=3 g ),
‘?!'?ﬂl‘

b WAGIHAL ARTONGW) 7 I
o
U

I W\

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO
FACULTAD DE QUIMICA

Fosforilacion y activacion del dominio catalitico de la
cinasa SnRK1 de Arabidopsis thaliana

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA

ROBERTO ALFREDO SAENZ HERNANDEZ

Ciudad Universitaria, CDMX 2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: DR. JOSE PEDRAZA CHAVERRI

VOCAL: Profesor: DR. JOSE IGNACIO PARAMO RAMIREZ
SECRETARIO:  Profesor: DRA. MARTHA PATRICIA COELLO COUTINO
1er. SUPLENTE: Profesor: DRA. TZVETANKA DIMITROVA DINKOVA

2° SUPLENTE: Profesor: DRA. FRANCISCA MORAYNA GUTIERREZ LUNA

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

Laboratorio 105 del Conjunto E, Departamento de Bioquimica, Facultad de
Quimica, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad de México.

ASESOR DEL TEMA:

Dra. Martha Patricia Coello Coutino

SUPERVISOR TECNICO:

M. en C. Beatriz Alejandra Avila Castafeda

SUSTENTANTE:

Roberto Alfredo Saenz Hernandez



INDICE GENERAL

INDICE GENERAL ...ttt ees et e e et eee e saete e e e eaeeeenennas [
INDICE DE TABLAS ...ttt ettt n st e e e et enaetenae e e e iii
INDICE DE FIGURAS ..ottt ettt ee et an s en e e iii
LISTADE ABERVIATURAS ... ettt e et e e e e e neeeens iv
T RESUMEN....cc ittt e et e e e e e et e e e e e e s et e e e eesassbeeeeee e s nsseeeeeseannnes 1
2 INTRODUCCION. ......cootieeteeee et e n e e e 2
2.1 Percepcion y sefalizacion de estrés y energia ............ooouieiuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeiin 2
2.2 Lafamilia conservada SNF1/AMPK/SnRK1 es un regulador maestro de la
homMeOoStasis ENErgetiCa ... e 2
2.3 Laestructura y funcién de los complejos SNF1/AMPK/SNRK1 ..., 6
2.3.1 La subunidad catalitiCa ol .......cuueieeiiiiieeieei e 7
2.3.2 = TS 01U ] o F=To [ 1SS 8
2.3.3  Lasubunidad ¥ .......oooiiiiiee e 9
234 La subunidad By especifica de plantas............ccceevievveeviiciiii e 9
2.4 Las vias de sefalizacién son reguladas por eventos de fosforilacion y
desfosforilacion de proteinas en los que participan cinasas y fosfatasas. .................... 10
2.5 Regulacion de la actividad de SNRKT ... 12
2.5.1 Fosforilacion-desfosforilacion del complejo SNRK1.........ecoveiviiiiiiiiiiiiiieinns 12
252 Regulacion por metabolitos ..........cuuuueiiiiiiii e 12
2.5.3 Regulacién por otras modificaciones post-traduccionales........................... 13
2.6  Conservacion de las cinasas activadoras .............cooooiiiiiiiiiiiiiiiieee e 13

2.7 Las cinasas SnAK1 y 2, actores claves en la via de sefalizaciéon SnAK/SnRK1 15

3 ANTECEDENTES. ... ... ittt e e e e e e e e e e eeeeeeeennnee e 17
B HIPOTESIS ...ttt ettt en et ene e e en e e 19
I @ 1= N | I V1 SO 19
LT B © 1 o 1= (1Yo Yo 1= 1= | SRR 19
5.2  Objetivos PartiCUIares ..........cccc oo e a e ee e aaeas 19

6  MATERIALES Y METODOS........ooiioeeeeeeee et ee e eee et eee e ean e 20
6.1 MALEHIAIES ...t a e e e s 20
6.1.1 Reactivos geNerales ... ... 20
6.1.2 Enzimas y amortiguadores .............uuuuiiiiiiiiiiiieeccee e 21
6.1.3  Plasmidos vectores y CONSIrUCCIONES .........cccevviviiiuinii i 21
6.1.4  Cepas bacterianas............ooiiiiiiiii e e 21



6.2  Amplificacion de CDNA ... .o e 22
6.3  Electroforesis en gel de agarosa............ceuvuviiiii i iie e e e 22
6.4  Construccion de PIASMIAOS ........ooiiiiiiiii et 23
6.5 Obtencion de proteina recombinante.............coccociiiiiiiiiiii e 24
6.6  Cuantificacion de proteina recombinante por el método de Bradford................. 25
6.7 Electroforesis en gel desnaturalizante (Electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato s6dico, SDS-PAGE)..........ccooiiicccc e 25
6.8  Tincion con Coomassie Coloidal.............ooiiiiiiiiiiiie e 25
6.9 Deteccion de proteinas por western blot.............oooooviiiiiiii i 25
6.10 Ensayos de activacion de SNRK ..........oouiiiiiiii s 26
6.11 Ensayos de actividad sobre péptido AMARA ..., 26
6.12 Determinacion de residuos fosforilados por MS.............oooviiiiiiiiiiiiieieeeeee, 27
6.13  Phos-tag SDS-PAGE ........oooi oottt ee e e aee s 27
7 RESULTADOS ...ttt e et e e e e e et e e e e e et te e eeeeennneeaeeeeeeannneees 28
7.1 Obtencion y clonacién del cDNA codificante para los dominios cataliticos en el
vector de expresion PGEX-4T-2 ... e e 28
7.2  Obtenciodn y purificacion de las proteinas recombinantes ............ccccceevevvevieeenns 30
7.3 Ensayos de activacion de SNRK1 ... 32
7.4  Ensayos de actividad sobre el péptido AMARA ..., 34
7.5 Determinacion de residuos fosforilados por espectrometria de masas .............. 35
7.6  Determinacién de grados de fosforilacion mediante Phos-tag SDS-PAGE ........ 37
8 DISCUSION......ooeeecee ettt n et e et eae e eeen e 38
O CONGCLUSIONES ... ..ottt et e e e e et e e e e e esna e e e e e e ennreeeeaeeeennnnees 42
10 PERSPECTIVAS ...ttt e e e e et e e e e e e s e e e e e e nsaneaeesanns 43
11 REFERENCIAS ...ttt e e et e e e e et a e e e e snnaeeeeeeenns 44



iNDICE DE TABLAS

TABLA 1. PROGRAMA DE TERMPERATURA Y TIEMPO DE PCR ..ot 22
TABLA 2. ENSAYOS DE CINASA IN VITRO ....ttttettettteettetteeaeaaeasaasaass e s s sbs b bbs b be bt e eeeeeeeeeaaaaeaeaaaaeaenns 26
TABLA 3. PROPORCIONES DE REACTIVOS PARA GELES SDS-PAGE........ccccoiiiiiiiiiiiiice, 27

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Efecto global de la respuesta de SnRK1 ante estrés en plantas..............cccovvvviieiineenen. 5
Figura 2. Estructuras de las subunidades de los complejos SNF1/AMPK/SNRK1. ........c.eeeeennen. 10

Figura 3. Modificacién covalente de una enzima regulada por fosforilacion-desfosforilacion de un
reSidUO A€ SEIINA (SEI).. ..cuiiiiiiiiiiii ittt e e e e e e e e r e 11

Figura 4. Fosforilacién de los dominios cataliticos sobre un residuo conservado en region
denominada asa de activacion en 10S euCariontes. ..........cccccceeciiriiiiiiiecee e 14

Figura 5. Mecanismo propuesto de interaccion por fosforilaciones entre la cinasa SnRK1 y su
CiNASa ACtIVAAOra SNAKT. .....e i a e 16

Figura 6. Los niveles de fosforilacion de las cinasas AMPK pero no los de la ShnRK1 son

relacionados a SU activacCiOn POI ESEIES.. .....oieviiiiiiei e e e e e e e e e eeeaeaees 17
Figura 7. Captura de pantalla de PhosPhAt 4.0 para prediccion de sitios fosforilables en ShRK1.1..

............................................................................................................................................ 18
Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR purificados...............ccoceveiinnnnns 28
Figura 9 Seleccion de colonias blancas/azules. .............ccoccuiiiiiiiiiiiiiie e 29
Figura 10. Purificacidon de insertos para clonar en pGEX.. ......ccoiiiiiiiiiiiiiiici e 30
Figura 11. Linearizacion y purificacion del vector pGEX-4-T-2.. .......cooviiiiiiiiiiie e 30
Figura 12 Purificacion de las proteinas recombinantes. ..............ceueviiiiiiiiiiiiiiiie e 31
Figura 13 Purificacion de las proteinas recombinantes.. .............ceueviiiiiiiiiiiiiiiniie e 32
Figura 14 Corroboracion de las proteinas purificadas mediante western blot. ...........cccccccceeeeee. 32

Figura 15 Fosforilacién in vitro de dominios cataliticos SnRK1 por la cinasa activadora SnAK2.... 33

Figura 16. Actividad cinasa de los dominios catalitiCos. ..........cccouviiiiiiiiiiiiiiiii e 34
Figura 17. Visualizacion de resultados de tripsinizacion y analisis por MS.. .............ccooo i 36
Figura 18 Grados de fosforilacion de los dominios cataliticos. ...............cccooiiii i 37



LISTA DE ABERVIATURAS

% plv
% viv
°C
ABA
AID
AKIN10
AKIN11
AMARA
AMP
AMPK
ASC
ATP

BSA
bZIP

CBS
cDNA
CTD
DNA
dNTPs

DOs0onm
DTT

E. coli
EDTA
EtBr
EtOH
GBD
GRIK1
GRIK2
GST

h
HEPES
HMGCoAR
IPTG
KA1
KCI

LB
MeOH
MgCI2
min
NaCl
NaCOOH
NaF

porcentaje peso volumen
porcentaje volumen-volumen
grados Centigrado

acido abscisico

dominos auto inhibicién

Arabidopsis cinasa 10, ver SnRK1.1
Arabidopsis cinasa 11, ver SnRK1.2
péptido AMARA (N-AMARAASAAALARRR-C
monofosfato de adenosina

cinasa activada por AMP

dominio de asociacién con SNF1
trifosfato de adenosina

albumina de suero bovino
factores de transcripcion cremallera de leucina basica
del inglés basic Leucine Zipper Domain

cistation-B-sintasa

ADN complementario

dominio de asociacioén de la cinasa

acido desoxiribonucléico

nucleotidos tri-fosfato

Densidad 6ptica a 600 nm

ditiotreitol

Escherichia coli

acido etilendiaminotetraacético

bromuro de etidio

etanol

dominio de unién a glucégeno

cinasa interactiva con Rep de Geminivirus 1, ver SnAK2
cinasa interactiva con Rep de Geminivirus 2, ver SnAK1
Glutatiéon S-transferasa

hora(s)

acido (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico
3-hidroxil-3-metilglutaril conenzima-A reductasa
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

dominio asociado a cinasa

cloruro de potasio

Caldo de Luria

metanol

Cloruro de magnesio

minutos

Cloruro de sodio

Acetato de sodio

Fluoruro de sodio



NaH2PO4
NaOH
NR
OH
pb
PBST
PCR
PMSF
PP2C
PVDF
RNAmM
s
SBD
SDS

SDS-PAGE
SnAK1
SnAK2
SNF1
SnRK1
SnRK1.1 DC
S0OS2

SPS

SPS

T

T6P

Thr

U

UBA

UNAM
USAII

Vv
X-gal
A

Fosfato monosédico

Hidroxido de sodio

nitrato reductasa

Hidroxilo

pares de bases

amortiguador fosfato salino con tween
reaccion de la polimerasa en cadena
fluoruro de fenilmetilsulfonilo

fosfatasas de proteinas tipo dos
Polifluoruro de vinilideno

RNA mensajero

segundos

dominio de unién a almidén

dodecilsulfato sédico

electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico

cinasa activadora de SnRK1

cinasa activadora de SnRK1
no-fermentadora de glucosa 1

cinasa relacionada a Snf1

Dominio catalitico de SnRK1.1
hipersensible a sal 2 del inglés Salt Overly Sensitive 2
sacarosa fosfato sintasa

persulfato de amonio

Treonina

trealosa-6-fosfato

Treonina

Unidades enzimaticas

dominio de union a proteinas ubiquitinadas
Universidad Nacional Autbnoma de México

Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la
Industria

Volteos
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido
longitud de onda



RESUMEN

1 RESUMEN

Todos los organismos tienen la necesidad de monitorear la disponibilidad de carbono y
energia para sobrevivir; una afirmacion especialmente verdadera para las plantas debido a
la necesidad de integrar las inevitables condiciones ambientales desfavorables con el
metabolismo para mantener la homeostasis celular. En eucariontes, existe un mecanismo
conservado que involucra una familia de serina/treonina cinasas que actian como
integradores centrales de sefiales de estrés y regulacion del balance energético. Este
sensor molecular es activado por niveles disminuidos de nutrientes y responde regulando
positivamente procesos conservativos de energia y disminuyendo los procesos que
conducen a un gasto energético y en plantas se conoce como el complejo heterotrimérico
SnRK1.

La fosforilacion de proteinas es una modificacién post-transcripcional ampliamente utilizada
por la célula para controlar la actividad de proteinas, su interaccion con otras proteinas,
taza de recambio, y localizacién subcelular. Se ha propuesto previamente un modelo sobre
la interaccion entre las cinasas SnRK1 y sus proteinas cinasas activadoras. EI modelo
actualmente aceptado describe la fosforilacion de la SnRK1 sobre el residuo Thr175 para

conferirle actividad de cinasa (Crozet et al., 2010)

El presente trabajo aborda la regulacién por la fosforilacion del integrador metabdlico central
SnRK1 exponiendo evidencia de novedosos sitios fosforilables in vitro. Estudiando la
actividad de los dominios cataliticos de la cinasa SnRK1 por fosforilacion de su cinasa
activadora SnAK asi como por mutagénesis fosfomimética los resultados indican que la
cinasa activadora actua sobre los dos dominios cataliticos de manera distinta. Asi mismo,
la fosforilacion de los dominios cataliticos produce niveles altos de actividad sobre un
péptido blanco, aunque distintos, para SnRK1.1 y SnRK1.2. A pesar de esto, la activacioén
constitutiva de las subunidades cataliticas no se pudo lograr por una mutacién
fosfomimética sobre el residuo necesario para la activacion de la cinasa.
Sorprendentemente, la cinasa activadora es capaz de incorporar ATP marcado
radiactivamente sobre las proteinas mutadas, lo que hace evidente la existencia de un sitio
fosforilable adicional. Asi mismo, la determinacién de modificaciones post-traduccionales
de los dominios cataliticos mediante espectroscopia de masas reveld un residuo fosforilado
sobre SnRK1.1 el cual no se habia descrito previamente. Seria interesante determinar si

existen otros sitios fosforilables y su papel funcional en la actividad de la cinasa SnRK1.
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2 INTRODUCCION

De una u otra manera, cualquier ser viviente debe mantener sus niveles energéticos en
homeostasis y adaptarse rapidamente a condiciones ambientales desfavorables o de lo
contrario, perecer. Todos los seres vivos han desarrollado sistemas para medir su
disponibilidad energética ante fluctuaciones de nutrientes y desencadenar las respuestas
necesarias para sobrevivir. En eucariontes, existe un mecanismo conservado que involucra
una familia de serina/treonina cinasas que actuan como integradores centrales de sefales
de estrés y regulacion del balance energético. Este sensor molecular es activado por falta
de nutrientes y condiciones de baja energia protegiendo a la célula mediante la
reprogramacion del metabolismo; en conjunto se denomina la familia de proteinas cinasas
SNF1/AMPK/SnRK1 (ver primer parrafo de 2.2).

2.1 Percepcion y sefalizacion de estrés y energia

Las plantas, como el resto de los seres vivos, se enfrentan a una variedad de formas de
estrés que afectan de manera negativa su estado global energético durante su ciclo de vida.
Una variedad de factores —tanto ambientales como biolégicos- pueden ser percibidos como
estrés. La carencia de nutrientes puede ser percibida como estrés. El déficit energético
resultante se asocia habitualmente a una reducciéon en la taza de fotosintesis y/o
respiracion, lo que resulta en una limitacion energética y consecuentemente en la detencion
de crecimiento y muerte celular (Baena-Gonzalez et al., 2007). Las respuestas ante estrés
en plantas involucran la modulacién de transcripcidon genética y en algunos casos este
cambio en regulacién transcripcional puede llegar a tener efectos globales (Baena-
Gonzalez y Sheen, 2008).

El complejo enzimatico SnRK1 dirige la regulacion de la respuesta a condiciones de bajos
niveles energéticos y se considera un decodificador central de multiples sefales (Baena-
Gonzalez et al., 2007).

2.2 Lafamilia conservada SNF1/AMPK/SnRK1 es un regulador
maestro de la homeostasis energética

Las cinasas: no-fermentadora de glucosa 1 (SNF1 del inglés Sucrose non-fermenting1) de
levaduras, cinasa activada por AMP (AMPK del inglés AMP activated protein kinase) de
mamiferos, y la cinasa relacionada a Snf1 (SnRK1 del inglés Snf1-related kinasel) de

plantas; actuan como reguladores globales del metabolismo de carbono y se han
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conservado evolutivamente. Estas cinasas desempefian su papel reprogramando el
metabolismo de la célula en respuesta a niveles bajos de energia promoviendo vias
catabdlicas que producen energia e inhibiendo aquellas vias anabdlicas que consumen

energia (Baena-Gonzalez et al., 2007; Emanuelle et al., 2015).

El miembro ortélogo en levaduras, la cinasa SNF1, se identific6 en Saccharomyces
cervisiae en 1981 con el estudio de mutantes incapaces de utilizar sacarosa como fuente
energética (Carlson et al., 1981). Para esta levadura, la glucosa es la fuente preferencial de
carbono y en su ausencia la SNF1 regula positivamente genes involucrados en el
metabolismo de fuentes alternas de carbono; por lo cual, es vital para la respuesta a

inanicién de glucosa (Carlson et al., 1981; Gancedo, 1998).

En 1994 se clono el cDNA de la subunidad catalitica de la AMPK y se identific6 como el
ortélogo de Snf1 en mamiferos poniendo en evidencia la similitud entre ambas enzimas
(Woods et al., 1994). La AMPK es activada en condiciones que incrementan la relacién
AMP/ATP como: la inanicidon de glucosa, hipoxia, isquemia, o estrés oxidativo. Para
reestablecer la homeostasis metabdlica, la AMPK incrementa el metabolismo catabdlico
que produce energia —tal como la glicdlisis y oxidacion de acidos grasos- y reduce vias del
metabolismo anabdlico que consumen energia como la sintesis de proteinas, esteroles y
acidos grasos (Hardie, 2007). Asi mismo, integra sefales nutricionales y hormonales en el
hipotalamo para controlar el consumo de alimentos y peso corporal o inhibe produccion de
insulina en respuesta a niveles bajos de glucosa (da Silva Xavier et al., 2003; Minokoshi et
al., 2008). En humanos, esto se traduce en un impacto muy grande en el crecimiento, el
desarrollo, y la supervivencia; ante la desregulacion se llegan a desarrollar una variedad de
enfermedades, desde sindrome metabdlico, resistencia a la insulina, obesidad,
enfermedades cardiovasculares, y patologias relacionadas con la vejez como el cancer,

demencia, e infarto (Mair et al., 2011; Steinberg y Kemp, 2009).

La SnRK1 es el homdlogo en plantas de la SNF1 de levaduras y AMPK de mamiferos
(Halford et al., 2003). Este miembro se identificod por primera vez cuando su RNAm se aislo
del endospermo de centeno y se demostré que el cDNA complementaba al mutante Snf1
en levaduras (Alderson et al., 1991). Otros ortélogos de la SnRK1 han sido caracterizados

desde entonces en varias especies de plantas (Halford y Hardie, 1998).

La SnRK1 es un sensor metabdlico capaz de decodificar sefiales de deficiencia energética
y a la vez inducir una reprogramacioén metabdlica como parte de la respuesta de adaptacion

a estrés. Estudios sobre la enzima SnRK1 revelan que las plantas inician una
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reprogramacion transcripcional masiva en respuesta a un estado de deficiencia nutrimental.
Perfiles transcriptomicos en Arabidopsis thalinana revelan que el efecto de inanicién de
azucar u obscuridad prolongada afecta a mas de mil genes blanco, asi como deficiencia
energética promovida por deficiencia de fosfato (Baena-Gonzalez y Sheen, 2008). Esta
respuesta involucra la activacion de procesos redistributivos de energia tales como el
catabolismo de amino acidos e hidrdlisis de sacarosa. Modificaciones metabdlicas y
estructurales promovidas por un déficit energético se acompanan por cambios en expresién
génica. Todo esto es mediado por un gran numero de factores de transcripcion y blancos
rio abajo que inician un programa de ahorro energético a distintos niveles involucrando la
transcripcion, traduccioén, o fosforilacion directa de blancos proteicos (Baena-Gonzalez et
al., 2007)(Figura 1).

La identificacion de sustratos de SnRK1 en plantas y genes regulados asent6 la primera
evidencia de que estas proteinas cinasas estan involucradas en el control de metabolismo
de carbono y nitrégeno en plantas. La regulacion de expresion genética no se restringe a
unos cuantos genes. Se informé que la activacién de SnRK1 desencadena cambios en la
expresion de mas de mil genes que permiten el restablecimiento de la homeostasis
metabdlica (Baena-Gonzalez et al., 2007). Hasta hace poco sélo unos cuantos de los
componentes de la cascada de SnRK1 involucrada en la regulacion genética habian sido
identificados. De particular importancia es el grupo de factores de transcripcion cremallera
de leucina basica (bZIP, del inglés basic Leucine Zipper Domain ) que se unen a los
promotores de genes regulados por la via de SnRK1.1 (Baena-Gonzalez et al., 2007,
Hanson et al., 2008). Interesantemente, estos factores de transcripcion se reprimen por
azucares, lo que esta en acuerdo con el concepto de regulacién antagonista de la regulacion
del sistema por deficiencia de energia y abundancia de energia (Baena-Gonzalez et al.,
2007).

Histéricamente, los hallazgos de enzimas reguladas por la SnRK1 en Arabidopsis se han
llevado a cabo mediante fosforilaciones in vitro de candidatos individuales. Tal es el caso
de las enzimas 3-hidroxil-3-metilglutaril conenzima-A reductasa (HMGCo0AR), la sacarosa
fosfato sintasa (SPS) y la nitrato reductasa (NR), involucradas en sintesis de isoprenoides,
biosintesis de sacarosa y asimilacion de nitrégeno, respectivamente; que se ha demostrado
son fosforiladas e inactivadas por la SnRK1 in vitro (Halford et al., 2003; Rolland y Sheen,
2005). Avances tecnoldgicos mas recientes, ahora permiten estudiar fosfoproteomas

completos y descubrir sustratos de enzimas reguladoras a gran escala. Al respecto, un
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estudio de fosfoprotedmica cuantitativo en el que se estudian plantas de Arabidopsis
thaliana mutantes snrk1.1/snrk1.2 en ausencia de luz comprueba el papel de la SnRK1 in
vivo como regulador central de la homeostasis energética en plantas al ajustar el
metabolismo durante un estado de baja energia mediante la fosforilacion de blancos

especificos antes sélo demostrado in vitro (Nukarinen, et al., 2016)

Estrés

X X L. Fosfatasas
Deficiencia energética

\fAMP -~

Azlcares — P /\ NR, SPS, HMG-CoAR, ... —_—
|
1

By Procesos anabdlicos
consumidores de energia

» SnRK1

Procesos catabdlicos
productores de energia

l

Reprogramaciéon metabdlica

Consumo de ATP l Produccién de ATP

Homeostasis energética

Figura 1. Efecto global de la respuesta de SnRK1 ante estrés en plantas.
Resumen simplificado del papel central del complejo SnRK1 en el balance
energético mediante la reprogramacion metabdlica. Flechas indican regulacién
positiva o negativa (revisado en Polge y Thomas, 2007).

Por otro lado, la caracterizacion de plantas transgénicas y mutantes de SnRK1 ha revelado
informacién importante sobre la funcién fisiolégica de estas cinasas en el crecimiento y
desarrollo. Plantas transgénicas que sobre-expresan SnRK1.1 resultan en senescencia y
floracién retrasada, desarrollo de flor alterada, y mayor tolerancia a condiciones de inanicion
de nutrientes, esto concuerda con el papel de SnRK1.1 en la respuesta a estrés (Baena-
Gonzalez et al., 2007). Asi mismo, el silenciamiento de SnRK1.1 6 SnRK1.2 le impide el

crecimiento a la planta y le induce senescencia antes de la floracion.
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En plantas existen otras dos subfamilias relacionadas con la SnRK1, la familia de las
cinasas SnRK2 y SnRK3 que son menos similares a la SNF1 y AMPK, y son exclusivas de
plantas (Halford et al., 2003). Se ha propuesto que las SnRK2 y SnRK3 surgieron en plantas
por la duplicacion génica de SnRK1 y rapidamente divergieron durante la evolucién de
plantas para relacionar redes que ligan a la sefializacion del estrés y acido abscisico (ABA)
con la sefalizacién metabdlica, de una manera que no llega a ocurrir en otros organismos
(Halford y Hey, 2009). Las cinasas de las familias ShnRK2 y ShRK3 no complementan a la
mutante snf1 (Hrabak et al., 2003), pero si estan involucradas en vias de sefalizacion que
regulan las respuestas en plantas a limitacién de nutrientes, sequia, frio, estrés osmético,
y estrés salino y comparten algunas similitudes con la SnRK1 en cuanto a reconocimiento
de blancos (Coello et al., 2012; Halford et al., 2004). La SnRK2 se relaciona con la
sefalizacion de &acido abscisico (ABA), respuestas al frio, estrés osmdético, y se ha
demostrado que mejora la tolerancia a sequia cuando se sobre-expresa (Fuijita et al., 2009;
Halford y Hey, 2009; Yoshida et al., 2015). Estudios han demostrado que la inactivacién de
SnRK2.6 en A. thaliana resulta en sintesis reducida de aceites, mientras que su sobre-
expresion incrementa la sintesis de sacarosa y desaturacion de grasas en hojas, sugiriendo
que la SnRK2.6 también podria encontrarse implicada en procesos metabdlicos (Zheng et
al., 2010). La subfamilia SnRK3 incluye a la SnRK3.1, también conocida como la
hipersensible a sal 2 (SOS2 del inglés Salt Overly Sensitive 2), que se involucra con la
sefalizacion a la tolerancia a estrés salino, y la SnRK3.1, un regulador global de la
respuesta a ABA en un mecanismo de regulacién negativa que controla sensibilidad a ABA
(Guo et al., 2002; Liu et al., 2000). En A. thaliana, las (PP2C) regulan tanto a la subunidad
catalitica de SnRK1 como a las de las SnRK2.2/2.3/2.6 (Rodrigues et al., 2013).

2.3 Laestructura y funcion de los complejos SNF1/AMPK/SnRK1

Los miembros de la familia SnRK1/SNF1/AMPK existen estructural y funcionalmente como
complejos heterotriméricos y se conforman por una subunidad catalitica a y las subunidades
reguladoras B y y. En A. thaliana existen dos isoformas funcionales de la subunidad
catalitica a: la SnRK1.1 y la SnRK1.2; tres subunidades B: B1, B2, y B3; una subunidad y y
una subunidad atipica, especifica de plantas, denominada By. De este modo, mientras la
actividad cinasa del complejo esta mediada por la subunidad «, todos los estudios sugieren

que los otros componentes ejercen funciones reguladoras (revisado en Polge y Thomas,
2007).
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2.3.1 La subunidad catalitica .

La subunidad a se conforma por un dominio catalitico amino- terminal y una region
reguladora carboxilo- terminal. EI dominio cinasa de las subunidades o es el mas
conservado entre distintas especies y muestra una importante similitud con otras cinasas;
no obstante, la secuencia de subunidad o permanece especifica en la familia
SNF1/AMPK/SnRK1. Las subunidades cataliticas de los miembros de esta familia de
cinasas incluyen una region denominada asa de activacion altamente conservada con una
treonina que permanece fosforilada mientras la cinasa esta activa (revisado en Polge y
Thomas, 2007).

Las secuencias de los dominos auto inhibicién (AID, del inglés Auto Inhibitory Domain) de
la Snf1 ya han sido caracterizados con precisién en levadura. Experimentos de deleciones
permitieron localizar el AID en la posicion de los aminoacidos 392-518 en la Snf1, que es
casi idéntica a la secuencia de unién con la subunidad y (392-495) (Jiang y Carlson, 1996).
En mamiferos, el papel de un motivo pequefio inmediatamente rio-abajo del dominio cinasa
(313-335) se caracterizé en la AMPK de rata como una secuencia inhibitoria (Pang et al.,
2007). En la SnRK1, sobre la misma posicion de la secuencia se encuentra un dominio de
union a proteinas ubiquitinadas (UBA, del inglés ubiquitin-associated domain) Error!
Reference source not found.. El dominio UBA es de aproximadamente 45 residuos y se
pliega en un grupo de tres hélices, exponiendo una region hidrofébica que generalmente
interactia con cadenas mono- o poli- ubiquitinadas (Hofmann y Bucher, 1996). La
ubiquitinacién tiene varias funciones en la célula: como sefial de clasificacion durante la
endocitosis, como sefal para la degradacion proteasomal, transduccién de sefiales, y
reparacion del DNA (Bertolaet et al., 2001; Buchberger, 2002; Kang et al., 2006; Ortolan et
al., 2000).

El extremo carboxilo- terminal (515-633) de la subunidad Snf1 en levaduras es responsable
de la unién a la subunidad 3, que también es indispensable para su actividad (Jiang y
Carlson, 1997). En las subunidades cataliticas de Arabidopsis, el extremo carboxilo-
terminal forma un dominio asociado a cinasa (KA1, del inglés Kinase associated domain 1)
Error! Reference source not found. que se ha visto implicado en la auto-inhibicién (Pang
et al., 2007).

El dominio cinasa de la subunidad catalitica de SnRK1 contiene al asa de activacion

altamente conservada, mientras que el dominio regulador alberga a un dominio el cual se
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ha propuesto que regula la interaccion con proteinas ubiquitinadas (Farras et al., 2001). En
mamiferos y levaduras, el dominio regulador parece tener una secuencia auto-inhibidora la
cual se ha demostrado que inhibe la actividad cinasa, mientras que en plantas esto no se
ha demostrado (Chen et al., 2009; Pang et al., 2007). El KA1 de la subunidad a también
sirve como la regiéon donde ocurre la interaccion con la subunidad B y fosfatasas (Amodeo
et al., 2007; Rodrigues et al., 2013; Xiao et al., 2011)

2.3.2 Las subunidades [3

Las subunidades 3 funcionan como el andamiaje central de los complejos triméricos con
distintos dominios de interaccidn en sus regiones carboxilo- terminal. En adicién a sus
funciones estructurales, las subunidades B determinan la localizacion sub-celular de los
complejos por miristoilacion (ver seccion 2.4.4 y Error! Reference source not found.), y
tienen papeles importantes en el reconocimiento selectivo de sustratos (Hedbacker y
Carlson, 2008). Las subunidades [} son esenciales para la funcion del heterotrimero in vivo,
ya que la delecidon de genes que codifican para todas las isoformas [ inactiva a la cinasa

Snf1 en levadura y conlleva al fenotipo snf1-.

En plantas, las subunidades tipo B contienen un dominio de unién a almidén (SBD, del
inglés starch-binding domain), un dominio de asociacion con SNF1 (ASC, del inglés
association with the SNF1 complex), importante para la interaccion entre las subunidades
oy v, Yy una extensién amino- terminal para facilitar la asociaciéon con blancos rio abajo
(Hedbacker y Carlson, 2008). La subunidad 33 solo contiene el dominio ASC, pero es capaz
de complementar al mutante gal83Adsip1Asip2A, que no tiene sus tres subunidades B, y se

ha demostrado que puede formar complejos con las otras subunidades (Gissot et al., 2004).

La subunidad B esta involucrada en reconocimiento del sustrato, localizacién sub-celular y
regulacién de la actividad del complejo, tanto en plantas, mamiferos y levaduras (Ghillebert
et al., 2011; Polge y Thomas, 2007; Vincent et al., 2001). Se ha demostrado que la SnRK1
es capaz de regular la actividad de la enzima nitrato reductasa (NR), siendo la subunidad
SnRK1B1 la responsable de regular negativamente la actividad NR (Li et al., 2009; Polge y
Thomas, 2007). La expresion de SnRK131 también es regulada por el estado de nitrégeno
en un mecanismo de regulacion negativa (Li et al., 2009). Interesantemente, en A. thaliana
la SnRK1B1, la SnRK1B2, y la ShnRK1B3 tienen patrones de expresién marcadamente

distintos, lo que sugiere un nivel de regulacion basado en interacciones que tienen como
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blanco las distintas subunidades 3 en respuesta a sefales especificas (Bouly et al., 1999;
Gissot et al., 2004; Polge y Thomas, 2007).

2.3.3 Lasubunidad y

La subunidad y de SnRK1 contiene dos pares de repeticiones cistation-p-sintasa (CBS),
que son dominios de union de nucledtidos de adenina (Hedbacker y Carlson, 2008). Ni en
los ortdlogos de levaduras ni en plantas se ha demostrado la unién con AMP; sin embargo,
el AMP promueve la actividad cinasa de SnRK1 mediante mecanismos indirectos (Adams
et al., 2004; Ghillebert et al., 2011; Sugden et al., 1999). Se ha propuesto que subunidades
de este tipo no se encuentran formando parte del heterotrimero natural y la funcion de la

subunidad vy la realiza la subunidad atipica By (Emanuelle et al., 2015).

2.3.4 La subunidad Py especifica de plantas

Las plantas han adquirido un hibrido By unico. Funcionalmente se ha caracterizado como
una subunidad y, pero contiene homologia amino-terminal con el SBD y cuatro motivos CBS
en el extremo carboxilo. La subunidad Jy complementa al mutante de la subunidad y en
levadura, interacciona con las subunidades a y y en ensayos doble hibrido, y se ensambla
para formar complejos especificos de SnRK1 en plantas (Bitrian et al., 2011; Emanuelle et
al., 2015; Lopez-Paz et al., 2009). Sorprendentemente, en plantas el hibrido fy de SnRK1
actia como la subunidad candnica vy, siendo requerida para la formacion de complejo con
las subunidades a y . Esta subunidad interacciona con cualquiera de las tres subunidades
B, y la interaccion depende del dominio CBS altamente conservado, pero no requiere el
dominio SBD (Emanuelle et al., 2015; Ramon et al., 2013). El dominio SBD de la subunidad
By de SnRK1 muestra mas similitud en secuencia al de la subunidad B de mamiferos que a

la de las subunidades [} de plantas (Lumbreras et al., 2001; Ramon et al., 2013).

Existen multiples isoformas de las subunidades a, 3, y v; razén por la cual se pueden formar
distintos heterotrimeros. Por ejemplo, en plantas hay dos subunidades a, tres subunidades
B y por lo menos dos subunidades tipo y. Ademas, los transcritos de las subunidades
Snf1/AMPK/SnRK1 pueden llevar a cabo splicing alternativo, aumentando las posibles

variaciones (Steinberg y Kemp, 2009).
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Figura 2. Estructuras de las subunidades de los complejos
SNF1/AMPK/SnRK1. Diagramas esquematicos de las subunidades o, B, y y de
SNF1/AMPK/SnRK1 y sus dominios. EI Dominio Catalitico, domino de unién a
proteinas ubiquitinadas (UBA), y el dominio de asociacion a cinasa (KA1), asi como
los residuos de treonina (Thr175/176) fosforilables se muestran para las
subunidades a de SnRK1 en plantas (SnRK1.1/SnRK1.2 6 AKIN10/11). Las
subunidades a (o 1/2) de AMPK 'y SNF1 (Snf1) contienen un dominio catalitico con
residuos fosforilables Thr172 y Thr210 para mamiferos y levaduras,
respectivamente; asi como, el dominio de auto inhibicion y la region de interaccién
con las subunidades B, y y. En la subunidad B se se observa el dominio de union a
glucoégeno (GBD) o dominio de unién a almidon (SBD), y el dominio de asociacion
delacinasa (CTD). Dos pares de repeticiones cistation-p-sintasa (CBS) se muestran
en la subunidad y. Las plantas también poseen una subunidad (3 atipica, que
carece los dominios SBD; as6 como una subunidad By que consiste de un domino
SBD fusionado del lado amino a una subunidad v tipica.

2.4 Las vias de seinalizacion son reguladas por eventos de
fosforilacion y desfosforilacion de proteinas en los que participan
cinasas y fosfatasas.

En organismos de todos los reinos, la fosforilacion es un mecanismo altamente conservado.
En procariontes existen cinasas que fosforilan residuos de histidina en un sistema regulador
de dos componentes para transducir sefiales ambientales. En cambio, los eucariontes
tienen tres tipos de cinasas: las histidina cinasas, las tirosina cinasas y las serina/treonina

cinasas. Las tirosina cinasas se encuentran predominantemente en animales, mientras que
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las serinal/treonina cinasas son mas comunes en plantas; sin embargo, las dos clases se
manifiestan en ambos reinos. Las plantas han explotado la regulacién por fosforilacion mas
notablemente que otros eucariontes; el genoma de Arabidopsis codifica para mas de mil

cinasas, mientras que el del humano solo 518 (Halford y Hey, 2009).

La fosforilacion reversible de proteinas permite una modulacion temporal de la funcion de
una proteina; es un mecanismo prevalente en la transduccion de sefiales para regular
respuestas celulares a estimulos extracelulares e intracelulares en los tres reinos de la vida.
Las proteinas cinasas a menudo funcionan en cascadas en las que cinasas rio arriba
activan a otras rio abajo mediante fosforilacion. Al igual que la SNF1 en levaduras y AMPK
en mamiferos, la actividad cinasa de SnRK1 es controlada por la fosforilacion de una
treonina conservada en el asa de activacion de su dominio cinasa (Baena-Gonzalez et al.,
2007; Hardie, 2007; Hedbacker y Carlson, 2008; Shen et al., 2009).

Una de las modificaciones post-traduccionales mejor caracterizadas hasta hoy es la
fosforilacion de proteinas. La fosforilacion reversible de proteinas es un mecanismo crucial
que controla muchos procesos bioldgicos en eucariontes. La fosforilacion se refiere a la
adicion reversible de un grupo fosfato de un nucleésido trifosfato a una proteina por accién
de una proteina cinasa (Burnett y Kennedy, 1954). Por otro lado, la remocion de este fosfato
es catalizada por una proteina fosfatasa (Harris, 1946)( Error! Reference source not
found.). Como resultado de la fosforilacion, una nueva entidad quimica es originada debido
a la carga negativa y el tamano del grupo fosfato adicionado. Por lo tanto, la fosforilacion
afecta la estructura de una proteina, su actividad enzimatica, y su localizacién sub-celular
(Rall et al., 1956). Algo que es mas interesante aun, es que las cinasas y fosfatasas mismas
pueden ser fosforiladas y reguladas por otras cinasas y/o fosfatasas (Fischer y Krebs,
1955).
ATP ADP
Mg?*

= G-~

Figura 3. Modificacion covalente de una enzima regulada por fosforilacion-
desfosforilacion de un residuo de serina (Ser). La fosforilacién de proteinas es
una modificacion post-traduccional reversibel de las proteinas en la cual el grupo -
OH de un residuo de serina, o treonina (Ser en este ejemplo) es modificado
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convalentemente por una cinasa mediante la sustitucion del fosforilo gamma de
ATP.

2.5 Regulacion de la actividad de ShnRK1
2.5.1 Fosforilaciéon-desfosforilacion del complejo SnRK1

Aunque la fosforilacion en Thr175 de SnRK1.1 es esencial para la actividad, analisis de
extractos totales muestran que no existe diferencia en los niveles de fosforilacion sobre ese
residuo entre condiciones de estrés y control, lo que sugiere fuertemente la existencia de
otros residuos fosforilables, u otros mecanismos que controlan la actividad ante condiciones
de estrés (Baena-Gonzalez et al., 2007; Fragoso et al., 2009; Nunes et al., 2013; Rodrigues
etal., 2013).

Se cuenta con suficiente evidencia para creer que la desfosforilacidon es un paso crucial en
la regulacion de la actividad de la SnRK1. En plantas, se describioé por primera vez que la
fosfatasa PP2C desfosforila a la subunidad oo de SnRK1 de espinaca in vitro (Sugden et al.,
1999). Otro estudio mas reciente apoya la misma conclusién al demostrar que las fosfatasas
ABI1, PP2C, y PP2CA interaccionan y desfosforilan a la subunidad catalitica de SnRK1
(Rodrigues et al., 2013). Se han descrito otras fosfatasas que interaccionan con SnRK1,
pero la relevancia funcional de estas interacciones no se ha sido determinado aun
(Fordham-Skelton et al., 2002; Tsugama et al., 2012).

2.5.2 Regulacioén por metabolitos

Siendo reguladores globales del metabolismo de carbono, es comprensible que las cinasas
SNF1/AMPK/SnRK1 sean reguladas por metabolitos. La Snf1 de levaduras responde ante
deficiencia de glucosa, el carbohidrato de preferencia, mediante la activaciéon de vias que
metabolizan fuentes de carbono alternativas (Celenza y Carlson, 1984). Mientras tanto, ante
la presencia de glucosa, Snf1 se encuentra desfosforilada e inactiva (Rubenstein et al.,
2006). La AMPK de mamiferos es activada por una alta relacion de AMP:ATP, que puede
ser provocado por inanicion de glucosa, hipoxia, o estrés oxidante. En este caso, el AMP
se une a la subunidad vy, que subsecuentemente se une e inactiva a la subunidad o de
AMPK (Hedbacker y Carlson, 2008).

Las azucares son centrales en el metabolismo de las plantas mas aun que en el de
levaduras y mamiferos. Se ha demostrado que algunas azucares fosfatadas, tal como la
trealosa-6-fosfato (T6P), tienen un papel importante en la regulacién de la actividad cinasa

12



INTRODUCCION

de SnRK1. Se ha observado que la T6P es un inhibidor potente de la ShnRK1, actuando en
contra de las subunidades cataliticas SnRK1.1 y ShnRK1.2 (Zhang, et al., 2009). De manera
similar los fosfatos de glucosa, glucosa-1-fosfato y glucosa-6-fosfato (G1P, G6P), también
inhiben a la cinasa (Nunes, et al. 2013)

2.5.3 Regulacion por otras modificaciones post-traduccionales

Se han descrito otras modificaciones post-traduccionales que regulan la actividad de
SnRK1. Mientras que en levaduras y mamiferos se ha descrito la acetilaciéon, aun no existe
evidencia de que exista esta modificacion en subunidades del complejo SnRK1 de A.
thaliana (Lin et al., 2009; Rao et al., 2014). La ubiquitinacién afecta de manera negativa la
actividad de SnRK1, lo que sugiere que la actividad y fosforilacién estén relacionadas con
la estabilidad de los complejos (Ananieva et al., 2008; Baena-Gonzalez et al., 2007). Otra
modificacion post-traduccional que regula a las subunidades SnRK1a es la SUMOilacién.
El complejo SnRK1 es SUMOilado sobre varias subunidades por la SUMO ligasa SIZ1, lo
cual conlleva a su degradacion mediante el proteasoma (Crozet, et al, 2016). La
miristoilacion; es decir, la adicion de una cadena del acido graso miristico cuya funcion es
principalmente dirigir intracelularmente a la proteina modificada, también parece ser una
manera de regular al complejo SnRK1 (Oakhill et al., 2010). Por ejemplo, en A. thaliana se
demostré que los mutantes cuyas subunidades f1 y B2 tenian inactivado el dominio N-
miristoiltransferasa tendieron a llegar a un arresto en el desarrollo mientras que la actividad
cinasa del complejo aumenté cinco veces y se volvieron hipersensibles a la glucosa (Pierre
et. al, 2007).

2.6 Conservacion de las cinasas activadoras

Desde los inicios del estudio de la familia SNF1/AMPK/SnRK1 se demostré que las sub-
unidades cataliticas necesitan ser activadas por la fosforilacion sobre su asa de activacién
(Hawley et al., 2005; Momcilovic et al., 2006; Stein et al., 2000; Sugden et al., 1999). Se
han descubierto en estos Ultimos afios, varias cinasas activadoras de la familia
SNF1/AMPK/SnRK1. Hoy en dia, se han caracterizado dos cinasas de la AMPK en
mamiferos (LKB1 y CaMKKJ), en levaduras (ELM1, SAK1 y TOS3) y dos en A. thaliana
(SnAK1/GRIK2 y SnAK2/GRIK1). Es interesante subrayar que las tres cinasas de levadura,
las dos cinasas de A. thaliana y la CaMKKP de mamiferos estan proximas

filogenéticamente. De hecho, el descubrimiento de las cinasas activadoras de SnRK1 se
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identificaron por similitud de secuencia con las cinasas activadoras de Snf1 de levaduras
(Wang et al., 2003).

Los primeros elementos involucrados en esta via de senalizacion fueron aportados por
estudios de la levadura. Mediante ensayos genéticos se identificaron tres cinasas, ELM1,
SAK1 y TOS3, todas capaces de activar los complejos SNF y el triple mutante de levadura
elm1/tos3/pak1 es, tal como la mutante snf1, incapaz de usar una fuente alternativa de
carbono (Hong et al., 2003; Nath et al., 2003; Sutherland et al., 2003). Se demostré que la
complementacién de este triple mutante de levadura por cinasas candidatos es una
herramienta esencial en la caracterizaciéon de las cinasas activadoras en los mamiferos y
plantas. Asi fue como se demostré que dos cinasas de mamiferos son capaces de activar
a la SNF1 en el triple mutante elm1/tos3/pak1 (Hong y Carlson, 2007). Ambas pueden
fosforilar la Thr172 de la AMPKa1. La primera de éstas, identificada como LKB1, que ya se
conocia como proteina supresora de tumores, fue sujeto de estudio de numerosos trabajos
(Vaahtomeri y Makela, 2011; Woods et al., 2005). Esta proteina se asocia con otras dos
para formar un trimero LKB1/STRADa/MO25 activo (Boudeau et al., 2004; Zeqiraj et al.,
2009). La segunda cinasa, la CaMKKJp es sensible al calcio y permite otra via de activacion
de la AMPK en respuesta al aumento intracelular de ese cation (Birnbaum, 2005; Hawley
et al., 2005; Hurley et al., 2005).

LM
< TOS3<
PAKY

Snf1
AMPKao. -{ Dominio Catalitico H Dominio Regulador I-
SnRK1

Asa de activacion

|
M

|
\Y

T210

SnRK1.1

D
AMPK D
D
SnRK1.2 D

mTm T
OO0
e rr
nnnn
z2ZzZZ

=L
0 »n-H
Oo0oOo
[oNoNoN0}
ITmZ
e
XX AU X
-
-
=]
N

S
S
S
S

muer
0000
[oXoXoXo)
X2X7X%)
TTUT
zzzz
<< =<=<
>>>>
>>>>
TUTUTO
mmmm

Figura 4. Fosforilacion de los dominios cataliticos sobre un residuo
conservado en region denominada asa de activacion en los eucariontes. En
levaduras existen tres cinasas activadoras (ELM1, TOS3, PAK1), dos en mamiferos
(LKB1, CaMKK), y dos en A. thaliana (SnAK1, SnAK2). Las subunidades cataliticas
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de los complejos SNF1/AMPK/SnRK1 de eucariontes contienen domino catalitico
que alberga una region altamente conservada denominada asa de activacion sobre
la cual existe la fosfrilacion sobre una treonina en posicion 210, 172, y 175/6 en la
Snf1l, AMPK, y SnRK1.1/2; respectivamente.

En plantas, dos proteinas se identificaron al complementar el mutante elm1/os3/pak1 en
levadura (Hey et al., 2007). Estas proteinas inicialmente conocidas como GRIK1 y GRIK2
(Geminivirus Rep-Interacting Kinase 1 y 2) también se conocen como SnAK2 y SnAK1
(SnRK Activating Kinase), respectivamente. Estas proteinas activan a la ShnRK1 fosforilando
la treonina en posicion 175 6 176 (Thr175/6) de las subunidades SnRK1.1 y SnRK1.2,
respectivamente (Crozet et al., 2010; Hey et al., 2007; Shen et al., 2009) (Figura 4).

2.7 Las cinasas SnAK1y 2, actores claves en la via de senalizacién
SnAK/SnRK1

El descubrimiento de las cinasas activadoras en plantas fue el resultado de una
comparacion de secuencias entre las ya descritas de animales y levaduras. Dos proteinas
candidatas, las cinasa GRIK2/SnAK1 y GRIK1/SnAK2 fueron resultado de estos analisis.
Estas proteinas inicialmente se identificaron como capaces de interactuar con la proteina
Rep de Geminivurus, proteina esencial para la replicacion del ADN viral dentro de la célula
vegetal hospedera (Elmer et al., 1988; Kong y Hanley-Bowdoin, 2002). Las dos cinasas,
cuya denominacion SnAK1 y SnAK2 sera utilizada en esta tesis, complementan la triple
mutante de levadura elm1 sak1 tos 3 al restaurar la capacidad de este organismo para

utilizar una fuente alterna de carbono (Hey et al., 2007).

Se ha establecido una relacién estrecha entre las cinasas activadoras en A. thaliana y las
subunidades cataliticas de los complejos SnRK1 (Figura 5). Hasta hoy, se acepta que la
fosforilacion de la treonina 175 (Thr175) de la SnRK1.1, situada sobre el asa de activacion
conservada en las proteinas cinasas (Thr176 en el caso de SnRK1.2) provoca la activacion
de la cinasa (Crozet et al., 2010; Shen et al., 2009). Se ha propuesto un modelo de la
regulacién de las cinasas SnRK1.1/1.2 por SnAK1/2, tratandose de un mecanismo de
fosforilacion cruzada (Crozet et al., 2010). Inicialmente, SnAK1 se autofosforila sobre la
treonina 153 (154 en el caso de SnAK2), lo que activa a la proteina. En seguida, las dos
cinasas se fosforilan una a la otra. Mientras que la cinasas rio arriba activa su blanco
SnRK1.1/1.2 sobre los residuos Thr175/176 como se establece previamente, esta ultima es
capaz de inhibir de manera en retroalimentacion a la SnAK fosforilando el residuo serina en
posicion 260 (Ser260). Hasta la fecha este mecanismo de fosforilacion sélo se ha

observado in vitro.
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Figura 5. Mecanismo propuesto de interacciéon por fosforilaciones entre la
cinasa SnRK1 y su cinasa activadora SnAK1. Los numeros representan la
secuencia de eventos de fosforilacién segun (Crozet, et al. 2010): la
autofosfrilacion de SnAK1 en Thr153, fosforilacion activadora de SnRK1.1 en
Thr175 por SnAK1, y la fosforiliacion inactivadora de SnAK1 en Ser 260 por

SnRK1.1.
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3 ANTECEDENTES

Se ha descrito que el aumento en la actividad de la SnRK1 en Arabidopsis thaliana
observada en respuesta a estrés se lleva a cabo sin la modificacion significativa del nivel
de fosforilacién de la Thr175 de la subunidad catalitica SnRK1.1 (Baena-Gonzalez et al,
2007) (Figura 6). Lo anterior sugiere la existencia de un mecanismo alterno de activacion

al que es actualmente aceptado.

A B “... a difrencia de la fosforilacion

de Thr172 en la AMPK, la

pThr172-AMPKa - fosforilacion de la Thr175 en la
SnRK1.1 no se correlacioné con
AMPKOL ——— la activacion (datos no
mostrados) ..."
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Figura 6. Los niveles de fosforilacion de las cinasas AMPK pero no los de la
SnRK1 son relacionados a su activacion por estrés. A, Western blot anti-
pThr172 de la AMPKa en condiciones normales (control) y condiciones de estrés y
la cuantificacion de las sefales (modificado de Soltys, et al., 2006). B, Actividad
luciferasa en protoplastos transformados con la construcciéon DING-LUC/ 35S-GUS
del gen DING, reportero de la actividad de SnRK1.1, en condiciones normales
(control) y de estrés (modificado de Baena-Gonzalez, et al., 2007).

De hecho, hasta la fecha falta por comprobar mediante estudios bioquimicos la relacion
directa que la activacion de la cinasa depende unicamente de la fosforilacion sobre la
Thr175 en SnRK1.1. En parte, esto se debe que para comprobar la fosforilacion sobre el
asa de activacion en la cinasa SnRK1 de Arabidopsis thaliana se utiliza un anticuerpo
disefiado contra la subunidad catalitica de la AMPK de mamiferos fosforilada sobre el
residuo de treonina en posicion 172 (a-pThr172 AMPKa 1) que si bien ya es habitual su uso,
sigue siendo una manera indirecta de deteccion. En efecto, existe homologia entre las

cinasas y una similitud muy alta en la secuencia de su asa de activacion; sin embargo, no

17



INTRODUCCION

se ha comprobado de otra manera que, durante la activacién, el residuo conservado sea el

Unico fosforilado.

Por otro lado, existe un numero cada vez creciente de estudios recientes de
fosfoprotedmica enfocados a descubrir niveles de fosforilacion a nivel de proteoma
completo en Arabidopsis thaliana en respuesta a distintas condiciones de estrés. En la base
de datos y predictor de sitios de fosforilacion PhosPhAt 4.0, que recopila resultados de
estudios fosfoprotedmicos y provee una interface que permite visualizar todos estos; se
describen varios sitios para SnRK1.1 y SnRK1.2. Es pertinente mencionar que ningun
estudio cuyos datos existen en PhosPhAt 4.0 aborda la activacion de los complejos SnRK1
(Figura 7).

&2 PhosPhAt

B Exweriment About B Result1
data: Basic search
—————| Msvsa @ 1am [ ere Bl atted [ Aramemnon [ Gabirp

B Bweriment
data: Advanced Spec Arabidopsis thaliana

. ol AT3G01090.1
“ Prediction | | € iptio AKIN10, SNRK1.1, KIN10; SNF1 kinase homolog 10
Proteins to pradict: “‘ 36921 signalling.in sugar and nutrient physiology.Snf related kinase 1

| At3a01090 St T rk se: AT3G01090.1 - AKIN1O, SNRK1.1, KIN10; SNF1 kinase homolog 10

Sequence
1234567 B 9 11)11 121314151617 161920212223 242526 2726 293031323334 3536 37 3839 40 41 42 43 44 4546 47 48 49 50

Amino acid

sequence (online 151. ; 5 Q‘E u@!a ﬂ PEV !@Gé Y]

prediction):
Prediction by peptid iSRS i .

Experiment data for AT3G01090.1

Figura 7. Captura de pantalla de PhosPhAt 4.0 para prediccion de sitios
fosforilables en SnRK1.1. En la interface de la base de datos PhosPhat se
despliega la secuencia de la proteina SnRK1.1 y sublineados se encuentran los
residuos del péptido identificado con fosoforilacidnes. En negritas se identifican los
residuos fosforilables confirmados experimentalmente y en cuadros resaltados los
posibles sitios fosforilables segun los algoritmos de esta base de datos. En la
proteina SnRK1.1 la treonina (T) en posicién 175 es el unico residuo fosforilable
cuyo papel ha sido explorado por estudios funcionales (captura de pantalla de
http://phosphat.uni-hohenheim.de/ 09 enero 2017.
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4 HIPOTESIS

Para tener actividad cinasa, los dominios cataliticos de SnRK1 deben ser fosforilados por
una cinasa activadora (SnAK1/2) sobre el residuo Thr175/176 mientras que una mutacion
fosfomimética en el sito de activacion de la subunidad catalitica (T175D/T176D) es capaz

mantener a la cinasa constitutivamente activa, implicando un solo sitio de fosforilacién

5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Estudiar la activacion por fosforilacion de los dominios cataliticos determinando si la
fosforilacion en la posicion Thr175 es Unica y suficiente para activar a los dominios
cataliticos de la cinasa SnRK1.

5.2 Objetivos particulares

Obtener el cDNA codificante de SnRK1.1y SnRK1.2 mediante PCR.
Clonar los productos de PCR en el vector de expresion pGEX-4T-2.
Sobre-expresar las proteinas recombinantes en células de E. coli DE3 y purificar estas
proteinas en una columna de afinidad glutation-agarosa.
Realizar ensayos de fosforilacion in vitro con ATP marcado.
Estudiar la actividad de los dominios cataliticos activados por fosforilacion o por
mutagénesis fosfomimética midiendo actividad cinasa sobre un péptido blanco.

6. Determinar si existen distintos estados de fosforilacion de los dominios cataliticos
mediante Phos-tag SDS-PAGE.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales
6.1.1 Reactivos generales

CASA COMERCIAL

REACTIVO

BIO-RAD, Hercules, California

Promega, Madison, Wisconsin
J. T. Baker, Center Valley, PA

Nestlé, Vaud, Switzerland
Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri

Millipore, Billerica, Massachusetts

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts
Kodak, Rochester, New York

WakoChemicals, Richmond, VA
Roche, Basel, Switzerland

e Reactivo de Bradford 5x

e Marcador de peso molecular Precision
Plus

e Solucion de acrilamida

e IPTG

e X-gal

e Solventes quimicos en general (etanol,
metanol, isopropanol, acetona,
cloroformo, glycina, acido acético)

e Leche en polvo libre de grasa Svelty

e Productos quimicos (NaCOOH, NacCl,
NaOH, MgClz, NaH2PQO4, NaF, EDTA,
bromuro de etidio, Triton X-100, Tween-
20, PMSF, 2-mercaptoetanol, DTT, ATP,
sacarosa, KCI, Kz2HPO,)

e Inhibidor de proteasas

e Oligonucleotidos

e Soluciones de dNTPs

e Fenol-cloroformo-isopropanol

e TEMED

e Kit de purificacion de DNA Miniprep

o Kit de extraccion de gel

e Filtro de nitrocelulosa 0.45 ym

e Membrana para western-blot Immobilon-P

e Sustrato de peroxidasa Immobilion
Western Chemiluminescent HRP
Substrate

e Coctel de centelleo Ultima Gold Cocktail

e Placas fotograficas

e Solucion de revelado

e Phos-tag

e Coctél inhibidor de proteasas Complete
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6.1.2 Enzimas y amortiguadores

Invitrogen, Carlsbad, California EcoRI — amortiguador REact 3
Fosfatasa alcalina de intestino bovino (1U
-uL")— amortiguador REact 3

DNasa
New England Biolabs, Ipswich, BamHI
Massachusetts
Thermo Scientific, Waltham, T4 DNA ligasa
Massachusetts

Taq DNA polimerasa

6.1.3 Plasmidos vectores y construcciones

6.1.3.1 Plasmidos vectores

Promega, Madison, Wisconsin pGEM-T Easy
GE Healthcare, Little Chalfont, United pGEX-4T-2
Kingdom

6.1.3.2 Construcciones previamente reportadas

pGEX-4T-2-PHR1 pGEX-4T-2-GRIK1
pET 28-AKIN10 pGEX-4T-2-GRIK2
pET 28 AKIN11

pET 28-MutAKIN10
pET 28-MutAKIN11

6.1.3.3 Construcciones realizadas en este trabajo

pGEM-AKIN10 DC
pGEM-AKIN11 DC
pGEM-AKIN10 DC T175D
pGEM-AKIN11 DC T176D
pGEX-4T-2-AKIN10 DC
pGEX-4T-2-AKIN11 DC
pGEX-4T-2-AKIN10 DC T175D
pGEX-4T-2-AKIN11 DC T176D

6.1.4 Cepas bacterianas

E. coli DH5a
E. coli BL21 (DE3)
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6.2 Amplificacién de cDNA

Las reacciones en cadena de la polimerasa (PCR) se llevaron a cabo en volumenes de
reaccion de 50 pL utilizando 100 ng de cDNA de la subunidad catalitica de Arabidopsis
thaliana completa como templado, 200 yM de cada dNTP, 0.1 uM de cada primer, 1.25 U
de Taq polimerasa, 5 yL de amortiguador 10X, 2mM MgCl. y agua para ajustar al volumen
final. Un paso de desnaturalizacion inicial a 95°C se llevé a cabo, seguido por 30 ciclos de
95° C por 30 s, 50° C por 30 s, y 72° C por 1 min, y una extension final de 5 min a 72° C
(Tabla 1). Los productos de PCR se purificaron utilizando un estuche de extraccion

GenElute Gel Exraction de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

Tabla 1. Programa de termperatura y tiempo de PCR

Paso Temperatura (°C) Tiempo No. Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 3 min 1
Desnaturalizacion 95 30s

Alineamiento 50 30s 30
Extension 72 1 min

Extension Final 72 5 min 1

Los cebadores utilizados para tanto las mutantes como las no-modificadas fueron los

siguientes:
SnRK1.1 FWD 5- CG GGA TCC ATG GAT GGA TCA GGC -3’
SnRK1.1 REV 5- CGG GAATTC TCA ATA ACC ACT AGA GGC -3’
SnRK1.2 FWD 5-CG GGA TCC ATG GAT CAT TCATCA -3’
SnRK1.2 REV 5- CGG GAATTC TCA ATA GCC ACT TGG AAC -3’

En el caso de las mutantes, un cDNA de SnRK1.1 6 SnRK1.2 con la mutacién T175D y

T176D se utilizd como templado.

6.3 Electroforesis en gel de agarosa

Para las electroforesis de gel de agarosa se prepararon geles con 1% p/v de agarosa en
amortiguador TAE que consiste en 40 mM Tris-HCI, 20 mM acido acético glacial, 1 mM
EDTA pH 8, adicionados con 0.2 ug mL-' EtBr. Antes de cargar las muestras se mezclaron

con amortiguador de carga con 25% p/v Ficoll 400, 0.25% p/v azul de bromofenol, y 0.25%
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p/v xilencianol. Las muestras se separaron aplicando 80 V hasta que el colorante recorriera

una distancia adecuada para separar los fragmentos.

6.4 Construccién de plasmidos

Para clonar los productos de amplificacion de SnRK1.1 DC, SnRK1.2 DC, SnRK1.1 DC
T175D, SnRK1.2 DC T176D, en un vector de origen, se empled el estuche de clonacion
pGEM-T Easy Vector System, llevando a cabo las instrucciones del fabricante, descritas
brevemente a continuacién. Para cada reaccion de ligacion se incubaron 150 ng de
producto de PCR y 50 ng de plasmido pGEM-T Easy Vector, con 5 yL de amortiguador
Rapid Ligation Buffer 2x,y 1 uL (3 unidades) de T4 DNA ligasa, llevando a un volumen final
de 10 pL con agua libre de nucleasas, durante 1 h a 25° C (temperatura ambiente). La
mezcla de reaccion se utilizé para la transformacion, de la cual se agrego 5 L de la ligacién
a 50 uL de células quimiocompetentes de E. coli DH5a en hielo. Después de 30 min las
células se transfirieron a un bano a 42° C por 45 s, seguido por una incubacién de 2 min en
hielo y una incubacién de 1 h con agitacion a 37° C tras agregar 400 uL de medio liquido
LB. Cien uL de la mezcla se plaquearon sobre medio sélido en cajas Petri con 100 ug mL"
ampicilina, 0.5 mM IPTG, 80 uL-mL" X-Gal. Las cajas plaqueadas se incubaron a 37° C
toda la noche. Las colonias azules se picaron utilizando palillos de madera esterilizados, se
agregaron a 5 mL de medio liquido LB adicionado con 100 ug mL-" ampicilina y se dejaron
incubando a 37° C con agitacién toda la noche. Se extrajo el plasmido utilizando un estuche
de extracciéon de plasmido GenElute Gel Exraction de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. La presencia del inserto se confirmé por un ensayo de restriccion para el cual
fueron empleados 400 ng de plasmido con amortiguador REact 3 10x y agua a un volumen
de 15 yL y se dejé incubar 1 h con 2 unidades de BamHI y 2 h adicionales con 2 unidades
de EcoRI, seguido por electroforesis en gel de agarosa para visualizar la liberacion del
inserto. Para clonar en el vector destino se linearizé el vector pGEX-4T-2 incubando 3 ug
de plasmido con amortiguador de restriccion REact 3 10x y 10 unidades de las enzimas de
restriccion BamHI y EcoRI con suficiente agua para un volumen de reaccién de 40 uL por
3 h a37° C vy se verificd por electroforesis en gel de agarosa. Posterior a la digestion, a la
reaccion se le adiciond 1 U de fosfatasa alcalina y se dejé incubando 1 h a 37° C. El vector
linearizado y el inserto se incubaron en un volumen de 40 uL empleando 2 y 6 L,
respectivamente, amortiguador, y 1 U de T4 DNA ligasa. Se transformaron células E. coli
DH5a para obtencion de plasmido y verificacion de la ligacion mediante el procedimiento

de transformacion descrito anteriormente. La integridad de las construcciones se verificd
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mediante ensayos de restriccion, asi como por secuenciacion con los oligonucleétidos
correspondientes por el laboratorio de la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de
Fisiologia Celular, UNAM.

6.5 Obtencion de proteina recombinante

Se produjeron las proteinas recombinantes transformando células quimiocompetentes de
Escherichia coli BL21:DE3 con el plasmido pGEX-4T2 con el inserto deseado de la misma
manera como se describié anteriormente, y se seleccionaron las colonias transformadas en
medio solido con ampicilina 100 ug mL-'. Una colonia transformante de cada construccion
se utilizé para inocular el pre-cultivo de 5 mL de medio liquido LB en tubos de ensayo
20x150 mm con la misma concentracion de antibiotico y se dejé crecer a 37° C con agitacion
toda la noche. Se utilizé 1 mL de cada pre-cultivo para inocular 50 mL de medio LB con 100
pg-mL-' de ampicilina en matraces Erlenmeyer de 250 mL incubando a 37° C con agitacion
constante hasta alcanzar una DOeoonm = 0.3. Para inducir la expresion de la proteina se
agrego IPTG a concentracion final de 0.1 mM dejando crecer a las células 1 ha 37° Cy 4
h adicionales a 25° C con agitacion constante. Transcurrido el tiempo de sobreexpresion,
se obtuvo el paquete celular centrifugando a 4 000 xg por 20 min. La pastilla celular obtenida
se resuspendié en 3 mL de solucion de lisis (PBS 1x, 1 mM benzamidida, 1 mM PMSF,
benzonasa 0.05 unidades-mL™" de cultivo, 1 mM DTT, 1 % Triton, 1 mg-mL" lisozima, se
omiti6 el EDTA porque interfiere con las aplicaciones posteriores de la proteina
recombinante) y se dejaron lisar las células por 30 min a 4° C, se sonicaron las células con
3 ciclos de 15 s de sonicacién con 15 s de descanso a una amplitud de 21%. Después de
sonicar, la mezcla se centrifugd a 10 000 xg por 20 min a 4 °C. El sobrenadante se pasé
por un filtro Millipore de 0.45 uM y se cargd a una columna de glutation-agarosa para la
purificaciéon de la proteina recombinante fusionada a GST, siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se pas6 por la columna de 500 pyL de glutatién-agarosa el
sobrenadante filtrado, se recolecto ésta fraccion y se lavé la columna con amortiguador de
lavado PBS-EW (PBS 1x, 1 mM DTT), finalmente se eluyé en 2-3 fracciones de 500 uL con
el amortiguador de elucion (Amortiguador TNTG: 50 mM Tris pH 8.0, 0.4 M NaCl, 0.1 %
Triton x-100, 50 mM Glutation, 1 mM DTT). La sobreexpresion y purificacion se verifico
mediante un SDS-PAGE y western blot con anti-SnRK1. Se almacend la proteina con 50 %

glicerol a -70° C hasta su posterior uso.

24



MATERIALES Y METODOS

6.6 Cuantificacion de proteina recombinante por el método de
Bradford

Las proteinas obtenidas se cuantificaron por el método colorimétrico de Bradford (Bradford
1976). Para esto se afiadié a cada pozo en una placa de micro titulacion 30 uL de reactivo
de tincion de Bradford 5x, 2 uL de la elucion de la proteina y suficiente agua para completar
el volumen a 200 pL. Se realizé la lectura a una A = 595 nm para determinar la concentracion

de proteina recombinante sobre una curva de calibracién de BSA.

6.7 Electroforesis en gel desnaturalizante (Electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico, SDS-PAGE)

Los geles de poliacrilamida empleados en la electroforesis desnaturalizante se prepararon
al 12% de acrilamida. Antes de cargar las muestras se mezclaron con amortiguador de
muestra 5x (Tris 1 M pH 6.8, glicerol, SDS 1 %, azul de bromofenol 10 %, 1 mM DTT) y se
calentaron a 90°C por 5 min. La electroforesis se realizé a un voltaje constante de 120 V
durante 1 h 45 min. Para identificar el peso molecular de las proteinas se utilizaron

marcadores Precision Plus Protein Dual Color Standards.

6.8 Tincion con Coomassie coloidal

Se preparé la solucion de Coomassie con 80% v/v EtOH, 6.4% H3sPOy4, y 3.2% p/v Coomasie
Brilliant Blue G-250. Para tefir los geles se dejaron con la solucién Coomassie con agitacion
toda la noche a temperatura ambiente. Para destefiir los geles se enjuagaron con agua

destilada con agitaciéon por mas de 4 h.

6.9 Deteccidn de proteinas por western blot

Las proteinas se separaron en un SDS-PAGE vy se transfirieron a membranas de fluoruro
de polivinilideno (PVDF) Immobilion P, activadas con MeOH vy equilibradas con
amortiguador de transferencia (25 mM Tris-HCI pH 8.4, 192 mM Glicina, 0.1% SDS);
aplicando un voltaje constante de 100 V durante 1 h en una camara de transferencia
huimeda. Una vez concluida la transferencia, la membrana se bloqued con 20 mL de leche
al 5 % en amortiguador PBST (50 mM NaH.PO7 pH 7.4, 150 mM NacCl, 1 % Tween) por 1
h con agitaciéon a temperatura ambiente. Después del bloqueo, se agregd suficiente
anticuerpo primario para obtener el titulo deseado (1: 50-60 000) y se dej6 incubando a 4°C
toda la noche con agitacion. Al dia siguiente, la membrana se lavo tres veces por 10 min

con PBST,; posteriormente, se incubd con el anticuerpo secundario durante 1 h, a
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temperatura ambiente, con agitacion constante. Una vez transcurrido la incubacion, la
membrana se lavo tres veces durante 10 min con PBST y se reveld con 700 uL de sustrato
de peroxidasa Immobilion Western Chemiluminescent HRP Substrate empleando un

fotodocumentador Chemidoc.

6.10 Ensayos de activaciéon de SnRK1

Los ensayos de cinasa se realizaron incubando 5 ug de los dominios cataliticos de SnRK1
con 0.5 pg de la SnAK2 en tubos Eppendorf de 1.5 mL a un volumen total de 15 uL con
HEPES 40 mM, MgCl, 5 mM, ATP 30 mM, inhibidores de fosfatasas (25 mM de B-
glicerolfosfato, 10 mM de pirofosfato de sodio, 2 mM de ortovanadato de sodio), inhibidores
de proteasas 1xy 2 uCi de y-*?P[ATP] por 1 h a 30° C (Tabla 2). La reaccion se detuvo al
agregar amortiguador de carga y calentando la mezcla por 5 min a 80° C. Se resolvieron
las proteinas por SDS-PAGE, se transfirieron a una membrana Immobilon-P y se tifieron
con rojo de Ponceau. Después de dejar secar a las membranas se expusieron placas

fotograficas o en un sistema de imagen digital Personal X.

Tabla 2. Ensayos de cinasa in vitro

Solucion Concentracion final ML/ reaccion
Hepes-NaOH pH 7.5 0.2 M 40 mM 2.5
MgCl> 125 mM 5mM 0.5
DTT 1M 4 mM 0.06
Inhib de fosfatasas 100 mM 0.5 mM 0.075
Inhibidores de proteasas 100x 1x 1.5
ATP 2.5 mM 30 uM 0.18
y-32P[ATP] 2 uCi por reaccion variable

6.11 Ensayos de actividad sobre péptido AMARA

Los ensayos sobre el péptido AMARA (N-AMARAASAAALARRR-C) se llevaron a cabo en
placas de microtitulacion con pozos 8 x 12, cada uno a un volumen final de 25 pL a 30° C.
La mezcla de reaccion para cada ensayo contenia 40 mM HEPES pH 7.5, 5 mM MgCls, 200
mM ATP, 200 uM peptido AMARA, 4 mM DTT, 0.5 uM acido okadaico, y 1x cocktel inhibidor
de proteasas Complete; el ensayo se inicia por la adicién de 5 uL de dominios cataliticos
activados. Después de 6 min, una alicuota de 15 pL de la mezcla de reaccion se transfirio
a un cuadro de 2 x 2 cm de papel de fosfocelulosa Whatman P81, el filtro se sumergié en

1% v/v acido fosférico. Los papeles se lavaron dos veces con 800 mL de acido fosférico y
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fueron secados enseguida con acetona. La incorporacion de P sobre el péptido AMARA se
cuantificd por conteo con liquido de centelleo en un contador Beckman Coulter LS 6500 tras

sumergir cada papel en coctel de centelleo.

6.12 Determinaciéon de residuos fosforilados por MS

El analisis de las modificaciones post-traduccionales, en este caso buscando la
fosforilacion, se llevo a cabo en el laboratorio de Proteémica de la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica. Se llevaron
muestras en solucion o en gel de poliacrilamida. En cualquier caso, fue importante llevar

minimo 10 ug de la proteina con la menor cantidad de impurezas posible.

6.13 Phos-tag SDS-PAGE

Geles Phos-tag se prepararon como se indica en el protocolo del fabricante. Brevemente,
50 uM Phos-tag y 50 uM MnCl; se agregaron a la solucién del gel de separacion (350 mM
Tris-HCI, pH 8.8, 10% acrilamida, 0.1% SDS, 5 yL TEMED)y se desgasificé al vacio antes
de agregar persulfato de amonio (SPS) 10% para polimerizar. El gel apilador se preparo sin
Phos-tag o MnCl; y se desgasificé antes de agregar SPS 10%. (Tabla 3). Para cargar el
gel, las muestras se calentaron a 80° C por 5 minutos después de agregar 5 uL de
amortiguador de carga 3x. La electroforesis se llevé a cabo a 30 mA constantes por gel en
amortiguador de corrida. Antes de realizar la transferencia a membrana de PVDF, los geles
se incubaron con 1 mM EDTA por 10 min seguido por un lavado en amortiguador de
transferencia sin EDTA por 10 min. La transferencia se realizé durante 1 h a 100V.

Tabla 3. Proporciones de reactivos para geles SDS-PAGE

Solucién Volumen para gel de Volumen para gel apilador

resolucion 5 mL de 2 mL

Acrilamida 30 % p/v 1.67 mL 0.67 mL

Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 1.25 mL 0.5mL

SDS 10 % p/v 50 yL 20 yL

Phos-tag 50 uL 20 uL

MnCl; 10 mM 50 yL 20 uL

Agua destilada 1.89 mL 0.756 mL

APS 10 % p/v 25 uL 10 L

TEMED 5uL 2 uL

27



RESULTADOS

7 RESULTADOS

7.1 Obtencion y clonacion del cDNA codificante para los dominios
cataliticos en el vector de expresion pGEX-4T-2

Los plasmidos del cDNA codificante para las subunidades completas de SnRK1.1 y
SnRK1.2 asi como las mutantes T175D y T176D fueron resultado de trabajos previos en el
laboratorio. Utilizando estos plasmidos como templado y los cebadores especificos para
cada subunidad, se realizaron los PCRs. Los oligonucleétidos fueron disefiados para
amplificar unicamente los dominios cataliticos SnRK1.1, y SnRK1.2 -que comprende los
primeros 341 y 342 resdiduos de las cinasas completa- respectivamente; asi como agregar
los sitios de reconocimiento para las enzimas de restriccion EcoRI y BamHI. De tal manera,
se logré amplificar secuencias de 1023 y 1026 pb para las subunidades SnRK1.1 y
SnRK1.2, respectivamente, que codifican para la region que se conoce como el dominio
catalitico; las subunidades o de SnRK1 completas tienen un tamafo de 1623 pb. En la
Figura 8 se presentan los cDNAs de SnRK1.1, SnRK1.1 T175D, SnRK1.2, y SnRK1.2

T176D, purificados y separados por electroforesis en gel de agarosa. Se observa que las

Q

R
Pb Figura 8. Electroforesis en gel de
52)3120 agarosa de productos de PCR

purificados. Los productos de la PCR
se purificaron  porestuchey se
resolvieron por electroforesis en un gel
de agarosa. Se ubican en el peso
esperado, 1023 6 1026 pb, segun el
dominio catalitico.

2322
2027

564

bandas correspondientes para cada dominio catalitico aparecen por debajo de la banda del
marcador que indica 2027 pb y superior a la que indica 564 pb, coherente con el peso

esperado para las secuencias de los dominios cataliticos.

Subsecuentemente, los cuatro insertos se clonaron el vector pPGEM T Easy. Con la ligacion
se hizo la transformacion con células DH50 y se seleccionaron colonias blancas para

extraer plasmido. En la Figura 9 se distinguen las colonias blancas de las azules, que
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fueron seleccionadas para obtenciéon de plasmido. Con el plasmido obtenido, de cada
construccion, se realizaron digestiones con las enzimas de restriccion EcoRI/BamHI
asegurandose que se liberara el inserto de 1023 6 1026 pb, segun el dominio catalitico. La
Figura 10 confirma la obtencién de los insertos ya que en cada carril aparece una sola
banda entre los marcadores de 2027 y 564 pb correspondiente al inserto codificante para
SnRK1.1 de1023 pb o de SnRK1.3 de 1026pb.
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Figura 9 Seleccién de colonias blancas/azules. Las colonias resultantes de la
transformacion con las construcciones en el vector pPGEM-T Easy A) SnRK1.1 B)
SnRK1.1 T175D C) SnRK.1.2 D) SnRK1.2 T176D se seleccionaron en cajas
Amp/IPTG/X-Gal, de las cuales las blancas se obtuvo plasmido.

Al mismo tiempo, se linearizé el plasmido pGEX-4T-2 que se utilizé como vector destino,
mediante una digestion con las enzimas EcoRI y BamHI. Cabe mencionar que el vector
pGEX-4T-2 tiene la caracteristica de permitir la expresion de proteinas fusionadas con
Glutatiéon S-Transferasa (GST), la cual permite su purificacion por una columna de glutation-
agarosa. Como se aprecia en la Figura 11, el vector se linearizo tras la digestion ya que
aparece una sola banda con el tamafo esperado de 4970 pb. Teniendo tanto los insertos
como el vector digerido con BamHI/EcoRI y purificado, se ligaron ambos para obtener las
construcciones para las proteinas recombinantes SnRK1-GST. En este punto, se verificaron
los plasmidos para asegurar la orientacion y la secuencia correcta mediante secuenciacion;
realizada por la Unidad de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular, UNAM. El

alineamiento de las secuencias utilizando el servidor NCBI
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(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) reveldé que las secuencias eran correctas y

codificantes para las proteinas deseadas fusionadas con GST.

SnRK1.1 SnRK1.1 SnRK1.2 SnRK1.2
M T175D T176D

pb

23130 w

9416
6557
4361

2322
2027

564

Figura 10. Purificacion de insertos para
clonar en pGEX. Plasmido purificado a
partir de colonias con la construcion en
pGEM-T Easy se digirié6 con enzimas de
restriccion y se purificd. La electroforesis

M pGEX-4-T-2

pb

23130
9416
6557
4361

2322
2027

Figura 11. Linearizacién y purificacién
del vector pGEX-4-T-2. El vector de
expresion se linearizé mediante digestion
con enzimas de restriccion y se purifico.
Se aprecia la unica banda en el peso

en gel de agarosa corrobora Ila esperado 4047 pb.

purificacién de los insertos.

7.2 Obtencion y purificacion de las proteinas recombinantes

Los plasmidos con las construcciones pGEX-SnRK1 asi como los plasmidos con las
construcciones pGEX-SnAK, las cuales se habian obtenido previamente en el laboratorio,
se utilizaron para transformar células E. coli BL21 DE3. Para confirmar la sobre-expresion
de las proteinas recombinantes bajo las condiciones empleadas y la purificacién de estas,
se tomaron distintas fracciones durante la purificacién que se resolvieron por SDS-PAGE.

Enla

Figura 12 se muestran los geles tefidos con azul de Coomasie coloidal tras la separacion
de los extractos proteicos de las distintas fracciones tomadas durante de la purificacién de
cada proteina recombinante. Se cargaron fraccion insoluble (FI) y fraccidn soluble (FS) de
un control transformado, pero no inducido y la fraccién insoluble (F1), fraccion soluble (FS),
fraccion no unida (FNU), fraccién de lavado (FL) y finalmente elucion (E1) de los extractos

proteicos provenientes de cultivos inducidos con 0.1 mM IPTG.
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A SnRK1.1 B SnRK1.1 (T175D)
+IPTG 0.1 mM +IPTG 0.1 mM

M FI FS FI.  FS FNU FL E1 M FI FS FI FS FNU FL E1
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<— SnRK1.1 T175D
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C SnRK1.2 D SnRK1.2 (T176D)
+ PTG 0.1 mM + PTG 0.1 mM
M FI FS FI FS FNU FL E1 M FI FS FI FS FNU FL E1

<—SnRK1.2
<—SnRK1.2 T176D

Figura 12 Purificacion de las proteinas recombinantes. Las distintas fracciones
(FI1, Fraccion Insoluble; FS, Fraccion Soluble; FNU, Fraccion No Unida; FL, Fraccion
de lavado; y E1, Elucién 1; con o sin IPTG 0.1M) colectadas durante la purificacién
de las proteinas recombinantes A) SnRK1.1 B) SnRK1.1 T175D C) SnRK1.2 y D)
SnRK1.2 T176D se resolvieron por SDS-PAGE y fueron tefidas con Coomasie. Las
flechas sefalan la proteina de interés que se ubica al peso esperado (63 kDa) entre
las bandas del marcador (M) que indican lo pesos moleculares de 75 y 50 kDa.

En la Figura 13 se muestran los geles tefidos con azul de Coomasie para las sobre-
expresiones y purificaciones de las cinasas activadoras SnAK1 y SnAK2 recombinantes.
Para corroborar la purificacién de las proteinas deseadas, en el caso de los dominios
cataliticos, se realizé un western blot con anticuerpos dirigidos contra las subunidades
cataliticas de SnRK1. Como se aprecia en la Figura 14, los anticuerpos reconocieron una
sola banda entre los marcadores de 75 kDa y 50 kDA que corresponde al peso esperado

(62 kDa) para las proteinas recombinantes fusionadas con GST.
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A SnAK2 B SnAK1
+IPTG 0.1 mM +IPTG 0.1 mM

M FI FS FI FS FNU FL E1 M FI FS FI.  FS FNU FL E1
kDa 3 - ~
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| < snak2 <— SnAK(

50

37

Figura 13 Purificacion de las proteinas recombinantes. Las distintas fracciones
(FI, Fraccion Insoluble; FS, Fraccion Soluble; FNU, Fraccion No Unida; FL, Fraccién
de lavado; y E1, Elucién 1; con o sin IPTG 0.1M) colectadas durante la purificacién
de las proteinas recombinantes A) SnAK2 B) SnAK2 se resolvieron por SDS-PAGE
y fueron tefiidas con Coomasie. Las flechas sefalan la proteina de interés que se
ubica al peso esperado (71 kDa) entre las bandas del marcador (M) que indican los
pesos moleculares de 75 y 50 kDa.

M SnRK1.1 SnRK1.1 SnRK1.2 SnRK1.2
T175D T176D

- . .- -

kDa
75

50

Figura 14 Corroboracion de las proteinas purificadas mediante western blot.
Las proteinas recombinantes se reconocen por el anticuerpo (anti-SnRK1) dirigido
contra las subunidades cataliticas en el western blot (arriba). Se muestra la
membrana utilizada para el western como control de carga (abajo) tefiida con rojo
de Ponceau.

7.3 Ensayos de activaciéon de SnRK1

Teniendo a los dominios cataliticos de SnRK1 que se probarian como sustratos de las
cinasas SnAK2, con el fin de que estas ultimas lograran activar a las primeras; se realizaron
ensayos de fosforilacion. Sirvieron como controles en estas reacciones las incubaciones de
los dominios cataliticos solos, asi como las cinasas activadoras solas, anticipando ver
unicamente la incorporacion de marca radiactiva debido a la autofosforilacion. Por lo tanto,
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se pudo distinguir entre actividad de autofosforilacion y fosforilaciéon por SnAK2. Las
reacciones se resolvieron por SDS-PAGE y se transfirieron a membranas. La misma
membrana que se expuso con la placa fotografica se tifid con Rojo de Ponceau para tener
una indicacién del control de carga. En la Figura 15 se presentan las autorradiografias con
sus respectivos controles. Las autorradiografias revelan una banda a 72 kDa
correspondiente a la autofosforilacion de SnAK2 en todas las reacciones en las que incluyé
ésta proteina. Importantemente, en las reacciones en las que se utiliz6 SnAK2, menos en
la que se incubd sola, aparece una banda adicional de aproximadamente 63 kD. EI PM de
estas bandas corresponde a los tamanos de las SnRK1.1 detectados en western blot. Al
comparar la autorradiografia con el control de carga, se establece que la banda superior
corresponde a la SnAK2 y la banda inferior corresponde al dominio catalitico utilizado en
cada reaccién. En ninguna reaccion en la que se incubd el dominio catalitico solo,
exceptuando a la preparacién con SnRK1.2, hubo una ligera incorporacién de marca.
Sorprendentemente, aparece una sefal de incorporacion de marca radiactiva proveniente
de la fosforilacion de ambas mutantes, SnRK1.1 T175D, y SnRK1.2 T176D, cuya mutacion
precisamente inhabilitaria la fosforilacion de los dominios cataliticos ya que, hasta el
momento, la posicion mutada alberga al unico sitio fosforilable por la cinasa activadora
SnAK.
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<— SnRK1
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Figura 15 Fosforilacion in vitro de dominios cataliticos SnRK1 por la cinasa activadora
SnAK2. La SnRK1.1 al ser incubada sola no incorpora marca, no se autofosforila de manera
notable. Cuando se incuba con SnAK2 aparecen dos bandas correspondientes a la
autofosforilacién de SnAK2 y la fosforilacion de SnRK1.1. De manera similar, SnAK2 logra
incorporar marca sobre el mutante SnRK1.1 T175D. En comparacion, la SnRK1.2 incubada
sola si logra incorporar marca; se logra autofosforilar. De igual manera, SnAK2 incoropora
fosfato marcado sobre el mutante SnRK1.2 T176D.
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7.4 Ensayos de actividad sobre el péptido AMARA

Inmediatamente después de realizar la fosforilacion in vitro de los dominios cataliticos de
SnRK1 mediante ensayos de activacion, se realizé el ensayo de actividad sobre el péptido
AMARA. Las actividades especificas de cada preparacion se calcularon como nanomol de
PO4 incorporado por minuto sobre el péptido AMARA por cada miligramo de proteina
(nmol-min--mg ). Los resultados mostrados en la Figura 16 representan los promedios de
4 experimentos independientes con el error estandar. Como es posible apreciar la SnRK1.1
muestra muy poca actividad al ser incubada sola, pero al ser incubada en conjunto con
SnAK2, su actividad incrementa mas de cien veces; la mutante fosfomimética SnRK1.1
T175D sola no parece tener actividad apreciable y ésta aumenta muy poco al ser incubada
con SnAK2; sorprendentemente, SnRK1.2 sola muestra actividad considerable, aunque
menor a la de SnRK1.1 incubada con SnAK2, se nota un leve pero estadisticamente
significativo aumento en la actividad de SnRK1.2 incubada con SnAK2 con respecto a la —
SnRK1.2. Es interesante observar que la mutante SnRK1.2 T176D presenté tener actividad
cinasa sobre AMARA, aunque relativamente baja; la SnRK1.2 T176D al ser incubada con
SnAK2, en cambio, no demostré un aumento en actividad significante; para estos

experimentos se utilizé como control negativo SnAK2 sola.
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Figura 16. Actividad cinasa de los dominios cataliticos. Se incubaron los
dominios cataliticos SnRK1.1, SnRK1.1 T175D, SnRK1.2, ShnRK1.2 T176D (2ug de
proteina recombinante) con la cinasa activadora SnAK2 (1ug de proteina
recombinante) en ensayo que contenia 2 uCi de [ y-32P]JATP, 30 uM ATP, y 90 uM
AMARA, a 30 °C por 30 min. La radioactividad incorporada al péptido AMARA se
contd. Los resultados son el promedio de cuatro experimentos independientes con
dos repeticiones de la misma muestra.
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7.5 Determinacion de residuos fosforilados por espectrometria de
masas

Para determinar las posiciones de los sitios de fosforilacién en SnRK1.1, las proteinas se
fosforilaron con ATP no-marcado radiactivamente. Los péptidos resultantes fueron
digeridos con tripsina y analizados por espectrometria de masas por la Unidad de Servicios
de Apoyo a la Investigacion y la Industria de la Facultad de Quimica (USAIl, UNAM) para el
estudio de modificaciones post-traduccionales de los dominios cataliticos.

Los resultados del analisis revelaron un fragmento de la subunidad SnRK1.1 fosforilado,
RTLGIGSFGRVKIAEHALTGHKV. Notablemente, otro “subfragmento” con secuencia
RTLGIGSFGRV no se fosforild (Figura 17). Tras esta evidencia se puede deducir que al
menos una fosforilacion sobre la subunidad SnRK1.1 ocurre sobre la treonina indicada en

la Figura 17.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
I | | | I | I | I | | | |

SnRK1.1 MFKRVDEFNLVSSTIDHRIFKSRMDGSGTGSRSGVESILPNYKLGRTLGIGSFGRVKIAEHALTGHKVAIKILNRRKIKNMEMEEKVRREIKILRLFMHPHIIRLYEVIETPTDIYLVMEYVNSGELFDY IVEKGRL

SnRK1.1 + ATP RSGVESILPNYKL RTLGIGSFGRVKIAEHALTGHKV
Fragmentos recuperados RTLGIGSFGRV
140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270

SnRK1.1 | QEDEARNFFQQIISGVEYCHRNMVVHRDLKPENLLLDSKCNVKIADFGLSNIMRDGHFLKTSCGSPNYAAPEVISGKLYAGPEVDVWSCGVILYALLCGTLPFDDENIPNLFKKIKGGIYTLPSHLSPGARDLIP

SnRK1.1 + ATP RNFFQQIISGVEYCHRN RDLKPENLLLDSKC _KIADFGLSNIMRD  KTSCGSPNYAAPEVISGKL KGGIYTLPSHLSPGARD
. . : LLLDSKC KIKGGIYTLPSHLSPGARD
ragmentos;recuperacos LKPENLLLDSKC KIKGGIYT
IYTLPSHLSPGARD
LPSHLSPGARD
280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380

SnRK1.1 | RMLVVDPMKRVTIPEIRQHPWFQAHLPRYLAVPPPDTVQQAKKIDEEILQEVINMGFDRNHLIESLRNRTQNDGTVTYYLILDNRFRASSGYLGAEFQETMEGTPRM

SnRK1.1 + ATP RVTIPEIRQ DTVQQAKK FRASSGYLGAEFQETMEGTPRM

F tos recuperados TIPEIRQ RYLAVPPPDTVQQAKK ASSGYLGAEFQETMEGTPRM
ragimen P RMLVVDPMKRV RQHPWFQAHLPRY
HPWFQAHLPRY

Figura 17. Visualizacién de resultados de tripsinizacion y analisis por MS. La secuencia completa de la SnRK1.1 se muestra
en la banda oscura para comparacion con los fragmentos identificados después de la tripsinizacion y analisis por MS (banda
clara). La flecha indica el residuo T que se determiné estar fosforilado.
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7.6 Determinacién de grados de fosforilacion mediante Phos-tag SDS-
PAGE

Se analizé el grado de fosforilacion de los dominios cataliticos por las cinasas activadoras
mediante un WB después de la separacion de las incubaciones in vitro, anticipando ver
distintas bandas si existieran varios grados. En la Figura 18, se presentan las bandas
producidas al incubar con el anticuerpo anti-SnRK1. En el caso de la SnRK1.1, se observan
dos bandas fuertes en el carril correspondiente al dominio catalitico fosforiliado por SnAK2
con respecto al que se cargd la SnRK1.1 sola. Se pueden observar dos ligeras bandas en
mutante SnRK1.1 T175D incubada con SnAK2, lo que explicaria la incorporacion de marca
radiactiva encontrada anteriormente, indicando un sitio alterno de fosforilacion. SnRK1.2

sola, en cambio, muestra una banda producto de una reaccién de autofosforilacion.

WB anti-SnRK1

Figura 18 Grados de fosforilacion de los dominios cataliticos. Western blot
revelado contra SnRK1.1 muestra todos los fragmentos separados sin importar la
fosforilacion del motivo del asa de activacion. Las flechas rojas representan los
péptidos que tienen fosforilacion por lo menos sobre el residuo T175, las flechas
rojas aquellos que muestran fosforilacion pero en algun ofro sitio.

Interesantemente, al activar el dominio catalitico con la cinasa activadora, toda la proteina
modifica su migracion, indicando que toda esta siendo fosforilada. Un dato a resaltar es que
la accidén de la cinasa SnAK2 sobre SnRK1.2 se observa en sitios alternativos a la treonina
del asa de fosforilacion, dado que aparecen dos bandas muy claras, que no son producto
de una reaccién de autofosforilacion. En el caso de la SnAK2 sola, el anticuerpo pareceria

reconocer una banda de manera inespecifica, ya que no comparten ningun epitope.
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8 DISCUSION

Desde que se descubrié la actividad cinasa de la familia SNF1/AMPK/SnRK1, se postul
gue su activacion es regulada mediante fosforilacion por una cinasa rio arriba. Sin embargo,
los estudios realizados no han logrado precisar detalladamente la regulacion por
fosforilacion de SnRK1. Aunque queda claro que la fosforilacion del residuo T175/176 (en
ambas subunidades cataliticas) es necesaria para la actividad, se ha observado que en
Arabidopsis thaliana no existen diferencias en los niveles de fosforilacion de estas proteinas
cuando se evaluan de plantas que provienen de condiciones de estrés en comparacion con
las de control, sugiriendo que existen otros residuos fosforilados o que otros mecanismos
estan involucrados en la regulacién de la actividad ante estrés (Baena-Gonzalez et al.,
2007; Fragoso et al., 2009; Rodrigues et al., 2013). La funcién de las SnAKs como cinasas
rio arriba de SnRK1 permance por determinarse en un modelo in vivo. Un modelo actual
sobre la sefalizacion cruzada entre la cinasa SnRK1 y su cinasa activadora SnAK sugiere
que existe la autofosforilacion activadora de SnAK, que a su vez fosforila a ShnRK1 sobre el
residuo Thr175 para conferirle actividad de cinasa (Crozet et al., 2010). Cabe mencionar
que en tal estudio se demuestra la fosforilacion cruzada in vitro Unicamente entre los
isomeros SnRK1.1 y SnAK2, de la cinasa y cinasa activadora, respectivamente; ya que
siempre se han considerado redundantes a los isdbmeros tanto de las cinasas SnRK1:
SnRK1/SnRK1.2; como aquellos de las cinasas activadoras SnAK: SnAK2/SnAK1.

En este trabajo, se establecieron las condiciones in vitro adecuadas para lograr la activacion
de los dominios cataliticos de SnRK1. Se realizaron ensayos de activacion de SnRK1,
mediante los cuales se determiné que la actividad de autofosforilacién difiere. La actividad
de autofosforilacién, determinada como la actividad observada al incubar a la subunidad sin
cinasa activadora, fue mucho mayor para la SnRK1.2; hallazgo determinado
consistentemente en los ensayos de activacion de SnRK1, actividad sobre péptido AMARA,
y Phos-tag. Al mismo tiempo, los ensayos en SDS-Phos-tag y MS proveen evidencia sobre

al menos un residuo fosforilado ademas de la Thr175 o Thr176.

Mediante los ensayos de activacién de los dominios cataliticos mutantes, se puso en
evidencia la fosforilaciéon en un sitio distinto al resido Thr175/176 ya que se observa la
incorporacion de marca radiactiva sobre éstos péptidos. El residuo mutado (T175D/T176D)
no es fosforilable, por lo que la marca incorporada indica que un residuo (o residuos) distinto
a la Thr175/176 fue fosforilado. En efecto, la primera pista de que las cinasas pueden ser
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fosforiladas en un sitio distinto al conocido, la treonina en el asa de activacion, se obtuvo al
revelar la fosforilacion con marca radiactiva los ensayos de activaciéon de SnRK1.
Sorprendentemente existe la incorporacion de fosfato marcado en los mutantes. La
mutacién de aspartico, un residuo sin grupos hidroxilo (—-OH) fosforilables, valida la hipotesis

de que existe un sitio en una posicién distinta.

Por otro lado, para determinar si la fosforilacion sobre la treonina 175 de SnRK1 es
suficiente para conferirle actividad a la cinasa, se evalu6 la actividad de los mutantes
SnRK1.1 T175D y SnRK1.2 T176D los cuales —dado el tamafio y carga negativa del
aspartato- se pretendié que mimetizaran a los péptidos constitutivamente fosforilados sobre
ese residuo. Interesantemente, los ensayos de actividad sobre el péptido blanco AMARA
revelaron que las proteinas fosfomiméticas tienen muy poca actividad cinasa sobre dicho
péptido blanco y que SnAK2 no les confiere mayor actividad a pesar de que si las logre
fosforilar en un sitio alterno. Dicha observacion resalta la necesidad de caracterizar
detalladamente el papel funcional en la actividad cinasa de la(s) fosforilacion(es)

adicionales.

La activacioén in vitro del dominio catalitico de SnRK1.1 por SnAK2 es incuestionable ya que
la actividad cinasa sobre el péptido AMARA aumenté mas de 100 veces. Aunque la
actividad de SnRK1.2 evidentemente no es tan alta sobre el péptido AMARA como la de
SnRK1.1, el ensayo con Phos-tag revela que SnRK1.2 incorpora una mayor cantidad de
fosfato sobre otros aminoacidos. Experimentos adicionales confirmarian si se trata de una

especificidad diferente entre las dos isoformas de la subunidad catalitica.

Evidentemente, por la separacion de distintas bandas observada en los ensayos Phos-tag,
existen distintas poblaciones que se pueden agrupar por la cantidad de fosfatos
incorporados de una misma reaccion, confirmando de otra manera la fosforilacion alterna a
un solo residuo. A pesar de que la actividad de SnRK1.2 es menor que la de SnRK1.1, es
evidente por los ensayos de Phos-tag que SnRK1.2 incorpora mas fosfato. Se podria
pensar de estos datos que existe una especificidad por sustrato distinta, es decir que
SnRK1.1 y SnRK1.2 tengan distinta afinidad por diversos sustratos. En este ejemplo
SnRK1.1 tiene mayor afinidad por AMARA pero posiblemente también sea un efecto
observable probando con sustratos fisioldgicamente relevantes. Los resultados también
sugieren una afinidad distinta entre SnAK2 y las dos distintas subunidades de SnRK1, ya
que la actividad de SnRK1.2 no aumenté tanto en comparacion con la actividad conferida

solamente a causa de su autofosforilacion.
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Para indagar sobre la posicion concreta del residuo en cuestion se estudié a la cinasa
SnRK1.1 fosforilada mediante espectrometria de masas. Los resultados del analisis,
anteriormente descritos, identificaron al fragmento RTLGIGSFGRVKIAEHALTGHKV
fosforilado mientras que un fragmento con secuencia RTLGIGSFGRV no se fosforild a
pesar de tratarse de la misma muestra; lo que podria ser una indicacion de que la posicion
del residuo fosforilado es la treonina del fragmento KIAEHALTGHKYV. En estudios recientes
de fosfoprotedmica, enfocados a descubrir niveles de fosforilacion a nivel transcriptomico,
se han identificado varios sitios de fosforilacion en SnRK1.1 y SnRK1.2 debido a distintas
condiciones de estrés. En la base de datos de sitios de fosforilacion PhosPhAt 4.0 se han
descrito residuos fosforilados en SnRK1.1 y SnRK1.2 y se predicen otros sitios entre los

que se encuentra el identificado en el presente trabajo.

Algo importante que considerar, es que al trabajar con el Dominio Catalitico de las proteinas
de SnRK1 se excluyo la influencia de la regiéon homologa al dominio de auto inhibicién en
los SNF1/AMPK. A diferencia de sus ortélogos en levadura y mamiferos, no existen trabajos
sobre el papel de tal dominio sobre la actividad cinasa en la SnRK1 de plantas, mas que la
mencion sobre su similitud en secuencia. Lo anterior sugiere que trabajar con mutantes es
valioso: se demostré en este trabajo que los dominios cataliticos son suficientes para lograr
una cinasa funcional que reconoce a sus blancos. Trabajar con los dominios cataliticos
produjo otra ventaja ya que el sitio que estamos tratando de identificar necesariamente se
encuentra entre los primeros 380 residuos. Interesantemente, estos resultados no se
informaron cuando se realizaron los ensayos con la subunidad completa (Crozet et al.,
2010).

La fosforilacion tiene un papel importante en la funcion de una proteina. Los resultados de
esta tesis indican que SnRK1 es fosforilada in vitro en uno 0 mas sitios distintos a T175 y
que la fosforilacion se encuentra cerca de la region amino terminal. No se sabe aun si ésta
fosforilacion es funcional o el papel que desempefie. Se requerira la mutacion de los
posibles sitios para lograr comprender completamente el papel de la fosforilacion en la
regulacion de las cinasas SnRK 1.1y 1.2.

Hasta ahora, la identificacion de cinasas activadoras han conducido solamente al estudio
de SnAK1y SnAK2 y su funcion en la activacion in vitro de SnRK1.1 y SnRK1.2. En planta,
solamente se ha concluido que la acumulacion de las cinasas activadoras se traslapa con
las subunidades cataliticas en las regiones meristematicas de hojas jévenes, por lo que la
presencia de otro tipo de cinasas que activen a la SnRK1 se sugiere fuertemente, ya que la
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actividad de SnRK1se encuentra presente en otros tejidos y diversos estadios de desarrollo
(Shen et al., 2009). Esto concuerda con lo que ocurre en mamiferos y levaduras en donde
se han identificado mas de un tipo de cinasas activadoras para la regulacion de las
subunidades cataliticas (Shen et al., 2009).
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9 CONCLUSIONES

SnAK2 fosforila y activa a los dominios cataliticos de SnRK1

Se demostré mediante varias técnicas bioquimicas que los dominios cataliticos de las
subunidades SnRK1.1 y SnRK1.2 son capaces de ser fosforilados por SnAK2 lo cual los
activa y les confiere actividad cinasa.

El sitio de activacion en posicion Thr175/176 de SnRK1 no es el Unico sitio
fosforilable por SnAK2 in vitro

El ensayo Phos-tag SDS-PAGE que permite separar una proteina dependiendo del nimero
de fosfatos incorporados sobre sus residuos, reveld que existe mas de un grado de
fosforilacion de los dominios cataliticos. Sobre todo la fosforilacion de los mutantes confirma
que la fosforilacidn existe en otro sitio.

Las mutaciones T175D y T176D en el sitio de activacion de los dominios cataliticos

de SnRK1.1 y SnRK1.2, respectivamente, le confieren actividad constitutiva; aunque
la actividad cinasa es muy baja.

Los dominios cataliticos mutantes tienen actividad cinasa, aunque esta es relativamente

baja en comparacién con los dominios cataliticos no mutantes activados por SnAK2.
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10 PERSPECTIVAS

Identificar los posibles sitios de fosforilacion mediante un analisis por
espectrometria de masas.

Los avances en la instrumentacion de MS y las novedosas técnicas de enriquecimiento de
fosfopéptidos son recursos que se podrian explotar para lograr un primer acercamiento a la
determinacion de los sitios de fosforilacion de las proteinas estudiadas.

Estudios funcionales in vitro de los distintos residuos fosforilables determinados por
MS en el mecanismo de activacion de la cinasa

Seria necesario corroborar los sitios de fosforilacion determinados por MS mediante
mutagénesis dirigida para determinar su papel en la activacién o modificacion de actividad
cinasa de la subunidad catalitica.

Evaluar la importancia bioldgica de los sitios de fosforilacion de SnRK1.1 y SnRK1.2
mediante estudios in vivo

Aunque practicamente todo lo que se conoce a la fecha del mecanismo de activacion de la
subunidades cataliticas SnRK1.1 y SnRK1.2 se deriva de estudios in vitro, seria de suma
importancia probar los efectos de las mutantes y comprobar los modelos establecidos sobre
la cascada de sefializacion in vivo. Hasta la fecha, no se ha comprobado el papel de las
cinasas activadoras in vivo.

Estudiar las diferencias entre la fosforilacion de SnRK1.1 y SnRK1.2 y su posible
fosforilacion cruzada

Partiendo de algunos resultados de este trabajo como antecedente directo, se podria
esclarecer la diferencia entre los sitios de fosforilacion. Se podria investigar si es un
mecanismo de regulacién en si estudiando si existe fosforilacién cruzada entre ambas y en

que sitios.
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