el mecanismo de transporte sugerido para
AtAMT1;1 y revela su papel central en la acidificacion de vacuolas y el
almacenamiento y retencion de NH," en las células (Wood et al., 2006).

El transportador AMT1;1 de Lycopersicon esculentum (LeAMT1;1), funciona como
uniportador de NH4" 0 como co-transportador de su equivalente fisiologico H*/NHs.
Es dependiente de la concentracion de amonio y del voltaje, independiente de pH,
y se induce por deficiencia de nitrégeno (Ludewig et al., 2002, Mayer et al., 2006).

Mediante andlisis de fijacibn de voltaje con dos microelectrodos, Sogaard y
colaboradores (Sogaard et al., 2006), reportaron que al expresar en ovocitos de X.
laevis el transportador de trigo TaAMT1;1, se activaron corrientes entrantes de
NH," y de MeA, las cuales aumentaron cinco veces cuando el pH disminuy6 de
7.4 a 5.5, por lo que concluyeron, que este transportador de amonio era

dependiente del pH extracelular.



[ll. ANTECEDENTES

lll.1 Caracterizacion del transportador AMT1;1 de Phaseolus vulgaris

La estructura del transportador AMT1;1 de Phaseolus vulgaris (PVAMT1;1, Fig. 5),
se model6 utilizando como base la estructura del cristal del transportador de
amonio (AmtB) de E. coli (Fig. 1); en este modelo se observé que la estructura del
poro se mantiene conservada, incluyendo el triptofano y la serina del sitio de
reclutamiento (W181 y Y267), la compuerta de fenilalanina (F140 y F263), asi
como las histidinas de la regién central (H211 e H374, Fig. 6).

Figura 5. Modelaje de PVAMTL1;1
usando la estructura del cristal del
AmtB de E. coli como templado. A)
Modelo homdlogo de Ila estructura
monomerica de PVAMT1;1. B)
Estructura  putativa  trimérica  de
PVAMT1;1. Tomado de Ortiz-Ramirez,
2010.
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La caracterizacion electrofisiologica de PvAMT1;1 demostr6 que este
transportador es dependiente de pH, observandose una mayor actividad a pH
acido, actividad que estuvo asociada con cambios en el potencial reverso y la
acidificacién del citoplasma, lo que indic6 que estaba involucrado en el transporte
de H*, sugiriendo que en el frijol el mecanismo de transporte corresponde a un
simporte de H'/NH," (Fig. 7, Ortiz-Ramirez et al., 2011).

Figura 7. Caracterizacién electrofisiolégica de PvAMT1;1. A) Corrientes activadas por pulsos
de voltaje en ovocitos inyectados con agua (izq), CARN de PVAMT1;1 expuesto a 1mM de NH,"
(der) y sin NH," (centro) a pH 5.5. B) Relacién corriente (1)-voltaje (V) de ovocitos que expresan
PVAMT1;1 expuestos a diferentes concentraciones u M de NH," (ll =0, @ = 20, A =80, ¥ = 250,
4= 1000) o D) con 1mM de N NH," a diferentes pH extracelulares (@ = 8.5, A = 7.5, @l =5.5). C)
Variaciones en los potenciales reversos con distintas concentraciones extracelulares de NH," o E)
diferentes niveles de pH extracelular (l = PvAMT1;1, @ = H,0; las lineas punteadas representan
los cambios esperados de acuerdo a la ecuacién de Nernst). F) Cinética del transporte de NH,"
para PvAMT1;1 a -160 mV y diferentes pH extracelulares (ll = 5.5, A =7.5, @ = 8.5). Tomado de
Ortiz-Ramirez et al., 2011.

11



Reportes previos en miembros de la familia AMT, como LeAMT1;1 (Ludewig et al.,
2002) y AtAMT1;1 (Wood et al., 2006), no mostraron dependencia de pH, con la
excepcion de TaAMT1;1 (Sogaard et al., 2009). Por lo tanto, PvAMT1;1 es el
segundo miembro reportado, en el que la actividad de la proteina esta regulada
por el pH externo (Ortiz-Ramirez et al., 2011).

[1l.2 Mutaciones puntuales en PvAMT1;1

Predecir la funcién de una proteina basandose en la estructura cristalina de una
proteina homéloga, es un método invaluable, sin embargo, esta herramienta no
permite dilucidar por completo los mecanismos de transporte y regulacion. Una
estrategia 0til para estos fines, es la realizacion de mutaciones puntuales en
aminoacidos clave para estudiar como afectan estos la estructura y por lo tanto la

funcién de la proteina (Mayer et al., 2006).

Mutante PvAMT1;1-H125P

Debido a que la caracterizacion electrofisiolégica de PvAMTL1;1 indicé que este
transportador es dependiente de pH, se buscé algun residuo potencial que pudiera
estar jugando un papel esencial en este mecanismo. Al realizar un andlisis de
secuencias, comparando el transportador de P. vulgaris con los AMT1;1 de otras
plantas, se encontré que en el residuo correspondiente al aminoacido 125, el resto
de las plantas presentan una Pro conservada, sin embargo, en frijol este residuo
corresponde a una His; esto fue de gran relevancia, debido a que el grupo
imidazol presente en la cadena lateral de la His, se ve afectado por el pH del
medio; a pH 5 el grupo esta cargado positivamente, es polar e hidrofilico; mientras
gue a pH 7.4 es neutro, apolar e hidrofébico (Rotzschke et al., 2002). Por tal
razon, se cambid esta His 125 por una Ala observandose que la actividad del
transportador disminuyd, sin embargo, al cambiar este residuo por una Arg,
simulando la protonacion de la His, se provocé la estimulacion del transporte de
NH,", sin afectar la K. Interesantemente, estos cambios ocurrieron sin afectar la
dependencia de pH del simportador (Fig. 8, Ortiz-Ramirez et al., 2011). Estos

resultados revelaron que estos residuos no estaban involucrados en la
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dependencia de pH del transportador, por este motivo, se mutaron residuos de His

conservados en el poro putativo.

A pPH7.0 pHS5.5 Figura 8. Mutaciones en His125

HO ~ —~ ~— afectan el transporte de

PVAMT1;1 tipo silvestre, sin

— suprimir la dependencia de pH.

H125R A) Las corrientes entrantes son

activadas por 1mM de NH," en el

< ovocito control (H,O), en un

& __ ovocito expresando la mutante

50s H125A y otro expresando la

mutante H125R a pH 7.0

(izquierda) o pH 5.5 (derecha), a
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B 2007 } _ 150mV. B) Cinética del transporte
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Mutantes PVAMT1;1-H211E y PVAMT1;1-H211A

El cambio de la His 211 por un Glu modificé la funcién de la proteina, haciendo al
mecanismo independiente de pH, ademas, estad pérdida de sensibilidad al pH
externo estuvo acompafiada por una disminucion en su afinidad por el NH;",

causando un incremento en sus valores de Ky, (Fig. 9, Ortiz-Ramirez et al., 2011).
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Figura 9. Propiedades de la mutante PvAMT1;1-H211E. A) Graficas de corriente-voltaje de
ovocitos expresando la mutante PvAMT1;1-H211E expuesto a diferentes concentraciones de NH,"
(m =0, e =0.5 A =5.0) a pH 5.5. B) Cinética de transporte del amonio por la mutante PvAMT1;1-
H211E a distintos pH (m =5.5, A =7.0, e = 8.0). C) Dependencia de voltaje de la K, a pH 5.5 = m,
7.0 = A y 8.0 = e. D) Gréfica corriente-voltaje de ovocitos expresando la mutante PvAMT1;1-
H211E expuesta a ImM de NH," a pH 5.5 =m, 7.0 = A y 8.0 = e. E) Potencial reverso obtenido a
diferentes concentraciones de NH," de ovocitos que expresan la mutante PVAMT1;1-H211E (m) y
ovocitos control inyectados con DEPC/H,O (A). F) Potencial reverso obtenido a tres diferentes
valores de pH extracelular de ovocitos expresando la mutante PvAMT1;1-H211E en presencia (m) 0
ausencia (A) de ImM de NH,". En E y F las lineas punteadas representan la relacién de acuerdo a
la ecuacion de Nernst. Tomado de Ortiz-Ramirez et al., 2010.

Por otro lado, la expresion de la mutante PVvAMT1;1-H211A en los ovocitos,
mostré que el transporte de NH," se mantuvo y fue independiente del pH
extracelular, ademas de no mostrar saturacion del transportador aun a
concentraciones de 20 mM. Los potenciales de inversion variaron de una forma
lineal con el logaritmo de la concentracion de NH,* y fueron muy cercanos a los
predichos por la ecuaciébn de Nernst, lo que indicaba que sélo un ion es
transportado por esta mutante (Fig. 10; experimentos del laboratorio no

publicados).
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Figura 10. La mutante PvAMT1;1-H211A es selectiva a NH," e independiente del pH
extracelular. Gréficas corriente-voltaje en las que se incrementan las concentraciones de NH," en
ovocitos inyectados con PvAMT1;1-H211A a pH extracelular 5.5 A) 6 7.5 D). Las corrientes de
amonio de la mutante PvAMT1;1-H211A muestran una cinética no saturable a pH extracelular de
5.5 B) o 7.5 E). C) Variaciones en el potencial reverso con concentraciones extracelulares de
amonio a pH 5.5.

Mutante PvAMT1;1-Q63H

En la busqueda de residuos de aminoacidos importantes en el mecanismo del
transportador AtAMT1;1, se encontré que al cambiar un residuo de GIn por una
His (AtAMT1;1-Q57H), se provocO una mayor actividad de este transportador
(Loqué et al, 2009), por lo que se realizd esta mutaciébn en el transportador
homologo del frijol y se registrd su actividad.

Al realizar la mutacion Q63H en PVAMT1;1, el transporte de NH;" y su selectividad
se mantuvieron, observandose una disminucién de su afinidad; sin embargo, la
variacion de los potenciales de inversion con la concentracion extracelular de NH,*
fue muy cercana a la predicha por la ecuacion de Nernst, lo que sugeria que el
NH." era el Ginico ion transportado por esta version mutada del transportador, y por
lo tanto, funcionaba distinto al transportador tipo silvestre. También se pudo
observar que al ajustar los valores a una cinética tipo Michaelis-Menten, la K, para
NH;" fue de 3 mM, ademéas de observar que la saturacion de la actividad del
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transportador mutado ocurrié a concentraciones mayores a 20 mM de NH,4" (Fig.
11; experimentos del laboratorio no publicados), en comparacion con la proteina
tipo silvestre que se satura a concentraciones menores a 1 mM (ver Fig. 7). Estos
cambios sugieren que posiblemente esté ocurriendo un cambio en el mecanismo

de transporte de NH;" en el transportador.

Figura 11. La mutante PvAMT1;1-Q63H es altamente selectiva a NH," e independiente del pH
extracelular. A) Gréfica corriente-voltaje en la que se incrementan las concentraciones de NH, en
ovocitos inyectados con PvAMT1;1-Q63H a pH 5.5. B) Variaciones en el potencial reverso con
concentraciones de NH," extracellular. C) Cinética del transporte de amonio para PvAMT1;1-Q63H
a diferentes voltajes.
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IV. JUSTIFICACION

Los transportadores y los canales i6nicos se han considerado estructural y
funcionalmente distintos; experimentalmente, la velocidad del flujo unitario es mas
comunmente utilizado para hacer esta distincion. Por lo general, los canales son
rapidos (de mas de 10° iones s) y los transportadores son lentos (1-1000 iones s°
Y. Estos rangos reflejan las diferentes barreras de energia de los pasos limitantes
para el movimiento del sustrato en los dos tipos de transportadores: baja para la
difusién (cuando todas las puertas estan abiertas) y alta para los reordenamientos
conformacionales (compuerta alterna, Ashcroft et al., 2009). Sin embargo, datos
electrofisiolégicos sugieren que los cambios conformacionales predichos por el
modelo de acceso alternante en el co-transporte, pueden ser menores, y por lo
tanto mas similares a las compuertas de un canal (DeFelice et al., 2007). Como
parte intrinseca de sus mecanismos moleculares, los transportadores pueden
albergar canales. Al interrumpir una compuerta o la comunicacion entre ellas, de
modo de que ambas estén abiertas simultaneamente, un transportador puede
convertirse en un canal (Ashcroft et al., 2009)

En el caso de las proteinas CIC, originalmente clasificadas como una familia de
canales de cloro, ahora se reconoce que esta familia incluye tanto canales de CI’,
como antiportadores CI'/H". De los nueve CIC presentes en el genoma humano, 4
corresponden a canales y 5 son antiportadores. Sin embargo, ambos comparten
algunas propiedades estructurales; aunque la estructura tridimensional se
conserva tanto en los canales como en los transportadores, las secuencias
guardan muy poca similitud entre si y sb6lo se conservan pequefios motivos
correspondientes a las regiones que interactian intimamente con el i6on (Dutzler,
2006). Para esta familia, se ha reportado que mutaciones puntuales en la
secuencia que generan cambios casi imperceptibles en la estructura, resultan en
cambios considerables en la funcion. Mediante estudios electrofisiolégicos se ha
logrado caracterizar varios aminoacidos con importancia funcional dentro de los

canales y transportadores CIC. El primero recibe el nombre de glutamato de la
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compuerta y corresponde al residuo 148 en el EcCICa de E. coli; cuando se muta
este Glu, los canales pierden su dependencia del voltaje y los transportadores se
convierten en canales de cloruro no rectificantes (Bergsdorf et al., 2009, Zdebick et
al., 2008). El segundo aminoacido se conoce como glutamato del protén (E203 en
EcCICa), la mayoria de transportadores de la familia presentan un Glu en esta
posicion. En contraste, todos los canales de la familia presentan una Val en la
posicion equivalente al Glu del proton (Zdebick et al., 2008). En los
transportadores que presentan un Glu en la posicion glutamato del protédn,
mutacion de este residuo por otro cargado, como Asp, reduce las corrientes pero
mantiene la funcion (Zdebick et al., 2008); por el contrario, al mutarlo por un
residuo no cargado, se desacopla el transporte tanto de CI" como de H* (Bergsdof
et al., 2009, Zdebick et al., 2008). En los transportadores CIC de humanos, estas
mutaciones suprimen las corrientes idnicas asociadas con su funcion. El remplazo
de Val por Glu en un canal modifica su transporte, pero no es suficiente para
convertirlo en un transportador (Zdebick et al.,, 2008). Esto sugiere que se
necesitan pocos cambios para modificar una estructura Unica que lleve a cabo

estos dos mecanismos de transporte (Accardi & Picollo, 2010).

En base a las propiedades de las mutantes PvAMT1;1H211A y PvAMT1;1Q63H
del transportador PvAMT1;1, se sugiere que cambios puntuales son responsables
de la modificacion del mecanismo de accioén de la proteina, al convertirla de un co-

transportador a un canal iGnico.
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V. HIPOTESIS

Las mutaciones puntuales H211A y Q63H convertiran al simportador PvAMT1;1 en

un canal iénico.

VI. OBJETIVOS

V1.1 General

Detectar la actividad de canal unitario en las mutantes puntuales del transportador
de amonio de frijol PvAMT1;1-H211A y PvAMT1;1-Q63H.

V1.2 Particulares

* Modelar la estructura del transportador PvAMT1;1 con las mutaciones
puntuales de interés, mediante la técnica de modelado por homologia.

» Caracterizar a nivel de canal unitario los canales presentes en la membrana
de los ovocitos de X. laevis en condiciones relevantes para este estudio.

* Analizar si las mutantes H211A y Q63H tienen actividad de canal idénico
utilizando la técnica de “Patch-Clamp”.

* Confimar la localizacion de PvAMT1;1 y las mutantes, expresadas en
ovocitos de X. laevis mediante TIRFM.

* Confirmar la funcion de PvAMT1;1 y de las mutantes, utilizando el sistema

heterélogo de expresion de S. cerevisiae.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

VII.1 Modelado por homologia de las mutantes puntuales de PvAMT1;1

La estructura 3D de las proteinas se generd mediante el servidor ‘CPHmodels-3.0
- Remote homology modeling using structure guided sequence profiles’ (Nielsen et
al., 2010). Los modelos obtenidos se evaluaron visualmente utilizando como
molde la estructura tridimensional de la proteina Amtl de A. fulgidus con el
programa “UCSF Chimera” (Pettersen et al., 2004). Posteriormente las estructuras
obtenidas se analizaron utilizando los programas “UCSF Chimera” (Pettersen et
al., 2004) y Swiss-PdbViewer (Guex & Peitsch, 1997).

VII.2 Mutantes del transportador PvAMT1;1

Para el desarrollo de este proyecto, se utilizaron las clonas de las mutantes
PVAMT1;1-Q63H y PVvAMT1;1-H211A (cepa E. coli DH5a), las cuales se
generaron previamente en el laboratorio (experimentos del laboratorio no

publicados).

VII.3 Expresiéon heteréloga del transportador PvAMT1;1 en ovocitos de X.

laevis.

Las propiedades electrofisioldgicas del transportador PvAMT1;1 en sus versiones
tipo silvestre y mutante, asi como su localizacibn se obtuvieron mediante su
expresion heterdloga en ovocitos de X. laevis. Para analizar las propiedades de
transporte en este sistema, fue necesaria la sobreexpresiéon del transportador en la
membrana de los ovocitos, para lo que estos fueron microinyectados con el RNA
complementario (RNAc) correspondiente.

VII.3.1 Extracciéon del ADN plasmidico correspondiente al transportador
PVAMT1;1 en sus versiones tipo silvestre y mutantes.
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Para la extraccion del ADN plasmidico se utiliz6 el kit “GeneJET Plasmid Miniprep”
(11356012, Fermentas), como lo describe el protocolo incluido en el paquete. El

ADN plasmidico purificado se almacen¢ a -20 °C.

VII.3.2 Transcripciéon in vitro del ARNc del transportador PvAMT1;1 tipo

silvestre y mutantes, asi como fusionados a la EGFP.

Para obtener el ARNc (ARN complementario) del transportador PvAMT1;1, y de
las mutantes PVAMT1;1-Q63H, PVAMTL1;1-H211A, asi como de las proteinas
correspondientes fusionadas con la proteina verde fluorescente (PvVAMT1;1::EGFP
y PVAMTL1;1-Q63H::EGFP, ya que debido a problemas en la clonacion no se
obtuvo la construccion PvAMT1;1-H211A::EGFP) fue necesario linearizar el ADN
plasmidico mediante una digestion con la enzima Mlu | (Fermentas, México),
utilizando el buffer R (Fermentas, México) a 37 °C durante toda la noche. La
digestion se detuvo agregando 1 pl de EDTA 0.5 M, y el ADN se precipitd
agregando 2 ul de Acetato de Sodio (NaAc) 3 M y 2 voliumenes de Etanol frio al
100 %, enfriamiento a —20 °C al menos 30 min y centrifugacion a 14,000 rpm a 4
°C por 20 min. El sobrenadante se removié y la pastilla de ADN se resuspendi6 en
agua libre de nucleasas tratada con dietil pirocarbonato (DEPC) al 0.05 %.

La reaccion de transcripcién in vitro se llevdo a cabo utilizando el paquete
“mMessage mMachine” (Ambion 2130, Woodward St. Austin TX USA). Se
prepararon alicuotas de 1 pl del ARNc y se almacenaron a -80 °C para evitar su
degradacion.

La cantidad obtenida de ARNc en la reaccion se cuantificd a una longitud de onda
de 260 nm utilizando el espectrofotbmetro Nanodrop 2000 (THERMO Fisher
Scientific Inc.). La integridad del ARNc se comprobé mediante su separacion en
geles de agarosa al 1% conteniendo formaldehido (Apéndice A). Las muestras se
incubaron por 15 min a 65 °C y se transfirieron inmediatamente a hielo para
eliminar la formacion de estructuras secundarias. Las muestras se cargaron en los
pozos del gel y se resolvieron a 50 V durante 1 h. El ARNc se visualizé utilizando
el fotodocumentador “Gel Doc XR+ System” (Bio Rad).
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VII.3.3 Extraccion y remocién de las células foliculares de los ovocitos de X.

laevis.

Para la obtencion de los ovocitos, la rana se anestesié exponiéndola por 30 min a
una solucién de 1.2 g de tricaina (Ethyl-m-aminobenzoato acido sulfénico; Sigma-
Aldrich, Toluca, México) disuelta en 750 mL de agua corriente. A la rana
anestesiada se realizé una pequefia incisibn en la piel en la parte baja del
abdomen con un bisturi y se cortd el masculo para tener acceso a los ovocitos que
se encuentran en los I6bulos de los ovarios. Mediante una pinza se localizaron y
se extrajeron los ovocitos. Cuando se obtuvo un nimero adecuado de ovocitos,
los ovarios se colocaron dentro de la cavidad abdominal y se suturo la incisién
empleando hilo quirdrgico sintético (ATRAMAT, México), empezando por el
musculo y terminando en la piel, teniendo cuidado de no dejar burbujas de aire
entre la piel y los musculos abdominales. La rana se colocé en agua corriente para
su recuperacion. Los ovocitos obtenidos se colocaron en una caja Petri con
solucién ND96 libre de calcio (Tabla 1).

Los ovocitos obtenidos contienen células foliculares que los rodean y los
mantienen unidos dentro de los ovarios; para facilitar su liberacion, se colocaron
en solucion ND96 libre de calcio a la que se le agregaron 0.5 mg/mL de
colagenasa (Sigma-Aldrich, Toluca, México) y se incubaron en agitacion constante
por 20 min a temperatura ambiente. Los ovocitos se enjuagaron varias veces con
solucion ND96 libre de calcio para eliminar la solucién con colagenasa, y se
colocaron nuevamente en una caja Petri con la misma solucién. Los ovocitos se
mantuvieron a 17 °C durante 4 h en una camara de incubacion (Boekel Scientific
MiniFridge 1l 260009, Roanoke, Virginia, U.S.). Las células foliculares que no se
removieron con el tratamiento de colagenasa, fueron retiradas manualmente con
ayuda de un microscopio estereoscépico y pinzas de punta muy fina. Finalmente,
los ovocitos se colocaron en solucibn ND96 con calcio 1.8 mM (Tabla 1) y se
mantuvieron a 17°C durante toda la noche.
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Tabla 1. Medios ND96 para ovocitos de X. laevis.

‘ ND96 s/Ca”* ND96 c/Ca** ND96 Recuperacion

Reactivo Concentracion Reactivo Concentracion Reactivo Concentracion
NaCl 82.5 mM NacCl 96 mM Gentamicina 50 ug/mL
KCI 2.5 mM KCI 2 mM Piruvato 2.5 mM
MgCl, 1mM CaCl, 1.8 mM

HEPES 5mM MgCl, 1 mM Se utiliza ND96 c/Ca’* para

HEPES 5 mM hacer la solucién
pH 7.5 ajustado con NaOH pH 7.6 ajustado con NaOH

Todas las soluciones deben tener de 0.240-0.260 Osmol/Kg

VII.3.4 Microinyeccion del ARNc del transportador PvAMT1;1 en los ovocitos
de X. laevis

Para la microinyeccion del ARNc, primero se seleccionaron los ovocitos en
estados V-VI de la ovogénesis, en los cuales se visualizan los polos animal y
vegetal bien definidos (negro y amarillo, respectivamente) y con el borde entre
ambos bien delimitado. Estos ovocitos se colocaron en una caja Petri con el fondo
rayado (para evitar su movimiento durante la microinyeccion) y solucion ND96 con
calcio 1.8 mM. Utilizando un microscopio estereoscopico y un Nano inyector
(Drummond Scientific Co., Broomall, PA), se realiz6 la microinyeccion del ARNc en
el polo animal, teniendo cuidado de no dafiar demasiado la membrana. Los
ovocitos microinyectados se transfirieron a una caja Petri con medio ND96 de
recuperacion (Tabla 1) y se incubaron a 17 °C en una camara de incubacion
durante 4 a 6 dias (Boekel Scientific MiniFridge Il 260009, Roanoke, Virginia,
Uu.s.).

VIl.4 Fusiones traduccionales de las mutantes a la proteina verde
fluorescente

Para la fusion de las mutantes de interés a la proteina verde fluorescente
modificada para aumentar su expresion (EGFP), se amplifico el gen AMT1;1 (tipo

silvestre y mutantes) mediante el protocolo de la reaccidbn en cadena de la
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polimerasa (PCR), utilizando el paquete “Phusion High-Fidelity DNA Polymerase”
(THERMO Fisher Scientific Inc.) que es de alta fidelidad y garantiza evitar posibles
mutaciones en la secuencia. Para amplificar el fragmento de 1503 pb
correspondiente al PvAMT1;1 se utilizaron oligonucleotidos especificos (Tabla 2).
Asimismo, estos oligonucledtidos sirvieron para agregar al gen amplificado los
sitios de restriccion BamHI (rio arriba del coddn de inicio del gen) y EcoRI (rio
abajo del término del gen), necesarios para su clonacion en el vector pOO2, el
cual porta la proteina EGFP (Fig. 10). La amplificacion se llevo a cabo empleando
un termociclador de gradientes “MJ RESEARCH PTC-200 PELTIER THERMAL

CYCLER” (Hercules, Cal.) utilizando el programa mostrado en la Tabla 3.

Tabla 2. Oligonucleétidos para la amplificacion y adicion de sitios de restriccion BamHI y
EcoRl al gen PvAMT1;1

Nombre  Oligonucleétido Secuencia
AMT- Sentido CGGGATCCATGTCGCTGCAAACTTGTTCG
41 76.94 56.1
BamHI (5'-3") GCGGACCAACTA
AMT- Antisentido CGGAATTCAGAACCACCACCCTCATCAGTG
41 76.94 56.1
EcoRlI (5’-3) GTGGGAGTGGA

Figura 12. Mapa de restriccion del vector pOO2. Se muestran los sitios de restriccion de interés,

y la EGFP fusionada entre los sitios EcoRI y Pstl.
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Tabla 3. Programa para la amplificacion del transcrito de PvAMT1;1

1 1 98 °C 3 min
2 35 98 °C 30s
64°C 30s
72°C 3 min
3 1 72°C 10 min
4 1 4°C oo

Los productos de PCR obtenidos fueron purificados con el paquete “Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System” (Promega, USA) y se sometieron a una doble
digestion utilizando las enzimas referidas. Estos fragmentos, se ligaron al vector
pOO2::EGFP (previamente purificado y linearizado mediante digestiéon con BamHI
y EcoRl), utilizando la enzima T4 DNA Ligasa (THERMO Fisher Scientific Inc.,
Tabla 4).

Tabla 4. Reaccidn para la ligacién mediante T4 DNA Ligasa.

Reactivo Concentracién

Vector linearizado 100 ng
Inserto de DNA Relacion molar 1:3 sobre el vector
Buffer 10X T4 DNA Ligasa 2L
T4 DNA Ligasa 1U
Agua libre de nucleasas Aforar a 20 pL

Seincubé 1 h a 22°C y posteriormente se inactivé a 70°C por 5 min.

Los productos de la ligacién se utilizaron para transformar células de E. coli
mediante el siguiente protocolo:2 pL de la reaccion de ligacién se pusieron en
contacto con células electrocompetentes DH5a y se sometieron a un pulso
eléctrico de 2.5 kV por 25 mS empleando el electroporador “MicroPulser
Electroporator” (Hercules, CA, USA), después del choque eléctrico las células se
recuperaron por una hora en medio LB a 37 °C y agitacién constante y 200 uL de
estos cultivos se dispersaron en cajas Petri con medio LB suplementado con

Ampicilina (50 yg/mL) como marcador de seleccién y se incubaron a 37 °C durante
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toda la noche. Las colonias resultantes se inocularon en 5 mL de medio LB
selectivo liquido y se dejaron crecer durante toda la noche a 37 °C en agitacion
constante. A partir de estos cultivos, se extraj6 ADN utilizando el paquete
“GenelJet Plasmid Miniprep” (THERMO Fisher Scientific Inc.), que se someti6é a
una triple digestion con las enzimas BamH1, EcoR1 y Psl1 (Fermentas) para
corroborar la clonacion de los fragmentos y descartar falsas-positivos. Para
verificar las fusiones, el ADN de los plasmidos recombinantes se secuencié en la

unidad de sintesis del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

VII.5 Analisis de la expresiéon de los transportadores AMT fluorescentes por
Microscopia de la Reflexién Interna Total de la Fluorescencia (Total Internal
Reflection Fluorescence Microscopy, TIRFM)

Para observar la localizacion del transportador en los ovocitos de X. laevis, se
utilizé la técnica de Microscopia de la Reflexion Interna Total de la Fluorescencia
(TIRFM, Apéndice B). Se utilizaron ovocitos expresando las construcciones
PVAMT1;1::EGFP y PvAMT1;1-Q63H::EGFP, de 4 a 6 dias después de la
microinyeccion del ARNc. Se utilizé el microscopio Olympus 1X81 del Laboratorio
Nacional de Microscopia Avanzada del Instituto de Biotecnologia de la UNAM, con
un objetivo de inmersién en aceite 100X y NA (apertura numérica) 1.49. Las
imagenes se tomaron con una cdmara Andor IXON 3 con un lente de transferencia
de 1.6X, en las modalidades de campo claro, campo completo (“wide-field”) y
TIRFM.

VII.6 Andlisis electrofisiolégicos mediante la técnica de fijacion de voltaje

con dos microelectréodos

Para verificar la expresion funcional de las proteinas mutantes H211A y Q63H, en
la membrana plasmatica de los ovocitos de X. laevis posterior a la inyecion del
ARNCc, se utilizé la técnica de fijacion de voltaje con dos microelectrédos. Esta
técnica permite cuantificar el flujo de iones a través de la membrana celular, el
cual se mide en forma de corriente eléctrica, mientras que el potencial de

membrana se mantiene bajo control experimental constante (Rudy & Iverson,
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1992), empleando el amplificador “GeneClamp 500B” (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). Los microelectrédos utilizados en estos experimentos, se hicieron
a partir de capilares de borosilicato (Sigma, P-152) y se llenaron con una solucién
de KCI 3 M. Los protocolos de voltaje y la toma de datos se controlaron con el
programa Clampex y el andlisis de datos se llevo a cabo con el programa Clampfit
incluidos en el paquete pClamp 10 (Axon CNS, Molecular Devices, Sunnyvale,
CA).

VII.7 Registro de la actividad de canal unitario de la membrana plasmética de
los ovocitos de X. laevis que expresaron las diferentes versiones del
transportador PvAMT1;1

La actividad eléctrica de las mutantes Q63H y H211A de PVAMT1;1, se registro de
4 a 6 dias después de la microinyeccién del ARNc; el registro se llevé a cabo
mediante la técnica de fijacion zonal del potencial de membrana (“Patch-Clamp”),
la cual permite la medicion de los flujos i6nicos a través de canales individuales
presentes en la membrana. En esta técnica se utiliza un sélo electrodo, lo que
permite mantener el voltaje en un nivel constante, mientras que los cambios en la
corriente se registraron empleando el amplificador Axoclamp 200B (Axon CNS,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA), conectado a una computadora PC a través
del convertidor analdgico-digital Digidata 1550A (Axon CNS, Molecular Devices).
Los microelectrédos de borosilicato (Sigma, P-152) fueron llenados con una
solucion conteniendo 50 mM NH,4CI, Mes 5 mM, CaCl, 1 mMy MgCl, 1 mM a pH
5.5. Un electr6do de Ag/AgCl en contacto con esta solucién conduce los cambios
eléctricos a un amplificador de fijacién de voltaje. ElI microelectrodo se presiona
contra la membrana celular y se aplica succion para absorber un pequefo parche
de la membrana en la punta de la pipeta/electrédo, lo que forma un sello
eléctricamente estable (giga-sello). Esta técnica se utilizé en las modalidades de
célula unida (“Cell attached”) y parche de membrana con la orientacion invertida
(“Inside-out”), donde el parche de la membrana se separa de la célula y se expone
la superficie intracelular de la membrana a la solucién del bafio, que a su vez

puede cambiarse por diferentes soluciones. Los protocolos de voltaje y la
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adquisicion de datos se controladron con el programa Clampex (Axon CNS,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA). El analisis de datos se llevé a cabo con el
programa Clampfit incluidos en el paquete pClamp 10 (Axon CNS, Molecular
Devices) y con el programa OriginLab 8.1 (OriginLab Corporation). Para evitar la
corriente de ruido, los registros se filtraron utilizando un filtro de paso bajo (“Low-
Pass 8-Pole Bessel”), el cual permite el paso de las sefiales con una frecuencia
inferior a la frecuencia de corte y atenua las sefales con frecuencias superiores a
la misma, conservando la forma de onda de las sefiales filtradas en la banda de

paso.

VII.8 Ensayos de complementacion del crecimiento en el sistema de

expresion heterdlogo de S. cerevisiae

Para tener una aproximacion experimental del comportamiento del transportador
tipo silvestre y las mutantes, se utilizo la técnica de complementacion de funcion
en levadura. Esta técnica consiste en tomar una levadura “knock out” para un gen
0 grupo de genes conocido, en este caso los genes Mep mep-14, mep-24, mep-
3A (Loqué et al., 2007) y transformarla con una construccidon que posea un gen
homodlogo con funcion similar (PvAMT1;1), lo que nos permite evaluar si el gen
introducido produce una proteina capaz de complementar la mutacion y revertirla a

tipo silvestre

VII.8.1 Generaciobn de las construcciones PpYEP352::PVvAMT1;1,
PYEP352::PVvAMT1;1-Q63H y pYEP352::PvAMT1;1-H211A

Para llevar a cabo la expresion de los genes de interés se utilizé el vector
lanzadera Levadura/E. coli YEP352 (Fig. 13). Los oligonucleétidos utilizados para
amplificar estos genes tienen regiones que permiten que el vector integre el
producto de PCR a su secuencia mediante recombinacion homologa in vivo (Tabla
5).

Se lineariz6 el vector YEP352 con la enzima Pstl (Fermentas, México),
posteriormente se realizé una amplificaciéon del ADN de PVvAMT1;1 tipo silvestre y
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mutantes empleando los oligonucledtidos referidos (Tabla 5) con ayuda del
termociclador de gradientes “MJ RESEARCH PTC-200" (Hercules, Ca) utilizando
el programa detallado en la Tabla 6. Los productos de PCR obtenidos se
purificaron con el paquete “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega,
USA).

La cepa de levadura BW3la (MATa leu2-3/122 ura3-1 trpl-1 his3-11/15 ade2-1
canl-100 GAL SUC2 mall0 enal-4D::HIS3 nhal:LEU2), se utiliz6 para expresar
las  construcciones  pYEP352::PvAMT1;1, pYEP352::PVvVAMT1;1-Q63H vy
pYEP352::PVvAMT1;1-H211A, utilizando el protocolo de transformacion de LiAc
(Apéndice C).

PstI (58)
|
| |

o

|
\ac promoter

| M13
wi3rey” My

YEp352
5181 bp

Figura 13. Mapa de restriccion del vector lanzadera YEp352. Se muestran las caracteristicas
del vector; asi como el sitio de restriccion Pstl, el cual se utiliza para linearizarlo.

Tabla 5. Oligonucledétidos utilizados para la recombinacién homéloga in vivo. En rojo se
muestran las secuencias que permiten la recombinacién con el vector.

GTACATTATAAAAAAAAATCCTGAA

FYEP352 Sentido

CTTAGCTAGATATTATGTCGCTGCA 60 56 32
JAMT1:1 (5-3")

AACTTGTTCG

CTCCCACCACTGATGAGTGACATG

RYEP352 Antisentido
o~ CAAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTT 60 59 55
IAMT1;1 (5-3)
ACAACGTCGTG
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Tabla 6. Programa para la insercion de los sitios requeridos para la recombinacién

homélogain vivo

1 1 98 °C 30s
2 35 98 °C 10's
55 °C 30s
72°C 30s
1 72°C 5 min

4 1 4°C w0

Para seleccionar las células transformadas, se utilizaron placas de medio YNB
“Yeast Nitrogen Base” (YNB sin aminoécidos 6.68 g/L, glucosa 20 g/L, agar 20
g/L) suplementado con His, Leu, Trp, Uracilo y Adenina (5 yg/mL cada uno). Para
confirmar que las construcciones se encontraban insertadas correctamente, se
realizaron PCRs de colonia, utilizando los oligonucleétidos referidos en la Tabla 5
en combinacion con los oligonucledtidos internos descritos en la Tabla 7.

La cepa DH5a de E. coli, se utiliz6 como hospedero del ADN plasmidico obtenido
de las levaduras transformadas mediante el método “Lazy Bones” adaptado de
Kaiser et al., 1994 (Apéndice D), creciéndose en medio LB con ampicilina (50
pMg/mL) a 37 °C. EI ADN plasmidico se extrajo utilizando el paquete “GeneJET
Plasmid Miniprep” (Fermentas), y se mandé a secuenciar a la unidad de sintesis
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Las secuencias fueron analizadas
mediante el programa BioEdit 7.2.5 (Ibis Biosciences).

Tabla 7. Oligonucleétidos internos utilizados para la comprobacion mediante PCR de

colonia.
F- Sentido
20 55.9 60
INPVAMTL:1 (5'-3) CGTTAGTCGTGCTCGGAACC
. o
Antisentido A CAACCGGCTGTGATGG 20 57.9 65
INPVAMT1:1 (5'-3)
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VIl.8.2 Ensayos de complementacién del crecimiento de S. cerevisiae
mutante DL1.

Para los ensayos de crecimiento se utilizé la cepa de levadura DL1 (meplA,
mep24, mep3 y gaplA, Loqué et al., 2007), la cual se transformd con el ADN de
las  construcciones pYEP352::PvAMT1;1, pYEP352::PvAMT1;1-Q63H vy
pYEP352::PvAMT1;1-H211A usando LIAC (Apéndice D). Las diferentes cepas se
seleccionaron en medio YNB soélido (239210, Difco). Para los ensayos de
crecimiento, las células se precultivaron en YNB liquido toda la noche, el cultivo se
ajustd a una D.O.g00 de 0.05 y se diluyé 10", 102, 10° , y 10™ en agua milli-Q
estéril. Las diluciones se utilizaron para realizar las pruebas de gota en placas de
YNB sélido sin aminoéacidos y sin fuente de amonio. Las cajas de ensayo se
prepararon con diferentes concentraciones de NH.Cl, para los ensayos de
complementacién del crecimiento y (NH4).SO4 para los ensayos de absorcién de
MeA. Después de 4 dias de incubaciébn a 30 °C, el crecimiento celular se
documento utilizando el fotocumentador Gel Doc XR+ System (Bio Rad), mediante
el escaneo de la placa a 600 dpi en el modo de escala de grises. También se
realizaron cinéticas de crecimiento en medio liquido, utilizando YNB sin
aminoacidos (Medio minimo para levaduras, 291940, Difco) y YNB sin
aminodacidos y sin sulfato de amonio (233520, Difco), suplementado con NH4CI 0.5
mM. La densidad Optica de las muestras se midi6 a 650 nm cada 6 h por un
periodo de 120 h.
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VIIl. RESULTADOS

VIIl.1 Posible efecto de las mutaciones puntuales en la estructura de
PVAMT1;1

Para entender el posible papel que desempefian las mutaciones puntuales en el
mecanismo de transporte de PvAMT1;1, se compar6 la estructura de la proteina

silvestre contra las mutantes, mediante la técnica de modelado por homologia.

La proteina modelada del transportador AMT1;1 del frijol se obtuvo mediante el
servidor “CPHmodels-3.0” (Nielsen et al., 2010) y fue comparada con la estructura
tridimensional de A. fulgidus, debido a que a diferencia de la estructura de E. coli
(Fig. 1), en la estructura de A. fulgidus (Fig. 2) fue posible cristalizar el carboxilo
terminal de la proteina. El modelo que se obtuvo para PvAMT1;1 con el servidor
(Fig. 14A) parece ser bastante confiable, ya que se pueden observar las 11 a
hélices transmembranales, un dominio N-terminal extracelular y un dominio C-
terminal citopldsmico, lo que concuerda con el modelo previamente realizado para
este transportador (Ortiz-Ramirez, 2010). Al superponer el modelo obtenido de
PVAMT1;1 con el de A. fulgidus mediante el programa “UCSF Chimera” (Pettersen
et al., 2004, Fig. 14B), se observé que fueron muy similares, sélo se observaron
diferencias en las asas extra e intracelulares, sin embargo se sabe que la
disposicion espacial de estas es dificil de predecir; lo que sugiere que es un buen
modelo para realizar los estudios posteriores de las mutaciones puntuales, asi

como para obtener el modelo de las mismas.

Para analizar el posible efecto que las mutaciones puntuales PvAMT1;1-H211A y
PVAMT1;1-Q63H pudieran tener sobre la estructura del transportador AMT1;1 del
frijol, primero se observo utilizando el programa “UCSF Chimera” (Pettersen et al.,
2004), si las mutaciones puntuales tenian algun efecto en la estructura
tridimensional de la proteina, por lo que los modelos obtenidos de las mutantes se
sobrepusieron en el modelo obtenido para PvAMT1;1. Como puede observarse en
la Figura 15, ninguna de las proteinas mutantes exhibié cambios estructurales a
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este nivel, observandose diferencias exclusivamente en las asas extra e
intracelulares, sin embargo, como ya se menciond, la disposicién espacial de
estas es dificil de predecir, por lo que no puede asegurarse que el cambio
observado sea resultado de la mutacién puntual.

Figura 14. Estructura tridimensional modelada del transportador PvAMT1;1. (A) Modelo de
PVAMT1;1 obtenido por el servidor CPHmodels-3.0 (Nielsen et al., 2010), se observan en verde las
a hélices transmembranales y en gris las asas extracelulares (arriba) y citoplasmaticas (abajo). (B)
Superposicién de la estructura de PvAMT1;1 (verde) y AfAmtl (morado) con el programa UCSF
“Chimera” (Pettersen et al., 2004).

Para determinar si las hélices transmembranales que conforman el transportador
se vieron afectadas por las mutaciones puntuales, se utilizé el servidor TMHMM
v.2.0 (Krogh et al., 2001), sin embargo a este nivel tampoco fue posible observar
cambios estructurales, ya que las regiones transmembranales de las mutantes
mantuvieron una estructura similar a la silvestre (Fig. 16). No obstante, se decidi6
observar si a nivel molecular, se presentaron modificaciones en las interacciones
entre estos residuos, mediante el uso del programa “Swiss-PdbViewer” (Guex N. &
Peitsch MC., 1997). Para este andlisis, fue necesario llevar a cabo la minimizacién
de energia de las proteinas, con lo que se optimiz6 su estructura y se aproximaron
a las conformaciones mas estables de las mismas. En el caso de la GIn 63, que se
localiza en el dominio transmembranal |, se observa que en PVAMT1;1 este
residuo forma un puente de hidrégeno con la Ala 139, la cual se localiza en el

dominio transmembranal Ill. Al simular la mutacién del residuo Gln 63 por una His,
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se observé que este potencial puente de hidrégeno con la Ala 139 se desestabilizd
(Fig. 17), ya que la cadena lateral de la His no es capaz de mantener esta

interaccion.

Figura 15. Sobreposicion de los modelos de las mutantes puntuales PvAMT1;1-H211A y
PvVAMT1;1-Q63H con el modelo de la tipo silvestre. (A) Mutante H211A (azul) y tipo silvestre
(verde). (B) Mutante Q63H (rojo) y tipo silvestre (verde). Los circulos muestran las posiciones de
los residuos 211 y 63 en A y B, respectivamente. Para hacer evidentes las mutaciones, ambas
estructuras se muestran en diferente perspectiva. Superposiciones realizadas con el programa
“UCSF Chimera” (Pettersen et al., 2004).

Figura 16. Hélices transmembranales predichas para el transportador PvAMT1;1 tipo
silvestre y mutantes. Modelos obtenidos para A) PvAMT1;1 tipo silvestre, B) mutante Q63H y C)
mutante H211A (de estas Ultimas, s6lo se muestra el resumen de las predicciones). Modelos
obtenidos mediante el servidor TMHMM v.2.0 (Krogh et al., 2001).
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En el caso de la His 211, que se localiza en el dominio transmembranal V, segun
el modelo obtenido para PvAMT1;1 se observo libre de interacciones con residuos
vecinos. Esto, debido a que se sugiere que esta His esta involucrada en la
desprotonacién del amonio, por lo que debe permanecer libre para interaccionar
con este cation (Khademi et al., 2004, Andrade et al., 2005). Al simular la mutacién
por una Ala, se observo la posible formacién de un puente de hidrégeno con la Gly
206 (Fig. 18).

Figura 17. Posibles cambios
estructurales de la mutante
PVAMTL1;1-Q63H. Se observa la
GIn 63 (azul) y el puente de
hidrégeno potencial con la Ala
139 (rosa). La mutante His 63
(morado) no forma enlaces con
residuos de la hélice vecina.

Figura 18. Posibles cambios
estructurales de la mutante
PVAMT1;1-H211A. Se muestra el
posible puente de hidr6geno que
se forma cuando la His (azul) se
sustituye por una Ala (morado) la
cual podria interaccionar con el
residuo Gly 206, a diferencia de la
tipo silvestre.
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VIII.2 Caracterizacién electrofisiolégica de un canal endégeno de amonio en

la membrana plasméatica de los ovocitos de X. laevis.

Como cualquier sistema de expresion heterdlogo, el uso de los ovocitos de X.
laevis requiere la ausencia de proteinas enddgenas similares, en este caso la
ausencia de canales i6nicos permeables al NH4". Sin embargo, en estudios
previos se ha reportado, que los ovocitos de X. laevis presentan en su membrana
plasmatica canales selectivos a Na*, K*, Ca?" y CI" activados por voltaje, estimulos
mecénicos, Ca?* o cambios en el volumen celular (Weber, 1999). El catién NH,",
tiene un radio idnico similar al K*, pero es mas grande que el H3O", Li* y Na*, y
mas pequefio que el Rb" y el Cs’ (Ksenzhek & Volkov, 1998). Por otra parte,
Cougnon y colaboradores, reportaron que los canales de Na* y K* son permeables
a NH4"; sin embargo, los registros de estos canales sélo se han reportado a nivel
de corrientes macroscopicas (Cougnon et al., 1996). A nivel de canal unitario, sélo
existen reportes de los canales ‘Stretch-Activated’ (SA), los cuales son permeables
al NH4", con una conductancia (g) de 76 pS (Yang & Sachs, 1990). También han
sido reportados canales de cloro inactivados por calcio (CalC) con una g= 90 pS
(Reifarth et al., 1997); asi como canales de calcio tipo T y tipo N con
conductancias calculadas de 9 pS y 18 pS, respectivamente (Lacerda et al., 1994).
Debido a esto y para conocer qué tipo de canales ibnicos se encuentran en los
ovocitos de las ranas del laboratorio, fue necesario realizar la caracterizacion de
los canales enddgenos de la membrana de los ovocitos de X. laevis en las
condiciones de registro a utilizar en la caracterizacion de las mutantes de
PVAMT1,;1.

Utilizando la técnica de fijaciébn de voltaje con dos microelectrédos (TEVC) en
ovocitos control (inyectados con agua-DEPC), se observd que al exponerlos a
distintas concentraciones de amonio (0 mM, 1 mM, 5 mM, 10 mM y 20 mM) se
activaron corrientes entrantes, las cuales fueron mas activas conforme el medio se
alcaliniz6 (Fig. 19). Estos resultados indicaron que las corrientes entrantes

registradas a pH neutro-alcalino cuando el amonio se emple6 como catién
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principal, correspondian al movimiento de este catién hacia el interior del ovocito,

actividad que disminuyé a pH éacido.
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Figura 19. Corrientes macroscdpicas inducidas por NH,CI| y reguladas por pH en
ovocitos de X. laevis inyectados con agua-DEPC. Corrientes registradas a pH
extracelular 5.5 A) o pH 7.5 B).

Las corrientes macroscopicas activadas por amonio antes descritas, se
observaron a nivel de canal unitario mediante la técnica de “Patch-Clamp”, en la
modalidad de célula unida (“Cell attached”), utilizando NH,CI 30 mM en la pipeta y
NH4CI 50 mM en el bafio y aplicando protocolos de rampas de voltaje de -120 mV
a 120 mV a pH extracelular de 5.5y 7.5. A este nivel, se observo el mismo efecto
mostrado por las corrientes macroscopicas (Fig. 20). Lo anterior indica, la
presencia de un canal de NH;" en la membrana plasmatica de los ovocitos de X.
laevis, cuya actividad, podria interferir con el posterior estudio de las mutantes
puntuales del transportador de amonio AMT1;1 de P. vulgaris; por lo tanto, fue

necesario caracterizar este canal endégeno a nivel de canal unitario.
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Figura 20. Actividad de canal unitario inducida por la presencia de NH4,Cl en ovocitos
inyectados con agua-DEPC. A) pH extracelular 5.5, B) pH extracelular 7.5. Registros realizados
en la modalidad de célula unida (cell attached), aplicando protocolos de rampas de voltaje de -120
mV a 120 mV, utilizando NH4CI 30 mM en la pipeta y NH,Cl 50 mM en el bafio. Ancho de banda 5
kHz y frecuencia de muestreo 20 kHz.

La actividad de los canales ionicos a nivel de canal unitario es de naturaleza
aleatoria. La apertura y cierre del canal se refleja en aumentos y disminuciones
repentinas en la magnitud de la corriente registrada. La actividad que aparece en
un registro de canal unitario corresponde a eventos cuadrados que representan
transiciones finitas entre los estados cerrado (no conductor) y abierto (conductor)
del canal. La amplitud del evento corresponde a la intensidad de la corriente que
atraviesa un canal Unico. Si en el registro hay dos canales activos, se observan
pulsos de intensidad unitaria y doble, estos ultimos corresponden a la apertura
simultdnea de los dos canales. Cabe mencionar, que en las configuraciones de
célula unida (“Cell attached”) y parche de membrana con orientacidén invertida
(“Inside-out”), las corrientes positivas observadas en estos registros corresponden
al movimiento de cationes hacia el interior de la célula (corrientes entrantes);
mientras que las corrientes negativas que exhiben los registros, reflejan el flujo de

cationes hacia el exterior de la célula (corrientes salientes).

La medida de la corriente i6nica que fluye por un canal es facilmente calculable en
un registro de canal unitario, basta con medir la diferencia de amplitud entre el
estado cerrado (linea base) y el estado abierto. Conociendo la corriente unitaria (i)
y el voltaje aplicado (V), la conductancia unitaria (g) se calcula utilizando la ley de
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Ohm: g = i/V. Sin embargo, este procedimiento debe realizarse en una poblacién
estadisticamente significativa de eventos de apertura y cierre, para asi obtener un
valor preciso de la corriente unitaria que fluye a través del canal a un determinado
voltaje. En el caso de los ovocitos de X. laevis, la actividad de canal unitario fue
muy baja, por lo que se obtuvieron pocos eventos por registro, lo que impidié
obtener resultados estadisticamente significativos (Fig. 21).
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Figura 21. Actividad de canal unitario generada por pulsos de voltaje en ovocitos inyectados

con agua-DEPC. Registros realizados en la modalidad de célula unida (cell attached), aplicando
protocolos de pulsos a diferentes voltajes, utilizando 30mM de NH,CI en la pipeta y 50mM de
NH,4Cl en el bafio. Se observa la presencia de pocos eventos de apertura.

Por esta razon, para estudiar los canales enddgenos de la membrana de ovocitos
de X. laevis, se analizaron las curvas corriente-voltaje (I-V), lo cual permiti6,
mediante una regresion lineal, obtener el valor de la pendiente, que corresponde a
la conductancia (g) del canal. Una manera conveniente para obtener estas
gréficas |-V, fue por la alteracion del potencial de membrana de una manera
continua a través de un protocolo de rampas (Fig. 22A). Para analizar estos
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registros, primero se identificé en el registro la rampa que correspondia al estado
cerrado del canal, el cual se utilizé como linea base, y se substrajo de las rampas

donde se observo la actividad de canal unitario (Fig. 22B).

Debido a que el canal enddégeno de amonio es mas activo a pH 7.5, de acuerdo a
los registros de fijacion de voltaje con dos electrodos, los registros para los analisis
de canal unitario se llevaron a cabo a pH 5.5, con la finalidad de tener mayor
probabilidad de obtener la conductancia de la apertura de un sélo canal y no de la
suma de varios canales abiertos simultdneamente. Se realizaron protocolos de
rampas de -120 mV a 120 mV en ovocitos inyectados con agua-DEPC, en la
configuracion de célula unida, utilizando (NH4).SO,4 (Fig. 22). Al analizar estos
registros, se observd un canal rectificador de entrada, que presenta una
conductancia de g=60 £ 4 pS calculada de al menos dos registros independientes,
de al menos dos ranas distintas (Fig. 22C).

Para determinar si los ovocitos presentaban corrientes salientes activadas por
NH,*, también se realizaron, protocolos de rampas en la configuracién de parche
de membrana con la orientacion invertida (“Inside-out”), utilizando (NH4)>.S0O4. Se
observo un canal rectificador entrante de g= 96 + 3 pS, asi como un canal que al
parecer no presenta rectificaciéon con una conductancia de g= 78 + 5 pS. También
se pudo registrar un canal entrante con una conductancia de g= 67 + 2 pS, como
se detalla en la Tabla 8. La toma de datos y el andlisis se realiz6 conforme a lo
descrito para la Figura 22, los valores de conductancia se calcularon de al menos

tres registros independientes, de al menos 3 ranas distintas.

Tabla 8. Conductancias calculadas en la modalidad de parche de membrana con la
orientacién invertida (“Inside-out”), en ovocitos inyectados con agua DEPC.

| entrantes | salientes
77 +£5pS 79 5 pS
67 +2 pS ND
96 +3 pS ND
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Figura 22. Protocolo y analisis de rampas de voltaje aplicadas a ovocitos inyectados con
agua-DEPC. A) Registros realizados en la modalidad de célula unida, aplicando protocolos de
rampas de voltaje de -120 mV a 120 mV, utilizando (NH,4),SO, 30 mM en la pipeta y (NH,4),SO, 50
mM en el bafio, a pH 5.5. B) Substraccién del estado cerrado al estado abierto para obtener los
eventos de apertura. C) Analisis de rampas, se observa una conductancia para el canal de g=58
pS (x4 pS), conductancia calculada de al menos dos registros independientes, de al menos dos

ranas distintas. Ancho de banda 5 kHz y frecuencia de muestreo 20 kHz.
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Debido a que el NH4" puede ser transportado por canales de K* (Cougnon et al.,
1996), se realizaron controles con (NH4).SO, 50 mM en la micropipeta y KCI 50
mM en el bafio, en ovocitos inyectados con agua-DEPC, en la modalidad de
parche de membrana con la orientacion invertida. Bajo estas condiciones, se
observd que la rampa de voltaje activo corrientes positivas (hacia el interior de la
célula) con una g= 64 pS * 4 (Fig. 23); que representa la entrada de NH,".

Figura 23. Protocolo y analisis de rampas de voltaje aplicadas a ovocitos inyectados con
agua-DEPC. Registros realizados en la modalidad de parche de membrana con la orientacion
invertida (“Inside-out”), aplicando protocolos de rampas de voltaje de -120 mV a 120 mV, utilizando
(NH4)2S0O4 50 mM en la pipeta y KCI 50 mM en el bafio, a pH 5.5. La conductancia obtenida fue de
g= 6414 pS. Esta se obtuvo de al menos tres registros independientes, de al menos 3 ranas
distintas. Ancho de banda 5 kHz y frecuencia de muestreo 20 kHz.
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VIII.3 Anadlisis electrofisiolégicos de las mutantes PVAMTL1;1-Q63H vy
PVvAMT1;1-H211A

Para expresar las mutantes puntuales en los ovocitos de X. laevis, se obtuvo el
ARNc de PVAMT1;1 y de las mutantes PvAMT1;1-Q63H y PVAMT1;1-H211A. La

integridad del ARNc se confirmé en geles de agarosa (Fig. 24).

A B C

Figura 24. ARNc de PvAMT1;1 obtenido de la transcripcién in vitro. (A) ARNc de PVvAMT1;1.
(B) ARNCc de la mutante Q63H. (C) ARNc de la mutante H211A.

Utilizando la técnica de fijacibn de voltaje de dos microelectrédos (TEVC) se
confirmo la correcta expresion de estas mutantes en la membrana plasmatica de
los ovocitos de X. laevis (Fig. 25). En las graficas |-V obtenidas de ovocitos
inyectados con la mutantes PvVAMT1;1-Q63H y PvAMT1;1-H211A, se observo que
la magnitud de las corrientes entrantes aumenté con la concentracion de amonio,
registrando corrientes mas grandes en concentraciones mas altas (Figs. 25 C ,D),
a diferencia de lo observado en los ovocitos inyectados con el transportador tipo
silvestre y con agua-DEPC (Figs. 25 B, A), lo que concuerda con la caracterizaciéon

previa de estas mutantes (experimentos del laboratorio no publicados).

Una vez corroborado que tanto el transportador tipo silvestre PvAMT1;1, como las
mutantes PVAMT1;1H211A y PvAMT1;1Q63H funcionaba en los ovocitos, se
procedié a realizar registros de canal unitario mediante la técnica de “Patch-
Clamp” en las modalidades de célula unida (“Cell attached”) y parche de
membrana con la orientacion invertida (“Inside-out”). La actividad de canal unitario
se registré aplicando protocolos de rampas de -120 mV a 120 mV, utilizando
(NH4)2S0Oq4 en la pipeta.
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Figura 25. Graficas |-V obtenidas mediante TEVC. (A Registros originales de ovocitos
inyectados con agua tratada con DEPC, (B con el ARNc del transportador PvAMT1;1; (C de la
mutante PvAMT1;1-Q63H o (D de la mutante PvAMT1;1-H211A. Los ovocitos fueron expuestos a
distintas concentraciones mM de NH,4Cl. Corrientes registradas 4-5 dias después de la inyeccidn
del ARNc.

En el caso de los ovocitos inyectados con la mutante PvAMT1;1-Q63H, se observo
un canal rectificador entrante de g= 94 + 2 pS, asi como un canal con una
conductancia de g= 60 * 4 pS; se observd también una corriente saliente con una

conductancia de g= 73 £ 5 pS, como se detalla en la Tabla 9. Los valores de
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conductancia fueron calculados de al menos tres registros independientes, de al

menos 3 ranas distintas.

Tabla 9. Conductancias calculadas de ovocitos inyectados con la mutante PvAMT1;1-Q63H.

| entrantes | salientes
58 4 pS 73 5 pS
93 £2 pS ND

En el caso de la mutante PvAMT1;1-H211A, se realizaron protocolos de rampas
como los aplicados para la mutante PVAMT1;1-Q63H. Se observaron canales
entrantes con una conductancia de g= 132 pS, la cual corresponderia a la apertura
de dos canales de g= 66 pS, abiertos simultaneamente. Cabe destacar que en los
ovocitos inyectados con las mutantes PvAMT1;1-Q63H y PvAMT1;1-H211A, se
observd mayor actividad de corrientes negativas, lo que corresponde a la salida de

NH," del interior del ovocito (como se ejemplifica en la Fig. 26).

Las conductancias obtenidas para los ovocitos inyectados con el transportador tipo
silvestre PvAMT1,;1, presentaron conductancias similares a los inyectados con

agua-DEPC (datos no mostrados).

y i

Figura 26. Registros originales de corrientes activadas por rampas de voltaje aplicadas a
ovocitos inyectados con la mutante PvAMT1;1-H211A o PVAMT1;1-Q63H. Actividad de
corrientes de canal unitario estimuladas por rampas de voltaje de -120 mV a 120 mV a ovocitos
inyectados con la mutante PvAMT1;1-H211A A) o la mutante PvAMT1;1-Q63H B). Se observa una
mayor actividad a potenciales negativos. Registros realizados en la modalidad de parche de
membrana con la orientacion invertida (“Inside-out”), utilizando (NH,4),SO, 30 mM en la pipeta y
(NH4).SO,4 50 mM en el bafio, a pH 5.5. Ancho de banda de 5 kHz y frecuencia de muestreo 20
kHz.
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VIIl.4 Localizacién de PvAMT1;1y PVAMT1;1-Q63H en ovocitos de X. laevis

Para determinar la localizacion de PVAMT1;1 y PvAMT1;1-Q63H en los ovocitos
de X. laevis, se generaron construcciones del transportador AMT1;1 de frijol en
sus versiones silvestre y mutante fusionadas a la EGFP (Fig. 27).

Figura 27. Fusiones traduccionales de los genes PvAMT1;1y PvAMT1;1-Q63H a la EGFP. (A)
Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para insertar los sitios de restriccion EcoR | y BamH I,
se observa el producto de 1500 pb que corresponde a PvAMT1;1. (B) Triple digestion para
comprobar la correcta insercién del gen de interés; se observan las bandas correspondientes al
vector pOO2 (3,000 pb), el gen de PvAMT1;1 (1503 pb) y el gen de la EGFP (750pb). (C) Esquema
de la construccion en el plasmido pOO2.

La composicién de los ovocitos de X. laevis dificulta la obtencion de datos de
microscopia de alta resolucion, debido a esto, para observar la localizacion de las
proteinas de interés, se utilizé la técnica TIRFM (APENDICE B). Como se muestra
en la Figura 28, los ovocitos de X. laevis mostraron autofluorescencia en posibles
vesiculas cercanas a la membrana plasmatica. En el caso de PvAMT1;1-EGFP y
PVAMT1;1-Q63H-EGFP, ambas proteinas se localizaron en la membrana
plasmatica de los ovocitos de X. laevis; donde las particulas fluorescentes
correspondientes a las proteinas de interés fusionadas a la EGFP, se observaron
como estructuras punteadas. En un parche de membrana, de aproximadamente
45 um?, se observaron en promedio 5 de estos puntos, como se observa en el
campo TIRF (Fig. 28). El area de membrana que se utilizé para este experimento
se muestra mediante microscopia de campo claro (Fig. 28).
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Figura 28. Localizacion de PVvAMT1;1-EGFP y PvVAMT1;1-Q63H-EGFP en ovocitos de X.
laevis. Las imagenes se tomaron a un aumento de 100 X con un lente de transferencia de 1.6 Xy
son representativas de al menos 2 réplicas independientes. Las flechas sefialan las proteinas de
interés fusionadas a la EGFP. La linea de escala representa 10 uM.

VIIL.5 Complementacion del crecimiento de la triple mutante meplA, mep2A4A,
mep3A4 de S. cerevisiae

Para evaluar el efecto que tienen las mutaciones puntuales PVAMT1;1-Q63H y
PVAMT1;1-H211A en el transporte de NH;  y su analogo metilado, MeA, se
llevaron a cabo ensayos de complementacion del crecimiento en S. cerevisiae.
Para esto, primero se insertaron los genes de interés en el vector de levaduras

YEP352 mediante recombinacion homadloga in vivo (Fig. 29).
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Figura 29. Comprobacion de las construcciones pYEP352::PvAMT1;1, pYEP352::PVAMT1;1-
Q63H, pYEP352::PvAMT1;1-H211A. A) Vector linearizado y genes de interés utilizados para la
recombinacion homdloga in vivo. Las construcciones se comprobaron mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) de colonia; se observan las bandas correspondientes a los

oligonucledétidos internos directos (1160 pb) y reversos (780pb), para B) PvAMT1;1, C) Q63H y D)
H211A.

Para llevar a cabo estos ensayos, se empled como fondo la cepa mutante DL1
(mepl 4, mep2 4, mep3 4, gapl A; Loqué et al.,, 2007), en la que fueron
eliminados los tres genes que codifican para transportadores de NH;", Mepl,
Mep2 y Mep3 en levadura (Marini et al., 1994 y 1997). La ausencia de estos genes
le impide a la cepa DL1 crecer en medios que contengan menos de 1 mM de
NH4CI (Marini et al., 1997), aunque pueden crecer en un medio con uracilo, ya que
la cepa es auxotrofa para esta base nitrogenada (Fig. 30A). En medio minimo
estandar (YNB control, (NH4).SO4 £ 30mM como fuente de amonio), las levaduras
transformadas con los genes de interés mostraron un crecimiento homogéneo
(Fig. 30 YNB Control). Al agregar al medio de cultivo diferentes concentraciones
de amonio, se observé que la insercién del gen PvAMT1;1 y de la version mutada
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PVAMT1;1-H211A, restauraron el crecimiento de las levaduras, presentando la
mutante un mejor crecimiento en bajas concentraciones de amonio (Fig. 30B). Por
su parte, la mutante PvVAMT1;1-Q63H se comportdé muy parecido al vector vacio,
ya gue solo se observé el crecimiento de la levadura a partir de concentraciones
de amonio =25 mM (Fig. 30B). Se observd también que las levaduras
transformadas con el vector vacio, PvAMT1;1 tipo silvestre, y ambas mutantes,
crecieron mejor conforme se aumento la concentracion de NH,4Cl, no llegando a

ser toxico incluso a concentraciones tan altas como 500 mM (Fig. 30B).

Debido a que PvAMT1;1 transporta también MeA (Ortiz-Ramirez et al., 2011), se
realizaron ensayos de crecimiento utilizando como Unica fuente de amonio MeA,
con la finalidad de probar si las mutantes puntuales mantenian la capacidad de
transportarlo. Se observo que a bajas concentraciones de MeA, tanto PvAMT1;1
como PVvAMT1;1-H211A restablecieron el crecimiento de la levadura, y
nuevamente la mutante PvAMT1;1-H211A exhibié un crecimiento mayor que la
tipo silvestre (Fig. 30C). En el caso de la mutante PvAMT1;1-Q63H no se observo
crecimiento, al igual que en la cepa transformada con el vector vacio. Es
importante mencionar que a diferencia de lo observado con NH4", el crecimiento
de las levaduras se vio inhibido a concentraciones altas de MeA (= 5 mM), debido
al efecto téxico de este compuesto (Fig. 30C).
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Figura 30. Ensayos de complementacién del crecimiento de la cepa de levadura DL1 por la
expresion de PvAMT1;1, y las mutantes PvAMT1;1-Q63H y PvAMT1;1-H211A. A) Auxotrofia de
la Cepa 3AMep al uracilo. B) Ensayo de complementacién del crecimiento realizado a distintas
concentraciones de NH4Cl. C) Ensayo de complementacion del crecimiento utilizando MeA como
Unica fuente de amonio. Imagen representativa de al menos 3 réplicas independientes. En los
ensayos se utilizaron diluciones 10*, 107, 10 y 10" respectivamente.

Para determinar la eficiencia de transporte y corroborar la complementacion de la
cepa DL1, por las diferentes versiones del transportador de amonio PVAMTL1;1
evaluadas en este estudio, se realizd una cinética de crecimiento en medio liquido,
debido a que este ensayo es mas sensible que los realizados en medio sélido, ya
gue se puede calcular el tiempo de duplicacién, al cuantificar la densidad 6ptica

del cultivo. En este ensayo se evaluaron dos condiciones, primero se utiliz6 medio
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minimo estandar para levaduras (YNB, (NH4).SO, + 30mM como fuente de
amonio) como control, ya que en los experimentos en placa se observé que la
cepa mutante transformada con los genes de interés presentan un crecimiento
homogéneo (Fig. 30B YNB-Control). En esta condicién, se observdé que el
crecimiento de las levaduras inicio la fase exponencial después de 12 h y entraron
a fase estacionaria a las 45 h (Fig. 31A). Los tiempo de duplicacién calculados
(Roth, 2006) para cada una de las cepas fueron muy similares, como se detalla en
la Tabla 10.

También se evalué la capacidad de transporte en bajas concentraciones de
amonio (NH4Cl 0.5 mM). En este ensayo observo que la fase exponencial inicié en
distintos tiempos para cada cepa. En el caso de PvAMT1;1 esta fase comenzé a
partir de las 60 h, mientras que inicié a las 40 h para la mutante PvAMT1;1-H211A
y para la mutante PvAMT1;1-Q63H, lo mismo que para el vector vacio no se
observa crecimiento en estas condiciones (Fig. 31B).

Tabla 10. Tiempos de duplicacidn del crecimiento calculados para las cepas de S. cerevisiae
expresando el transportador PvAMT1;1y sus mutantes H211A o Q63H.

Cepa Tiempo de duplicacion
Vector vacio 17.07 h
PVAMT1;1 17.35h
PVAMT1;1-Q63H 16.8 h
PVAMT1;1-H211A 17.4 h
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Figura 31. Cinéticas de crecimiento de la cepa de levadura DL1 expresando PVAMT1;1 tipo
silvestre, y las mutantes PvAMT1;1-Q63H y PvAMT1;1-H211A. A) Cinética de crecimiento
realizada con medio minimo estdndar para levaduras. B) Cinética de crecimiento realizada en
presencia de 0.5 mM de NH,CI. e= vector vacio, ¥=PvAMT1;1, ¢=PvAMT1;1-Q63HYy 4=
PVAMT1;1-H211A . Las barras de error corresponden a la desviacidn estandar de 3 réplicas
independientes.
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IX. DISCUSION

IX.1 Efecto de las mutaciones puntuales en la estructura de PvAMT1;1

Las proteinas de la familia AMT/MEP/Rh presentan aminoécidos conservados en
posiciones que probablemente son importantes para la funcion del transportador
(Khademi et al., 2004, Andrade et al., 2005). Modificaciones en estos residuos por
aminoacidos que presentan propiedades distintas resultan en cambios que afectan
o modifican dicho transporte (Khademi et al., 2004, Loqué et al., 2009, Javelle et
al., 2006, Hall & Kustu, 2011, Ortiz-Ramirez et al., 2011, Pantoja, 2012).

El andlisis que se realizd6 en este trabajo, sobre la identificacion de posibles
cambios en la estructura del transportador de amonio PvAMT1;1 por medio del
modelaje por homologia, demostré que al simular la mutacion H211A, existe la
posibilidad de la formacion de un puente de hidrégeno entre la Ala 211 y la Gly
206 (Fig. 18), esta interaccion podria evitar que la Ala 211 lleve a cabo la
desprotonacién del amonio, afectando su funcibn. En EcAmtB, los residuos
correspondientes al par de His que se sugiere participan en la desprotonacion del
amonio son H168 y H318, al realizar la sustitucion de estos residuos por diversos
aminoacidos, incluyendo la mutacion H168A (homéloga a H211A en frijol), se
observd que la localizacion y estabilidad de la proteina no se vio afectada, sin
embargo estas no fueron activas, siendo la excepcion H168E que fue parcialmente
activa. Esto indica que las alteraciones en la funcion del transportador se deben a
un efecto directo en el sitio de sustitucibn y no a un cambio en el poro o la
estructura general de la proteina. Al utilizar la densidad residual de los electrones
como indicador de cambios en el poro y su superficie, se observé que sélo la
mutante H168E mantiene un patrén similar a la proteina nativa, ya que la cadena
lateral del Glu puede realizar interacciones similares a las existentes para la His, lo
gue sugiere que la actividad de la proteina depende de una combinacién de
propiedades espaciales y quimicas especificas del poro (Javelle et al, 2008). Sin
embargo, en el caso del transportador AMT1;1 de frijol, las mutaciones en el
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residuo homologo a H168 de E. coli, H211A y H211E, fueron funcionales pero
modificaron la funcion de la proteina, haciendo al mecanismo independiente de pH
y disminuyendo su afinidad por el amonio (Ortiz-Ramirez et al., 2011). En el caso
de la mutante H211A también se observdé un mayor transporte de amonio (Fig.
10). El transporte eficiente del sustrato podria requerir un poro estrecho
principalmente hidrofobico, con algunas funciones mayormente orientadas a
aceptores o donadores de puentes de hidrégeno, para la estabilizacion de las
interacciones con el agua/amoniaco, lo que permitiria una rapida difusion (Javelle
et al, 2008). Accardi y colaboradores (Accardi et al., 2006) reportaron en el
intercambiador CI/H" de E. coli (CIC-ecl), que las sustituciones T445A y T445S,
causaron la desestabilizacion de la unién del CI', por lo que se suprimio la unién
de H", afectando el acoplamiento de CI/H". Como se mencion6é anteriormente,
este desacople del co-transporte puede observarse en las mutantes H211A y
Q63H de frijol (Figs. 10 y 11); en el caso del residuo H211, el cual se sugiere
participa en la desprotonacion del NH4" (Khademi et al., 2004, Andrade et al.,
2005), el cambio en la cadena lateral que produce la sustituciéon de His por Ala,
podria ser responsable del cambio en la funcién de este residuo, resultando en el
desacople del antiporte que exhibe esta mutante.

Con respecto a la mutante Q63H, a nivel estructural no se observaron cambios,
sin embargo, a nivel molecular se observd que esta mutacién puede anular la
interacciéon entre Q63 (localizado en la hélice transmembranal 1) y la A139 de la
hélice transmembranal Ill de PvAMT1;1 tipo silvestre (Fig. 17), lo que podria estar
afectando el mecanismo de transporte. En Arabidopsis thaliana, Loqué vy
colaboradores (Loqué et al., 2009), reportaron que los residuos GIn-57, Phe-60,
localizados en la hélice transmembranal |, asi como los residuos lle-136, Ala-137 y
Ala-138, localizados en la hélice transmembranal Ill, son importantes para la
funcién del transportador AtAMT1;1. Por lo tanto, la mutacion Q63H podria influir
indirectamente sobre residuos localizados en el poro, el cual esta conformado por
las hélices transmembranales Ill, V, VI y X (Andrade et al., 2005), causando el
cambio en las propiedades de transporte que exhibe esta mutante (Fig. 11). Por
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otra parte, la GIn es un aminoacido sin carga, mientras que la His debido a su pKa
puede cambiar su carga total en respuesta a variaciones en el pH, lo que podria
causar el desacople del mecanismo de simporte que presenta esta mutante (Fig.
11). Cabe destacar que en AtAMTL1;1, la mutacibn Q57H mostr6 una mayor
actividad de este transportador (Loqué et al., 2009), muy similar a lo que se
observa para la mutante Q63H en frijol (Fig. 11).

IX.2 Transporte endégeno de amonio en los ovocitos de X. laevis

Los ovocitos de X. laevis como sistema heterdlogo de expresion son ampliamente
utilizados, mayormente en el campo de la electrofisiologia; sin embargo, no
existen muchos reportes que caractericen a nivel de canal unitario los canales
presentes en su membrana plasmética. Por lo tanto, en el presente estudio se
caracteriz6 el transporte endégeno de amonio en este sistema y se observo, que
estos presentan un canal endégeno de amonio con rectificacion entrante, que
exhibe una conductancia de g= 96 pS y es regulado por el pH extracelular. Existen
también canales que transportan amonio y que no presentan rectificaciéon, con una
conductancia calculada de g= 78 pS. Ademas, se observé que el amonio puede
permear por posibles canales de potasio que presentaron una rectificacion
entrante de g= 64 pS, lo que concuerda con lo reportado a nivel de corrientes
macroscopicas en este sistema (Cougnon et al., 1996). La presencia de este
transporte enddégeno de amonio podria interferir en la identificacion de la actividad
de canal unitario de las mutantes, complicandose mas, debido a que el Unico
pardmetro confiable caracterizado fue el valor de conductancia, ya que debido a la
baja actividad que presentan estos canales, otros parametros que permiten su
caracterizacién como son la probabilidad de apertura y el tiempo de permanencia,
no pudieron ser calculados. De tal manera, para identificar la actividad de canal
unitario en las mutantes, su conductancia deberia ser distinta de la calculada para

los enddgenos.

Los intentos realizados para obtener registros de canal unitario que pudiesen
apoyar la hipotesis de que las mutantes puntuales PvAMT1;1-Q63H y PVAMT1;1-
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H211A funcionan como canales, no fueron exitosos, ya que los analisis de canal
unitario arrojaron valores de conductancia muy similares a los obtenidos para los
ovocitos control. Sin embargo, se observé en la membrana de los ovocitos que
expresaron a las mutantes puntuales de interés, una mayor actividad de canal
unitario a potenciales negativos, lo que indica una mayor actividad de transporte
de NH;" del interior hacia el exterior del ovocito, por lo tanto, es posible que estas
mutantes presenten actividad de canal unitario en la direccidon opuesta con una
conductancia muy baja, que no fue posible calcular mediante el analisis de rampas
utilizado. También existe la posibilidad de que la aparente ausencia de actividad
de canal unitario en los ovocitos que expresaron a las mutantes Q63H y H211A se
deba a que la probabilidad de realizar un parche de membrana que contenga la

proteina de interés es muy baja, como se discute a continuacion.

IX.3 Localizacion de PVvAMT1;1 y PvAMT1;1-Q63H en la membrana

plasmatica de los ovocitos de X. laevis

Mediante fusiones a la proteina verde fluorescente (EGFP), se observé que
PVAMT1;1 y PvAMT1;1-Q63H, se localizaron en la membrana plasmatica de los
ovocitos de X. laevis (Fig. 28), lo que concuerda con lo reportado para otros
AMT1;1 de plantas (Mayer et al., 2006, Bu et al., 2013, Ranathunge et al., 2014).
Estas observaciones mostraron que PvAMT1;1 y PvAMTL1;1-Q63H, se
distribuyeron de manera punteada en la membrana plasmatica, dando la impresién
de que las proteinas se encontraban agregadas en estos puntos, sin embargo, no
fue posible determinar si estas correspondian a grupos de proteinas o proteinas
individuales, ya que el método experimental utilizado no permitié discriminar entre
estas dos posibilidades. Tomando en cuenta que el didmetro de la micropipeta de
“Patch-Clamp” es de 1.2-2 um, y que en un espacio de membrana de 45 pm?, se
observan en promedio cinco particulas asociadas a los transportadores de
amonio, la probabilidad de obtener un parche de membrana que contenga la
proteina de interés es muy baja, lo que podria explicar la dificultad de registrar la
actividad de canal unitario de las mutantes puntuales de PvAMT1;1. Por otro lado,
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si los canales endbégenos de amonio propios del ovocito, presentan una
distribucion similar en la membrana, esto también podria explicar la baja actividad

observada de estos canales.

IX.4 Actividad de transporte de NH," de PVAMT1;1 y sus mutantes en

levaduras

Los ensayos de complementacién del crecimiento, tanto en medio sélido como
liguido, demostraron que la mutante PvAMT1;1-H211A presenta una mayor
efectividad en el transporte de NH;", ya que permitid6 el crecimiento de las
levaduras en bajas concentraciones de NH,", inclusive mejor que PVAMT1;1, lo
gue sugiere una mayor capacidad de absorcion por esta mutante (Fig. 30B),
actividad que concuerda con lo descrito en su caracterizacion mediante TEVC
(Fig. 10). En el caso de la mutante PvAMT1;1-Q63H, se observé que también fue
capaz de transportar amonio, no obstante, el fenotipo de esta mutante fue muy
parecido al de la levaduras transformadas con el vector vacio (Fig. 30B), por lo
que no es posible concluir si esta mutacién modifica el transporte de NH,", o si la
ausencia de fenotipo es porque esta mutante estd siendo retenida
intracelularmente y no se expresa en la membrana plasmética de las levaduras.
Las levaduras no mostraron toxicidad a altas concentraciones de NH,", teniendo
incluso, un mejor crecimiento conforme se aumentaron las concentraciones en el
medio (Fig. 30B), lo que indicaria que este ion no es toxico para el sistema o que
probablemente se estén activando otras respuestas celulares para aliviar esta
toxicidad.

En estudios previos del transportador AtAMT1;1 se estudio la mutante Q57H, la
cual es homologa a la mutante Q63H del frijol y, como se demostr6 mediante su
caracterizacion electrofisiologica, estas mutantes presentan propiedades similares.
Sin embargo, al expresarla en el sistema heterélogo de S. cerevisiae, la mutante
AtAMT1;1-Q57H por arriba de 20 mM de NH4" mostr6 un efecto téxico en las

levaduras, el cual fue mas severo a concentraciones mas altas, 1o que sugiere que
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esta mutante presenta un mayor transporte de amonio (Loqué et al., 2009). Esto
difiere de lo observado para la mutante Q63H de frijol en este sistema, ya que en
este caso, en altas concentraciones de NH4" se observd incluso un mejor
crecimiento. No obstante, como se menciond anteriormente, es posible que la
proteina este siendo retenida intracelularmente, por lo que no seria posible

observar este fenotipo.

A pesar de no haber logrado obtener actividad de canal unitario especifica de las
mutantes, es probable que al menos la mutante PvAMT1;1-H211A pueda
funcionar como canal, como lo sugieren los analisis de modelado por homologia y

los ensayos con levaduras.
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X. CONCLUSIONES

Es posible que las mutaciones puntuales PvAMT1;1-Q63H y PVAMT1;1-H211A,
puedan estar involucradas en el desacople del mecanismo de simporte del
transportador, especificamente por la eliminacion y formacién de puentes de

hidrogeno entre His63 con Alal39 y Ala211 con Gly206, respectivamente.

Los ovocitos de X. laevis, presentan en su membrana plasmatica un canal
enddgeno rectificador entrante de amonio, con una conductancia de g= 96 pS, que
se regula por pH. Asi como un canal no rectificante que permea amonio, con una

conductancia de g= 78 pS.

El amonio también permea al interior de los ovocitos de X. laevis, a través de

posibles canales de potasio, los cuales presentan una conductancia de g= 64 pS.
El transportador PvAMT1;1, asi como la mutante PvAMT1;1-Q63H, se observaron
como estructuras punteadas localizadas en la membrana plasmatica de los

ovocitos de X. laevis.

La mutacién H211A de PvAMT1;1 confiere una mayor capacidad de absorciéon de
NH;"y MeA al sistema heterélogo de levadura.
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XI. PERSPECTIVAS

Realizar registros de canal unitario de las mutantes, mediante “Patch-Clamp”
acoplado a microscopia de fluorescencia, con el fin de asegurar que el parche de
membrana utilizado contenga la proteina de interés.

Utilizar un sistema heterélogo de expresion alterno, como son las células CHO,
HEK, para reducir la superficie de la célula, y aumentar la probabilidad de obtener

un parche de membrana con las proteinas de interés.

Realizar andlisis de ruido de los registros de las mutantes PVAMT1;1-H211A y
PVAMT1;1-Q63H, lo que nos permitiria calcular la conductancia de estos posibles

canales aunque su valor de g sea muy pequefio.

Realizar analisis de fotoblanqueo utilizando TIRFM, para determinar la
estequiometria de las particulas asociadas a PvAMT1;1 tipo silvestre y la mutante
PVAMT1;1-Q63H, en la membrana plasmatica de los ovocitos de X. laevis.

Observar la localizacién de las mutantes H211A y Q63H, en el sistema de S.
cerevisiae mediante fusiones a la proteina verde fluorescente (GFP), con el fin de
comprobar si se estan expresando correctamente en la membrana plasmatica de

las levaduras.
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APENDICE A

Geles de agarosa al 1% conteniendo formaldehido

1g Agarosa

70 mL de agua libre de nucleasas tratada con DEPC (dietil pirocarbonato)
20 mL de formaldehido

10 mL de MOPS 10X

Buffer de corrida: MOPS 1X.
El gel se pre-corre durante 20 min a 100 V antes de cargar las muestras.

Por cada pL de muestra de ARN se agregaron 9 uL de Buffer de carga.

Soluciones

* MOPS 10X: 200 mM MOPS [3-(N-morpholino) propanesulfonic acid], 50
mM de acetato de sodio, 10 mM de EDTA, pH 7.0 ajustado con NaOH
concentrado.

» Buffer de carga: 5 yL de formamida, 1 yL de MOPS 10x, 2 uL formaldehido,
1 pL Buffer de carga Il (proporcionado en el paguete mMessage mMachine,
Ambion 2130, Woodward St. Austin TX USA) y 10 mg/mL de Bromuro de
Etidio.
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APENDICE B

Microscopia de la Reflexion Interna Total de la Fluorescencia (TIRFM)

La microscopia tipo TIRF es una técnica altamente sensible que puede ser usada
en una gran variedad de superficies celulares. Esta técnica explota las
propiedades Unicas de inducir una onda evanescente en una region limitada de
una muestra, la cual se encuentra inmediatamente adyacente a la interfaz entre
dos medios con indices de refraccion distintos, por lo que restringe la deteccién y
excitacion de fluor6foros que se encuentran en o muy cercanas a la membrana
celular (30-100 nm) y elimina la fluorescencia de fondo. Esta técnica también
permite mejorar la relacion sefal-ruido, y por lo tanto, la resolucién espacial de los

eventos de interés.

Para realizar esta técnica, se requieren dos medios Opticos con indices de
refracciéon diferentes, como es el vidrio (n=1.518) y el agua (n=1.333). Cuando el
haz de luz incide en una interfaz entre el medio en el cual esta viajando y en un
medio de indice de refraccibn menor, parte del haz es refractado y parte es
reflejado. La proporcidon relativa de la luz refractada y reflejada, depende del
angulo de incidencia (8, angulo en el que el haz golpea la interface). Como el
angulo de incidencia aumenta, la cantidad de luz reflejada también se incrementa.
Una vez que el angulo de incidencia excede el angulo conocido como, angulo

critico (6c), toda la luz es reflejada. Esto se conoce como reflexién total interna.
.| 7
. =sin 1{—1]
1,
6c= Angulo critico

nlzl'pdice de refraccion del primer medio (ej. vidrio)
n2= Indice de refraccién del segundo medio (ej. agua)

Donde:

Cuando la luz es totalmente reflejada internamente, parte de la energia incidente

genera un pequefio campo electromagnético, que penetra al segundo medio. La
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intensidad de este campo disminuye exponencialmente en medida que se aleja de
la interfaz, y como tal es llamado campo evanescente. El campo evanescente
retiene la frecuencia de la incidencia de la luz y es capaz de excitar fluor6foros
dentro de aproximadamente 100 nm del cubre-objetos. La profundidad exacta de
penetracion depende de la longitud de onda de la incidencia de la luz y del angulo
de incidencia. La profundidad disminuye mientras el angulo de incidencia aumenta
y la longitud de onda de la luz disminuye. Como el campo evanescente sélo excita
fluoréforos con una distancia excepcionalmente pequefia del cubre-objetos, nos

brinda una seccion 6ptica muy delgada que elimina la fluorescencia de fondo.

Bases de la microscopia tipo TIRF. El haz de excitacién entra por la izquierda con un &ngulo de
incidencia (6) que es mayor que el del angulo critico (6c, lineas punteadas). El haz de excitacién es
reflejado del cubre-objetos a la interfaz de la muestra, y el campo evanescente es generado en el
lado contrario de la interfaz, en la muestra. Sélo los fluor6foros en el campo evanescente son
excitados (particulas verdes). Tomado de Mattheyses et al., 2010.

http://www.nikon.com/products/instruments/bioscience-applications/application-
notes/pdf/nikon note 10 LR.pdf
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APENDICE C

TRANSFORMACION DE LEVADURAS CON LiAC

1) Iniciar un pre cultivo en matraz de 250 mL con 5 mL de YPD “Yeast Extract
Peptone Dextrose” (extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%,
ajustado a pH 5.5 con HCI), dejar toda la noche a 30 °C en agitacion.

2) Agregar 50 mL de YPD por cada 5 mL de cultivo, y dejar incubando 4
horas.

3) Colectar las células en un tubo falcon de 50 mL, centrifugando de 5-7 min a
45009 a temperatura ambiente.

4) Durante la centrifugacion desnaturalizar ssSDNA por 10 min a 96 °C y enfriar
5 min en hielo.

5) Descartar el YPD y resuspender las células en 45 mL de dH,O y agregar 5
mL de 10X LiAc-TE. Mezclar invirtiendo el tubo y centrifugar las células de
5-7 min a 45009 a temperatura ambiente.

6) Descartar el sobrenadante y resuspender las células en el liquido

remanente en el tubo.

Para 10 transformaciones:
7) En un tubo eppendorf de 1.5 mL agregar 700 yL de PEG 50% , 80 uL de
LIAc-TE y mezclar con una pipeta de 1 mL.
8) Agregar 180 pL de células y 30 yL de ssDNA desnaturalizado (8-10 pg/ul) y
mezclar inmediatamente con una pipeta de 1 mL.
(todo debe ser realizado a temperatura ambiente, excepto por el SSDNA que

debe mantenerse en hielo hasta agregarse a las células)

9) Agregar 98 pL de la mezcla en tubos para PCR que contengan 1 yL del
DNA plasmidico (200 ng).
10) Incubar los tubos de PCR en una termocicladora utilizando el siguiente
programa:
28 °C por 30 min
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42 °C por 13 min
28 °C hasta 2 hrs

11) Descartar la soluciéon de PEG cuidadosamente con una pipeta de 200 uL

12) Resuspender las células en 100 uL de dH,0 y dispersar en medio selectivo

Soluciones
* Soluciones stock
50% polietilenglicol
1M Tris-HCl y 0.2M EDTA, pH 8.0 (TE Buffer)
1M Acetato de Litio, pH 7.5

* LiAc-TE: 10 mM Tris-HCI, pH 8.0, con 1mM EDTA y 0.1M de Acetato de
Litio.
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APENDICE D

"Lazy bones" método para la liberacion rapida de ADN plasmidico de

levadura

1) Incubar una colonia a 28°C en 5mL de YPD “Yeast Extract Peptone
Dextrose” (extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%, ajustado a
pH 5.5 con HCI) durante toda la noche o en medio selectivo (1-2 dias).

2) Centrifugar 1.5 mL del cultivo a 5000xg por 5 min. Descartar el
sobrenadante.

3) Agregar 0.2 mL de solucion de liberacion de ADN y resuspender las
células.

4) Agregar 0.2 mL de fenol:cloroformo:isoamilalcohol (25:24:1) y 0.3 mL de
perlas de vidrio lavadas con acido.

5) Aplicar vortex a maxima velocidad de 5-10 min.

6) Centrifugar por 5 min a velocidad maxima a temperatura ambiente.

7) Transferir 120 yL de la fase acuosa a un nuevo tubo. Precipitar el ADN
con 1X V de isopropanol y lavar con 1X V de EtOH 70%. Resuspender
las células en 30 pL de dHO0.

8) Para transformar células competentes de E. coli utilizar 5-10 uL del ADN.

Para células electrocompetentes utilizar 1 pL del DNA.

Soluciones

Solucion de liberacion de ADN: Triton X-100 2%, SDS 1%, NaCl 100 mM,
Tris HCI 10 mM (pH 8.0) y Na-EDTA 1 mM.

Perlas lavadas con &cido: Utilizar perlas de 250-500 micras. Lavar 100 mL
de perlas de vidrio en 200 mL de HCI concentrado y dejarlas reposar toda la
noche en una campana de extraccion. Descartar el HCI y lavar las perlas
multiples veces con dH,0O, hasta que el pH sea >5.0 (si después de varias
etapas de lavado el pH continua por debajo de pH 3, realizar un altimo
lavado con Na,CO3; 20 mM a pH 7).
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Secar las perlas de vidrio en un horno a 70 °C toda la noche.
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