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ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

PPi Pirofosfato inorganico

Pi Fosfato inorganico

PPasa Pirofosfatasas inorganicas

PPa Pirofosfatasa inorganica soluble

H*-PPasa Pirofosfatasa inorganica de protones

HAD Superfamilia de halogenasa de haloacido

PS2 Phosphate-Starvation 2 pirofosfatasa

PPv Pirofosfatasa de protones vacuolar

AtPPal Pirofosfatasa inorganica soluble de Arabidopsis thaliana isoforma 1
AtPPa2 Pirofosfatasa inorganica soluble de Arabidopsis thaliana isoforma 2
AtPPa3 Pirofosfatasa inorganica soluble de Arabidopsis thaliana isoforma 3
AtPPa4 Pirofosfatasa inorganica soluble de Arabidopsis thaliana isoforma 4
AtPPa5 Pirofosfatasa inorganica soluble de Arabidopsis thaliana isoforma 5
AtPPa6 Pirofosfatasa inorganica soluble de Arabidopsis thaliana isoforma 6
NTP Nucledtidos trifosfatados

NMP Nucledtidos monofosfatados

CFP Proteina cian fluorescente

YFP Proteina amarilla fluorescente

GFP Proteina verde fluorescente

ddg Dias después de la germinacién

uf Unidades de fluorescencia

Chla Clorofila a

PS I Fotosistema Il

HPLC Cromatografia liquida de alta eficacia (High-performance liquid

chromatography)



1. ABSTRACT

The pyrophosphate (PPi) is very important during the development of a plant. It is
generated in key processes of the cell, in addition to participate as a donor of
energy. The hydrolysis of the pyrophosphate (PPi) to inorganic phosphate (Pi) is
catalyzed by the inorganic pyrophosphatases (PPases) and this work is focused on
the soluble forms (PPa; EC 3.6.1.1). PPa are present in all cellular organisms and
it their involvement in the metabolism of carbohydrates has been proposed,
although its specific contribution is still under discussion. On the other hand, a
phylogenetic analysis conducted with representatives of the various groups of
organisms in Viridiplantae (true plants) found two or more PPa present in all taxa of
terrestrial plants. In Arabidopsis, there are six isoforms of PPa, (called AtPPal to
AtPPab). Isoforms 1 to 5 are classified as prokaryote-type, and are considered to
be cytoplasmic, while the eukaryote-type isoform is considered chloroplastic.

In this work, the subcellular localization of the different isoforms of soluble
inorganic pyrophosphatases from Arabidopsis thaliana was studied by confocal
and transmission electron microscopy, using transgenic plants that express a PPa
as a C-terminal fusion to a fluorescent protein (CFP or YFP), and under the control
of the CAMV 35S. According to the evidence, the AtPPa2 and AtPPa3 isoforms
have a cytoplasmic localization, with a perivacuolar distribution, while the AtPPal
isoform presents a cytoplasmic distribution closer to the nucleus. The AtPPa5 was
also a cytoplasmic isoform, but it tends to appear close to the chloroplasts (but not

within). In contrast, the intrachloroplastic location of isoform AtPPa6 was



corroborated in vivo. On the other hand, AtPPa4 isoform in addition to its
localization in the cytoplasm was found in the cell wall and in the intercellular
space. This is the first report of an isoform of PPa located at the cell wall and
intercellular space. However, its role in these compartments is unclear, and is
probably related to the very active metabolism of apoplast and cell walls during
develompent. The pyrophosphatase activity of crude extracts after
chromatographic fractionation revealed no significant differences in the profile of
the transgenic plants, as compared to the wild type. Pull-down experiments
revealed the association of some isoforms of PPa with enzymes of primary
metabolism. This result suggests an association perhaps related to the regulation
of the metabolism of carbohydrates. Future studies will be needed to explore this

and other possibilities.



2. RESUMEN

El pirofosfato (PPi) es muy importante en el desarrollo de las plantas, ya que se
genera en procesos vitales en la célula, ademas de participar como donador de
energia. La hidrélisis del pirofosfato (PPi) a fosfato inorganico (Pi) es catalizada
por las pirofosfatasas inorganicas (PPasas) y este trabajo se enfoca en las formas
solubles (PPa; EC 3.6.1.1). Las PPa estan presentes en todos los organismos. Se
ha propuesto que participan en el metabolismo de carbohidratos, aunque su
contribucion especifica aun estd en discusién. Por otro lado, un andlisis
filogenético realizado con representantes de los diversos grupos de organismos en
Viridiplantae (plantas verdaderas) encontré a dos o mas PPa presentes en todos
los taxa de plantas. En Arabidopsis se encuentran seis isoformas de PPa,
(denominadas AtPPal a AtPPa6), de las cuales las isoformas 1 a 5 se clasifican
de tipo procarionte, y son consideradas citoplasméticas y una de tipo eucarionte,
considerada cloroplastica.

En este trabajo, la localizacion subcelular de las diferentes isoformas de
pirofosfatasas inorganicas solubles de Arabidopsis thaliana se realizé mediante
microscopia confocal y electronica de transmisién, con plantas transgénicas que
expresan una PPa fusionada en el C-terminal a una proteina fluorescente (CFP O
YFP), bajo el control del promotor 35S. La evidencia indic6 que las isoformas
AtPPa2 y AtPPa3 tienen una localizacion citoplasmatica con una distribucion
perivacuolar, mientras que la isoforma AtPPal presenta una distribucion

citoplasmatica cercana al nucleo y la isoforma AtPPa5 también citoplasmatica,



cerca de los cloroplastos (aunque no dentro). En contraste, la ubicaciéon
intracloroplastica de la isoforma AtPPa6 fue corroborada in vivo. Por otro lado, la
isoforma AtPPa4 ademas de su localizacion en el citoplasma, se encontrd en la
pared celular y en el espacio intercelular. Esta es la primera vez que se reporta la
presencia de una isoforma de PPa en la pared celular y el espacio intercelular. Su
funcién en dichos compartimentos no es clara, pero en el apoplasto o la pared
celular hay un metabolismo muy activo. La actividad pirofosfatasa del
fraccionamiento cromatografico no revel6 diferencias importantes en el perfil de las
plantas transgénicas, respecto de la planta silvestre. Experimentos de
inmunoprecipitacion revelaron la asociacion de algunas isoformas de PPa con
enzimas del metabolismo primario. Este resultado sugiere que dicha asociacion
podria relacionarse con la regulacion del metabolismo de carbohidratos. Se

requeriran mas estudios futuros para explorar dicha posibilidad.



3. INTRODUCCION

El pirofosfato (PPi) es un compuesto que se produce en forma activa durante el
desarrollo de las células y se genera como subproducto de la biosintesis de
carbohidratos, proteinas, lipidos y acidos nucleicos (Korngberg, 1962). El PPi esta
presente de manera abundante en el citoplasma de las plantas y en condiciones
de estrés sus concentraciones varian muy poco (Weiner et al, 1987; Dancer et al,
1990; Huang et al, 2008).

El PPi es hidrolizado a dos moléculas de ortofosfato mediante la reaccion
catalizada por las pirofosfatasas (PPasa). Estas enzimas son altamente
especificas para el PPi como sustrato (Sivula et al, 1999; Navarro de la Sancha et
al, 2007). En las plantas, existen tres grupos de PPasa: (i) las pirofosfatasas de
protones (H*-PPasa), (ii) las pirofosfatasas inorganicas solubles (PPa) y (iii) las
pertenecientes a las superfamilia de deshalogenasa de haloacido (HAD), también
conocidas como PS2 (phosphate-starvation 2) en plantas. En el caso especifico de
las PPa, este es el Unico grupo que se subdivide en dos familias (familia | y familia
II), dependiendo de su especificidad por el cation. En el presente trabajo se
estudiaron las pirofosfatasas inorganicas solubles de la familia I, las cuales usan
como activador fisiolégico al Mg®". Esta familia se encuentra ampliamente
distribuida, pero su estructura cuaternaria varia en los diversos grupos
filogenéticos (Teplyakov et al, 1994; Baykov et al, 1995), en el caso especifico de
las plantas son mondmeros (Gémez-Garcia, et al, 2006; Navarro de la Sancha et

al, 2007).



Ademas de su funcién primaria en la hidrélisis de pirofosfato, a las enzimas
pirofosfatasas se les ha relacionado con un papel en la regulacién de la
homeostasis de PPi en la célula, pero aun no esta claro si en plantas cumplen
funciones adicionales, aunque si influyen en el crecimiento y desarrollo de las
plantas, por lo que otras posibles funciones aun estan en discusion (Ferjani et al,
2011; Osorio et al, 2013; Li et al, 2014).

Se conoce poco sobre el papel especifico de las PPa, sin embargo las
pirofosfatasas de H* vacuolar (PPv) han sido ampliamente estudiadas y se conoce
gue tienen relevancia en la tolerancia a estrés salino, hidrico, por deficiencia de
fosfato, entre otros (Gaxiola et al, 2011). Para las PPa se ignora su relevancia en
la regulacion del desarrollo (Hernandez-Dominguez et al, 2012), aunque la
hidrolisis del pirofosfato es necesaria debido a que genera un impulso
termodindmico y se sabe que su total ausencia resulta letal en levaduras y
bacterias (Lundin et al, 1991). En plantas, la pérdida de la expresion de las PPa
tiene efectos negativos durante el desarrollo (Ferjani et al, 2011; Perales Bafos,
2008; DeVillafranca-Casas, 2011). En A. thaliana, se han identificado seis genes
gue codifican para isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles de la familia |
denominadas AtPPal a AtPPa6. En base al analisis in vitro, en cloroplastos
aislados donde se observa la internalizacidén de la isoforma se ha propuesto a la
isoforma AtPPa6 como la isoforma de cloroplasto (Schulze et al, 2004), aunque no
se ha comprobado su localizacion in vivo y no es claro si es exclusivamente
cloroplastica o puede localizarse también en citoplasma y/o mitocondrias. Esta
isoforma es la Unica verdaderamente esencial para la supervivencia de la planta

(George et al, 2010) y parece ser la que aporta la mayor proporcion de la actividad



extraible (Weiner et al, 1987). AtPPa6 presenta una relacion filogenética con las
PPa catalogadas como de tipo eucarionte, en contraste con las restantes
isoformas que estdn mas emparentadas con las proteinas consideradas como de
origen procarionte (Gémez-Garcia et al, 2006; Hernandez-Dominguez et al, 2012).
Respecto a la localizacion subcelular de las otras cinco isoformas de
pirofosfatasas inorganicas solubles (AtPPal-AtPPa5), se ha propuesto que
podrian ser citoplasmaticas (Oztirk et al, 2014), sin embargo, debido a que los
autores usaron un sistema heterdlogo y no se reportan muchos detalles de la
distribucion en el citoplasma hace falta evidencia mas detallada que indique las
diferencias en la distribucidén subcitoplasmatica de las isoformas.

En el presente trabajo confirmamos la localizacion cloroplastica de la isoforma
AtPPa6 y presentamos evidencia de la localizacién extracelular de la isoforma
AtPPa4, ademas de proveer mas detalle sobre la localizacién subcitoplasmatica
de las diferentes isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles de tipo

procarionte en A. thaliana in vivo.



4. ANTECEDENTES

4.1. El pirofosfato

El Pirofosfato (PPi; Fig. 1) es un compuesto muy importante en los organismos, se
forma como subproducto de la biosinteisis de macromoléculas del metabolismo ya
sea del ADN, ARN, carbohidratos, lipidos, proteinas y de metabolitos secundarios
como carotenos (Korngberg, 1962; Nelson y Cox, 2009; Plaxton, 2011). El PPi se
descubrié alrededor del siglo 19 (Heinonen, 2001) y se describié por primera vez
como una molécula de sistemas biologicos por Cori y colaboradores en 1941,
guienes encontraron que durante la conversiéon de fructosa a glucosa en el higado
de rata se formaban como intermediarios la fructosa-1-fosfato y el PPi (Cori et al,
1951). Posteriormente Korngberg, en 1948, describe por primera vez el papel que
juega el PPi en la sintesis del ATP a partir de NAD+ y PPi, en extracto de levadura
(Heinonen, 2001). Sin embargo, no fue hasta mediados de los afios ochenta que
Stitt y colaboradores (1988) describieron por primera vez el papel del PPi en la via
de sintesis de los carbohidratos en las plantas.

El PPi se puede formar in vitro por la condensacion de dos grupos fosfato y se
sintetiza a partir de sales de sodio y potasio de ortofosfato (Heinonen, 2001). La
reaccion de la hidrélisis del pirofosfato es altamente exergonica, el AG® de la
hidrolisis calculado en condiciones fisiologicas intracelulares de células de plantas
se estimé en -23.7 kJ/mol, la cudl superé al AG? de hidrélisis del ATP (Davies et

al, 1993). Por esta razén las reacciones de biosintesis acopladas a la hidrélisis



posterior de PPi, se consideran reacciones irreversibles (Korngberg, 1962). Se han
descrito aproximadamente 197 reacciones metabolicas en las cuales se produce
PPi y Heinonen (2001) las ha clasificado en 5 catagorias de acuerdo a cada
reaccion en el metabolismo: (i) sintesis y modificacion de macromoléculas y pared
celular (71 reacciones); (ii) sintesis de moléculas pequefias (58 reacciones); (iii)
sintesis y oxidacién de lipidos (40 reacciones); (iv) regulacién del metabolismo (13
reacciones); (v) otras funciones o funciones desconocidas (8 reacciones).

La produccion del pirofosfato (PPi) es mayor durante el desarrollo de las plantas
(Korngberg, 1962). A pesar de la presencia de pirofosfatasas activas en las células
vegetales y en contraste con los tejidos animales, la acumulacion de PPi en las
células animales es de 0.02 mM, mientras que en las células vegetales alcanza
concentraciones de hasta 0.3 mM y tiende a permanecer constante (Weiner et al,
1987; Heinonen, 2001). Ademas, se ha observado que bajo condiciones de estrés,
las concentraciones de PPi en la célula vegetal cambia sutilmente (Dancer et al,
1990; Huang et al, 2008). En plantas transgénicas en las que el metabolismo de
PPi fue alterado por la expresion de una pirofosfatasa inorganica soluble de E.
coli, se observan cambios en el crecimiento de la planta, los cuales estan
aparentemente relacionados con alteraciones en el metabolismo de los
carbohidratos (Farré et al, 2001; Farré et al, 2006). Ademas, se ha propuesto que
el PPi puede actuar como un donador de energia en diversos organismos y que se
puede sintetizar activamente a expensas del transporte de electrones mitocondrial

(Mansurova, 1989; Heinonen, 2001).



4.2. Las pirofosfatasas

Las pirofosfatasas (PPasa; EC 3.6.1.1) catalizan la hidrélisis del pirofosfato a dos
moléculas ortofosfato (Fig. 1). Estas enzimas son esenciales en el metabolismo,
ya que regulan la concentracion del pirofosfato para que las reacciones no se
vuelvan irreversibles. Existen tres grupos principales de PPasa: (i) las
pirofosfatasas de protones (H*-PPasa), (ii) las pirofosfatasas inorganicas solubles
(PPa) y (iii) las pertenecientes a las superfamilia de la deshalogenasa de
haloacido (HAD).

Una caracteristica general de todas las pirofosfatasas es que utilizan cationes
divalentes activadores; el Magnesio (Mg®") participa como activador fisiolégico
para la mayoria de las pirofosfatasas pertenecientes a estos grupos (Weiner et al,
1987; Zyryanov et al, 2002; Teplyakov et al, 1994; Chanson and Pilet, 1998; May
et al, 2011), aunque en el caso de las pirofosfatasas pertenecientes a la
superfamilia de la deshalogenasa de haloacido, (HAD), el Mg®" no es esencial
para la actividad (May et al, 2011). A las pirofosfatasas se les ha relacionado con
la regulacion de la homeostasis de PPi, sin embargo, ain no estd claro si
presentan otras funciones, y claramente juegan un papel importante en el

metabolismo de la célula.
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Figura 1. Hidrélisis del pirofosfato. Reaccion catalizada por las pirofosfatasas mediante la
hidrélisis de una molécula de pirofosfosfato a dos moléculas de ortofosfato. Las pirofosfatasas
utilizan un catién divalente como activador, en este caso la pirofosfatasa inorganica soluble utiliza
el Mg?*. Esta reaccién es altamente exergénica. El valor de AG = -17 kJ/mol de la hidrdlisis de
PPi equivale a las condiciones simuladas en higado de ratén in vivo; El valor AG"= -23.7 kJ/mol en
la hidrdlisis de PPi, equivale al célculo matematico predicho, imitando las condiciones del
citoplasma de las células vegetales (Heinonen, 2001).

4.2.1. Las pirofosfatasas de H*

Las pirofosfatasas inorganicas de protones (H*- PPasas; Fig. 2), son un grupo de
pirofosfatasas altamente hidrofébicas que se encuentran embebidas en la
membrana. Estan relacionadas con la obtencion de energia mediante la hidrdlisis
del pirofosfato, asi como el transporte de protones a través de la membrana
acoplado a la energia de la hidrolisis de PPi (Maeshima et al, 1991; Lundin et al,

1992; Gould and Winget, 1973). Son homodiméricas y se ha reportado que se

11



localizan en las membranas celular, vacuolar, aparato de Golgi, lisosomas y en los
acidocalcinomas dependiendo del organismo (Pérez-Catifieira et al, 2011; Serrano
et al, 2007). Las H*- PPasas se encuentran ampliamente distribuidas en todos los
dominios de la vida. Principalmente se han estudiado en las plantas, en los
eucariontes fotosintéticos y en las bacterias fostosintéticas, pero no en los hongos
(Serrano et al, 2007). Las H*- pirofosfatasas de plantas han sido ampliamente
estudiadas, tienen aproximadamente 85 % de identidad en su secuencia de
aminodacidos, se encuentran localizadas en la membrana plasmatica, el aparato de
Golgi, tonoplasto y en la membrana del xilema (Gaxiola et al, 2007; P4ez-Valencia
et al, 2011; Maeshima et al, 1991; Mitsuda et al, 2001). En plantas se encuentran
dos tipos de PPasas de H*, tipo 1y tipo 2, las cuales difieren en su sensibilidad al
K*, sin embargo ambos tipos requieren de Mg?* como activador esencial (Gaxiola
et al, 2007). El papel de la PPasa de H* en plantas ha sido ampliamente estudiada
y se ha analizado a detalle la funcién de la enzima, para lo cual se han utilizado
plantas mutantes que carecen o que sobreexpresan a la PPasa de H* vacuolar
(AVP1) de A. thaliana principalmente y se ha observado que esta enzima tiene un
papel muy importante en el crecimiento y desarrollo (Gaxiola et al, 2007).

Se ha reportado que en plantas de Arabidopsis que sobreexpresan AVP1 hay un
aumento en la division celular, hiperplasia e incremento en el transporte de
auxinas, ademas, se observa una mayor tolerancia a estrés hidrico y salino,
tolerancia a deficiencia de nutrientes como Pi y N, asi como cambios en la
morfologia (Li et al 2005; Gaxiola et al, 2007; Li et al, 2008; Li et al, 2014; Zhang et
al, 2011). Aparte la AVP1 también participa en el transporte activo de nitratos

(Krebs et al, 2010), ademas, se ha observado que la expresion de la PPasa de H*

12



vacuolar de arroz aumenta en condiciones de anoxia (Liu et al, 2010). Por otra
parte en mutantes nulas avpl-1 se observa una alteracion en el desarrollo de la
planta y de la raiz, ademas de que se reduce el transporte de auxinas (Gaxiola et
al, 2007). Sin embargo, estos resultados han sido recientemente cuestionados
porque las mutantes empleadas en algunos de estos trabajos (fugu5-1) presentan
una segunda mutacién en una proteina involucrada en translocacion polarizada de

los transportadores membranales de células de la raiz (Kriegel et al, 2015).

4.2.2. Pirofosfatasas pertenecientes a la superfamilia
deshalogenasa de haloacido

Las pirofosfatasas pertenecientes a la superfamilia deshalogenasa de haloacido
conocidas como PS2 (Fig. 2), pertenecen a un grupo muy amplio de fosfatasas de
esta superfamilia, reconocen al PPi como sustrato especifico, (Bennett et al, 1973;
May et al, 2011; Huang et al, 2011) y utilizan Mg* como activador, una
caracteristica de la mayoria de las pirofosfatasas, aunque en este caso no es su
activador esencial. En Arabidopsis, Unica planta en la que se han estudiado
proteinas de esta superfamilia con actividad pirofosfatasa, se encontré como una
proteina tetramérica de 120 KDa y se han reportado dos isoformas, mientras que
en tomate y otras solanaceas se han reportado tres isoformas. Este grupo de
pirofosfatasas fue reportado inicialmente como un gen que estaba sobrexpresado
en plantas sometidas a estrés por deficiencia de Pi y se habia considerado que

tenian funciones de fosfatasa &cida (Baldwin et al, 2001), sin embargo en
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Arabidopsis se encontré que una proteina de este grupo presentaba actividad

pirofosfatasa (May et al. 2011).

4.2.3. Pirofosfatasas inorganicas solubles

El tercer tipo de pirofosfatasas inorganicas corresponde a las pirofosfatasas
inorganicas solubles (PPa; Fig. 2). Estas enzimas tienen alta especificidad por el
PPi (Sivula et al, 1999; Navarro de la Sancha et al, 2007). En general, se dividen
en dos familias basadas en su especificidad por el cation divalente (Coopernam,
1992). Corresponden a dos familias no homologas: la familia | presente en una
amplia variedad de organismos y la familia Il que se ha encontrado en un namero
limitado de bacterias y arqueas. Las familias se diferencian en muchas
propiedades funcionales. En la familia I, el activador esencial mas efectivo y el
considerado fisiolégico es el Mg®*, y se ha observado que, en presencia de su
activador, estas PPa despliegan una especificidad muy alta por el PPi (Zyryanov et
al, 2002). En cambio, la familia Il utiliza el Mn** y/o Co®*" como activadores
esenciales fisiologicos y es en presencia de estos activadores es como adquieren
su mayor actividad y una alta especificidad (Young et al, 1998; Shintani, 1998).
Sus estructuras tridimensionales y secuencias de aminoacidos son muy diferentes
(Salminen et al 2006), sin embargo, el sitio activo parece estar conservado en
ambas familias siendo un buen ejemplo de evolucion convergente (Fabrichniy et

al, 2007).
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Dentro de la familia I, se han estudiado principalmente la PPa de la levadura
(Saccharomyces cerevisiae) como prototipo de las de tipo eucarionte, la cual es un
homodimero (Teplyakov et al, 1994) y la de Escherichia coli, como prototipo
procarionte y cuya forma activa es hexamérica (Teplyakov et al, 1994; Baykov et
al, 1995). Ambos tipos de enzimas tiene ortdlogos en plantas, aunque las enzimas
de plantas funcionan como mondmeros (Gémez-Garcia et al, 2006; Navarro de la
Sancha et al, 2007). Hasta donde se ha explorado, las PPa de la familia | de
bacterias y arqueas son homohexameros con subunidades cuyas masas
moleculares se encuentran entre 19 y 22 kDa. Las PPa en eucariontes son
homodimeros (como la levadura) o monémeros (como en las plantas) y la masa
molecular de la subunidad varia entre 25 y 34 kDa (Fig. 2; Gomez-Garcia et al,

2006).
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Figura 2. Pirofosfatasas en plantas. En plantas se encuentran tres grupos de pirofosfatasas las
pirofosfatasas de protones (PPasa de H"), las pirofosfatasas inorganicas solubles (familia I) y las
pirofosfatasas pertenecientes a la superfamilia deshalogenasa de haloacido. Las diferencias entre
los grupos radican en su estructura proteica, su localizacién y su activador esencial. La familia | de
pirofosfatasas inorganicas solubles, utilizan Mg2+ como activador esencial y son de estructura
monomérica. Adaptado de Gémez-Garcia et al, 2007; Zyryanov et al, 2002; Rantanen et al, 2007,
May et al, 2011.
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4.3. Funcion de las pirofosfatasas inorganicas en plantas

Inicialmente, en una revisén clasica, Korngberg (1962) propuso que la funcion de
las PPa consistia en la eliminacion del PPi intracelular. Dado que la hidrolisis de
PPi es altamente exergbnica, desde el punto de vista metabdlico, la reaccion
catalizada por las PPasa resulta irreversible. Asi, la remocién del PPi proporciona
un impulso termodinamico a reacciones de biosintesis asociadas a la conversion
de nucledtidos trifosfatados (NTP) en nucledtidos monofosfatados (NMP) y PPi
(Korngberg, 1962), dado que en la mayoria de los casos, se trata de reacciones
que pueden ocurrir en ambas direcciones, pues suAG? es cercano a cero en

condiciones fisiolégicas (Fig. 3).

XATP + NA(n) DNApol-> xAMP + NA(n+1) + PPi AGY = -20.5 kJ /mol
PPi + H20 -PPasa-> 2 Pj AGY = - 33.5 kJ/mol

XATP + NA(n) + Hz0 -----> xAMP + NA(n+1) + 2Pi  AGY = -54 k]/mol

Figura 3. Importancia de la hidrélisis de pirofosfato (PPi) en el bioenergética de la reaccion de
sintesis de acidos nucléicos (NA). Cada monémero afadido por la polimerasa (DNA pol) requiere
un nucleétido trifosfatado (XATP) y produce un nucleétido monofosfatado mas PPi como
subproducto, que debe ser hidrolizado a fosfato (Pi), por las pirofosfatasas inorganicas (PPasa)
para desplazar la reaccion hacia la formacién de polimero.

La figura 3 resume la razén por la que la presencia de las PPasas resulta esencial

para la vida (Lundin et al, 1992). Sin embargo, contra lo que se predeciria a partir
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del planteamiento anterior, la sobreexpresion de una PPa de E. coli en el citosol
de plantas transgénicas, si reduce los niveles de la poza citoplasmatica de PPi,
pero lejos de estimular el crecimiento, altera la distribucion de esqueletos
carbonados entre la sintesis de sacarosa en el citosol y de almidon en el
cloroplasto, con una subsecuente reduccion en el aporte de carbohidratos a los
tejidos de demanda (principalmente raices tallos, flores y frutos), que afecta el
desarrollo (Geigenberger et al, 1996). La sobreexpresion de dicha PPa resulta en
la acumulacién de sacarosa y UDP-glucosa en las hojas, asi como en una caida
en los niveles de hexosas-fosfato y glicerato-3-fosfato. El incremento de la
hidrolisis de PPi también afecta aspectos generales de la actividad de la célula

como los niveles de proteina y nucleétidos (Geigenberger et al, 1996).

ATP + glc1P --ADP-glucosappasa_> ADP-glc + PPi AG” = -10.8 kJ]/mol*
PPi + H20 -PPasa.> 2 Pj AG” = - 33.5 k] /mol
ATP + glc1P +H:0 ----> ADP-glc + 2 Pi AGY = - 44.3 k] /mol

Figura 4. Importancia de la hidrélisis de pirofosfato (PPi) en formacién de precursores para la
sintesis de poli- u oligosacaridos (vgr. almidén, sacarosa, fructanas). El precursor (ADP-glc) se
forma por transferencia de una glucosa-1-fosfato (glc1P) al carbono de un nucleétido trifosfatado
(ATP) y produce PPi como subproducto, que debe ser hidrolizado a fosfato (Pi), por las
pirofosfatasas inorganicas (PPasa) para desplazar la reaccidén hacia la formacién de polimero. La
enzima que cataliza la reacciébn se nombra ADP-glucosa pirofosforilasa por la reaccién en el
sentido fosforolitico. *Valor tomado y modificado de Boussiengui-Boussiengui, 2005.

Por otro lado, una planta transgénica que expresa el RNA antisentido del mRNA

para la ADP-glucosa pirofosforilasa, enzima que participa en la sintesis de almidon
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en el cloroplasto y en otros plastidios y que da como subproducto pirofosfato, (Fig.
4), muestra bajos niveles de PPi citoplasmaticos, asociado tanto a un incremento
en el consumo de PPi y al decremento en su produccion. El incremento en el
consumo de PPi se explica por un incremento en el recambio de UDP-glucosa, un
aumento de la actividad de la fructosa-6-fosfato 1-fosfotransferasa dependiente de

PPi (PFP) y un incremento en la actividad de la PPv (Farré et al, 2001).

También se ha observado que las plantas transgénicas que expresan
ectépicamente (fuera del tonoplasto) la PPv de Arabidopsis (AVP1) toleran mas el
estrés salino y el estrés hidrico, acompafiado del aumento en el nimero de
células, lo que se ve reflejado en el tamafio de las plantas. Estudios sobre el
balance i6nico demuestran que la sobreexpresiéon de AVP1 eleva la tasa de
intercambio vacuolar de Ca?*/H*, y se observa una acumulacién de solutos en la
vacuola y retencion de agua por la célula (Gaxiola et al, 2002). De hecho, la
relacion del balance idnico a través del tonoplasto esta claramente implicado en la
tolerancia de levaduras a la salinidad (Gaxiola et al, 1999) y se ha visto que la
expresion de la PPv de A. thaliana esta regulada por mecanismos de respuesta a
estrés salino en plantas (Ligaba and Katsuhara, 2010; Park et al, 2009; Fukuda
and Tanaka, 2006). Diversas plantas transgénicas que sobreexpresan proteinas
de tipo PPv han mostrado una fuerte correlacion entre la actividad de esta proteina
en el tonoplasto y la capacidad de la planta para tolerar la sal (Gaxiola et al, 2001;
Pasapula et al, 2011; Schilling et al, 2014; Li et al, 2010; Gou et al, 2006; Brini et
al, 2007). Sin embargo, tanto las PPa citoplasméticas, como las PPv, emplean la

misma poza de PPi y se desconoce como se coordina la actividad de estas dos
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proteinas en el metabolismo basal de la planta o, mucho menos, en relacion con la

tolerancia a condiciones de estrés.

4.4. Pirofosfatasas en Arabidopsis

En A. thaliana se encuentran genes que codifican tanto para pirofosfatasas
inorganicas solubles como para pirofosfatasas de H*. En lo que se refiere a las
pirofosfatasas inorganicas solubles, no hay mucha informacién sobre la funcién
especifica que realizan en la planta, aunque se ha demostrado que podrian estar
jugando un papel muy importante en el metabolismo de los carbohidratos (Farré et
al, 2001; Geigenberger et al, 1996). Como se discutié antes, las pirofosfatasas de
H* en Arabidopsis participan en el desarrollo y tolerancia a estrés abidtico (Gaxiola
et al, 2001), en el transporte de fotosintatos a través del floema y en el
metabolismo de carbohidratos (Pizzio et al, 2015; Ferjani et al, 2011). Entre todas
las pirofosfatasas, las pirofosfatasas de protones son de las proteinas mejor
estudiadas. Mucho menos estudiadas son las pirofosfatasas pertenecientes a la
superfamilia de las deshalogenasas de haloacido de las cuales, hasta el momento,
se han reportado dos isoformas en Arabidopsis, denominadas PS1 y PS2. Su
caracterizacion en Arabidopsis es muy reciente y ain no se conoce su funcién
especifica (May et al, 2011), pero se sabe que la expresion de la isoforma PS2 es
muy baja en condiciones normales y se incrementa notablemente bajo deficiencia

de foésforo (Baldwin et al, 2008; Tian et al, 2007; Miura et al, 2005).
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4.4.1. Pirofosfatasas inorganicas solubles en Arabidopsis

En A. thaliana, estan presentes seis isoformas de pirofosfatasas inorganicas
solubles de la familia I. De acuerdo a un estudio de analisis del nivel de expresién
de RNAm de las seis isoformas (Fig. 5) obtenidos a partir de la iniciativa TAIR
(The Arabidopsis Information Resource), se observdé que los genes de las
pirofosfatasas presentan una expresion constitutiva en todos los érganos y durante
todos los estadios del desarrollo de la planta. Sin embargo, en el caso de la
isoforma AtPPag3, la expresion del transcrito es muy baja en los 6rganos somaticos
en estadios tempranos del desarrollo, pero se observa que alcanza su pico
maximo de expresion en estadios maduros de la planta, especificamente durante
la floracion y formacion de silicuas, teniendo una mayor expresion en los 6rganos
reproductivos y que nuevamente baja la expresion en la etapa tardia de la
reproduccion, cuando la semilla ya esta formada (Fig. 5; Navarro de la Sancha,
2009). Estas diferencias en la expresion del RNAm de las pirofosfatasas nos
podrian indicar el papel que juega cada una de las isoformas en la planta,

sugiriendo que las isoformas no son redundantes.
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Figura 5. Expresion de las pirofosfatasas inorganicas solubles en plantas. Nivel de expresion del
RNAmM de las seis isoformas de AtPPa en los diferentes estados del desarrollo de A. thaliana
(http://Iwww.genenvestigator.ethz/). Imagen tomada de Navarro-de la Sancha, 2009.

En estudios realizados en el laboratorio del Dr. Rogelio Rodriguez Sotres con
plantas de A. thaliana que tienen silenciados los genes de las diferentes isoformas
de pirofosfatasas inorganicas solubles, se han observado alteraciones en el
fenotipo de la planta, como disminucién en el crecimiento, retraso en el desarrollo,
mayor numero de hojas y silicuas, disminucion en la produccion de semillas,
retardo en la aparicion de 6rganos florales y produccion de semillas inviables; lo
gue sugiere gue eliminar la expresion de esta isoforma resulta letal para la planta.
Un ejemplo de la produccion de semillas inviables es la isoforma seis, de la cual
no se ha logrado seleccionar plantas F1 (Valencia-Turcotte; datos no publicados).
En el caso de las mutantes para isoformas de PPa de tipo procarionte, el
silenciamiento o la expresion reducida resulta en cambios fenotipicos sutiles pero

diferenciales. Por ejemplo, la mutante nula para la isoforma uno y en plantas
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mutantes con baja expresion de la isoforma cuatro, se observd, que hay una
disminucién en el tamafio de los tallos florales y un retardo en el crecimiento. Este
fenotipo es mas marcado en el caso de la isoforma cuatro (Fig. 6A). Ademas, la
mutante de baja expresion de la isoforma cuatro (no esta claro que sea nula) no es
fértil y no se producen semillas mas alla de la F1, por lo que no se han logrado
obtener plantas homécigas (Fig. 6A; Perales-Bafios, 2008). En el caso de
mutantes silenciadas de la isoforma 2, estas plantas presentan problemas de
desarrollo, observandose un retardo en la aparicion de los tallos florales con
respecto a la variedad silvestre, e incluso con respecto a las mutantes nulas en
otras isoformas que también presentan un retraso en el desarrollo (Fig. 6A; De
Villafranca-Casas, 2011). Mas aun, la mutante silenciada de la isoforma cinco,
aunque si tiene un retraso en el desarrollo y una disminucién en la longitud del
tallo floral, estas plantas también presentan un aumento en el nimero de tallos y
hojas (Fig. 6A; De Villafranca-Casas, 2011). Por otro lado, estas plantas mutantes,
se sometieron a diferentes tipos de estrés, como estrés salino, choque térmico,
exceso de fosfato y deficiencia de fosfato. En general, todas las plantas mutantes
nulas en alguna isoforma de PPa, con las que se ha realizado algun tipo de
caracterizacion, presenta una tolerancia aumentada a estrés abiético, aunque en
diferentes proporciones (Fig. 6B; Perales-Bafios, 2008; De Villafranca-Casas,

2011).
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Figura 6. Fenotipos y tolerancia a estrés observados en plantas mutantes de diferentes isoformas
pirofosfatasas inorganicas solubles. En plantas mutantes de Arabidopsis por insercion de T-DNA en genes
codificantes para pirofosfatasas inorganicas solubles, las mutantes de las isoformas uno, dos, cuatro y cinco,
presentan cambios en el fenotipo, como aumento en el nimero de hojas y tallos florales (A). Ademas, las
plantas mutantes también presentan tolerancia diferencial a diferentes tipos de estrés como estrés salino
(NaCl, 35 mM), exceso de fosfato (K;HPO4, 2.5 mM) y choque térmico (45 °c, 1 h) (B). Las cajas rojas
representan una mayor tolerancia al tipo de estrés representado con respecto a las otras mutantes y las
cajas amarillas una tolerancia media. (Perales-Bafios, 2008; De Villafranca-Casas, 2011)
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4.5. Localizacion  subcelular de las pirofosfatasas
inorganicas solubles.

De las seis isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles de Arabidopsis, las
isoformas AtPPal a AtPPa5 han sido caracterizadas in silico y experimentalmente
como citoplasmaticas, mientras que AtPPa6 como cloroplastica. Schulze y
colaboradores (2004) demostraron que el péptido sefial de la isoforma AtPPa6
recombinante era internalizado por los cloroplastos aislados de espinaca (Schulze
et al, 2004), y sus propiedades bioquimicas no parecen diferir notoriamente de las
gue exhiben las isoformas del citoplasma (Navarro de la Sancha et al, 2007). Esta
isoforma parece ser esencial para la supervivencia de la planta (George et al,
2010) y paraddjicamente, presenta una relacion filogenética con las PPa
catalogadas como de tipo eucarionte, en contraste con las restantes isoformas que
estdn mas emparentadas con las proteinas consideradas como de origen
procarionte (Goémez-Garcia et al, 2006; Hernandez-Dominguez et al, 2012). A
pesar de que se ha demostrado que su péptido de transito a cloroplasto es
funcional in vitro (Schulze et al, 2004), la localizacién subcelular de esta proteina
no ha sido confirmada in vivo. En un estudio reciente, en el que se realizé la
expresion transitoria de las diferentes isoformas de PPa de A. thaliana en plantas
de tabaco, se reporto la localizacion citoplasmatica de las isoformas 1 a 5, y la
localizacion cloroplastica de la isoforma seis (Fig. 7), ademas se propuso la
posible localizaciéon nuclear de varias de las isoformas, aunque no se aclara cual
o cudles de las isoformas podrian ser nucleares (Oztiirk et al, 2014). En este

estudio no se mencionan detalles de la distribucion especifica de ninguna de las
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isoformas, no se demuestra que la isoforma 6 sea exclusiva del cloroplasto vy,
ademas, las proteinas fueron expresadas en un sistema heter6logo. En cuanto a
raices no hay reportes previos sobre la localizacion de las pirofosfatasas
inorganicas solubles, sin embargo Orozco-Neri (2017) encontré diferencias en el
proteoma de raices tanto en condiciones normales como en deficiencia de fésforo
en plantas mutantes ppa4 y plantas sobreexpresoras (35S:AtPPa4-CFP). Este
trabajo es el Unico en donde se explora el papel de las pirofosfatas en raices y se
desconoce a que se deben esas diferencias. Tanto en hojas como en raices adn

guedan preguntas abiertas que no fueron resueltas.

Figura 7 Localizacion subcelular de las diferentes isoformas de pirofosfatasas inorganicas
solubles de A. thaliana en células de tabaco transformadas transitoriamente. Imdgen tomada de
Oztirk et al, 2014.
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En un trabajo previo en el laboratorio del Dr. Rogelio Rodriguez Sotres, se realizo
la transformacion estable de plantas de A. thaliana con la construccién de las
proteinas de fusién correspondiente a las seis diferentes isoformas de
pirofosfatasas inorganicas solubles de A. thaliana fusionadas a proteinas
fluorescentes (CFP, YFP y GFP) bajo el control del promotor 35S (Navarro de la
Sancha, 2009). Con algunas de las plantas transformadas F1 se realizaron
analisis de la posible localizacion subcelular de las diferentes pirofosfatasas en
estas plantas mediante microscopia confocal, aunque estos estudios fueron
preliminares, permitieron observar a grandes rasgos la localizacion diferencial de
las pirofosfatasas inorganicas solubles en las células, y se encontr6 que la
localizacion subcelular de las isoformas AtPPal a AtPPa5 era citoplasmaética,
aunque con un patron de distribucion diferente (Fig. 8; Navarro de la Sancha,
2009). Sin embargo, tanto en el trabajo de Navarro de la Sancha (2009) como en
el de Oztirk y colaboradores (2014) no se habia reportado con detalle su
distribucion especifica dentro del citoplasma, ademas, en los reportes previos
sobre la localizacion de AtPPa6 (Schulze, 2004) no estaba claro si la localizaciéon
de esta isoforma era exclusivamente en cloroplasto; por lo que era necesario
realizar analisis con técnicas mas sensibles que permitieran observar con mas
detalle la distribucion de cada una de las isoformas dentro del citoplasma y del
cloroplasto. En lo refente a raices no hay informacién previa sobre la localizacion y
probable funcién de las pirofosfatasas inorganicas solubles, por lo que el estudio

de su localizacion en este 6rgano resulta novedoso.
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Figura 8. Localizacion subcelular de las isoformas AtPPal a AtPPa5 en Arabidopsis. A) Esquema
de la construccién para la expresion de la pirofosfatasa como fusion transcripcional en el C-
terminal a una proteina fluorescente B) Localizacién subcelular de las isoformas AtPPal-5 en
tejido fresco de A. thaliana mediante transformaciéon estable (F1). Tomado de Navarro de la

Sancha, 2009.
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5. HIPOTESIS

Las isoformas citoplasméaticas de las pirofosfatasas inorganicas solubles de
Arabidopsis thaliana presentan una distribucién subcelular diferencial y la isoforma
seis se encuentra localizada exclusivamente en cloroplasto, dicha distribuciéon
podria estar relacionado con la funcion especifica de cada una de las seis

isoformas dentro de la célula.
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6. OBJETIVO GENERAL

Determinar la distribucion subcitoplasmatica de las pirofosfatasas inorganicas

solubles AtPPal a AtPPa5 y confirmar la localizacion subcelular de la isoforma

AtPPa6 in vivo.

7. OBJETIVOS PARTICULARES

Realizar la seleccion de las plantas transgénicas de A. thaliana ya
existentes que expresan las proteinas de fusion AtPPal a AtPPa5 con las
proteinas fluorescentes.

Obtener lineas transgénicas que expresen la proteina de fusion AtPPa6 con
la proteina fluorescente.

Demostrar la expresion de las proteinas de fusibn en las plantas
transformadas.

Evaluar la actividad pirofosfatasa de las plantas transformadas con las
proteinas de fusion.

Determinar la distribucion subcelular de las diferentes isoformas
citoplasmaticas de pirofosfatasas inorganicas solubles de A. thaliana.
Demostrar la localizacion de la isoforma seis en cloroplasto in vivo.
Comprobar la localizacion subcelular de las isoformas AtPPal y AtPPa4 en
un sistema heterélogo.

Determinar la distribucion de las pirofosfatasas inorganicas solubles en

raices de A. thaliana.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1. Seleccion y crecimiento de plantas transgénicas

Las plantas transformadas de Arabidopsis thaliana (ecotipo COL-0) con la
insercion del transgene de las isoformas uno a seis de pirofosfatasas inorganicas
solubles fusionadas a la proteina cian fluorescente (CFP) y amarilla fluorescente
(YFP) bajo el control del promotor 35S (Navarro de la Sancha, 2009), se
seleccionaron y crecieron hasta recuperar lineas estables. Las semillas de las
plantas transgénicas fueron expuestas al herbicida BASTA mediante el método
establecido por Harrison et al, 2006. Las transformantes positivas fueron
seleccionadas y crecidas in vitro y en maceta hasta la edad adulta y hasta obtener
la F4. Las semillas se esterilizaron superficialmente con 95 % de etanol (v/v)
durante 5 minutos y 20 % de hipoclorito de sodio (comercial) (v/v) durante 5 min.
Posteriormente se hicieron seis lavados con agua desionizada estéril y se
colocaron en cajas petri con medio MS 0.2x (Murashige and Skoog basal salts
mixture, PhytoTechnology Laboratories). Las plantas de Arabidopsis se colocaron
en una camara de crecimiento con un fotoperiodo de 16 h luz y 8 h oscuridad bajo
condiciones controladas de luz y temperatura (200 pmol m? s* y a una
temperatura de 22°C). Las plantas seleccionadas como material de trabajo fueron
las transformantes AtPPal-CFP (AT1G01050 CDS), AtPPa2-CFP (AT2G18230
CDS), AtPPa3-CFP (AT2G46860 CDS), AtPPa4-CFP (AT3G53620 CDS), AtPPa4-
YFP (AT3G53620 CDS) la cual se recuper6 hasta F1, AtPPa5-YFP (AT4G01480

CDS) y AtPPa6-YFP (AT5G09650 CDS), que habia sido previamente reportada
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como una posible isoforma cloroplastica (Schulze et al, 2006). Como control se
utilizaron plantas de A. thaliana transformadas con 35S:GFP (pMDC83

gatewayTM vector) donadas por la Dra. Patricia Coello Coutifio de la UNAM.

8.2. SDS-PAGE — Inmunoblot

Plantas de Arabidopsis de 28 dias después de la germinacién (ddg) fueron
pulverizadas con un homogeneizador FastPrep (Fast-Prep-24 Instrument, MP
Biomedicals) utilizando perlas de ceramica (lysing matrix beads, Mp Bio Lysing
Matrix Tubes, MP Biomedicals). El tejido pulverizado fue colocado en cuatro
volimenes de buffer TRIS-HCI pH 7.5 (Tris-HCI 0.1 M, EDTA 1mM, MgCl, 3mM)
por gramo de tejido y el inhibidor de proteasas (de acuerdo a las instrucciones del
proveedor; Complete, protease inhibitor cocktail tablets, ROCHE). EI homogenado
fue centrifugado a 13,000 rpm durante 30 min a 4°C. El contenido de proteina se
cuantifico6 mediante el método de Bradford (Biorad) con placas multipozo de 96
pozos con capacidad de 0.25 mL. La separacién electroforética de las proteinas se
realiz6 mediante un gel SDS-PAGE 12 %. Para el inmunoblot, las proteinas
separadas en un gel de poliacrilamida-SDS fueron transferidas a una membrana
de nitrocelulosa usando la solucién de Tris 25 mM pH 8.4, con glicina 192 mM,
SDS 3.5 mM, metanol 20 % (v/v). Para la inmunodeteccion se usé el anticuerpo
anti-GFP (Santa Cruz, dilucién 1/5,000) diluido en una solucién de buffer PBS 1x,
Tween 1 % y leche 5 %, y se incub6 durante toda la noche y un anticuerpo
secundario anti-lgG de conejo conjugado con peroxidasa (dilucién 1/10,000)

diluido en una solucién de buffer PBS 1x, Tween 1 % y leche 5 %, incubado
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durante 1 h. Los blots fueron revelados usando el kit quimioluminiscencia
Inmobilon™ Western (Millipore) y se documenté con un sistema de procesamiento

de imagenes ChemiDoc (Biorad).

8.3. Analisis y separacion mediante cromatografia

Un gramo de hojas de plantas transgénicas fué lavado con agua destilada y
homogeneizadas con un FastPrep (Fast-Prep-24 Instrument, MP Biomedicals)
utilizando perlas de ceramica (lysing matrix beads, Mp Bio Lysing Matrix Tubes,
MP Biomedicals), en solucion Tris-HCI 0.1 M pH 7.5, EDTA 1mM, MgCl, 3mM
suplementada con inhibidor de proteasas segun las indicaciones del proveedor
(Complete, protease inhibitor cocktail tablets, ROCHE). Al homogenado se le
agrego sulfato de amonio para una concentracion final de 0.5 M y se centrifugo
durante 20 min a 15,000 rpm en un rotor Beckman JA20 y se filtr6 a través de un
filtro Millipore de 0.2 &. El sobrenadante se aplicé a una columna de fenil-sefarosa
(Phenyl Sepharose High Performance, GE Healthcare), usando un sistema HPLC
Water Breeze acoplado a un detector de fluorescencia y a un colector de
fracciones Readyfrac (BioRad) y se eluy6 con un gradiente de 0.5-0 M sulfato de
amonio/0-50 % etilenglicol. La sefal de fluorescencia fue monitoreada a las
longitudes de onda 515/527 nm (YFP), 458/490 nm (CFP) y 488/510 nm (GFP)
(exitacién/emision). Para la cromatografia de exclusion molecular, el sobrenadante
filtrado se aplicé a una columna Superdex75, usando el sistema de HPLC Water
Breeze, y se eluyd con la solucién amortiguadora Tris-HCI 0.1 M pH 7.5, EDTA

1mM, MgCl, 3mM. Se detectd la emision de fluorescencia a la longitud de onda de
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280/340 nm (exitacidbn/emision). En las fracciones recuperadas se determiné la

actividad pirofosfatasa.

8.4. Actividad pirofosfatasa

La actividad pirofosfatasa se determiné estimando la produccién de fosfato
mediante verde de malaquita (RVM). Este ensayo consiste en evaluar la
concentracion de fosfato libre producto de la hidrélisis de pirofosfato por unidad de
tiempo. El reactivo RVM consta de tres soluciones basicas: solucion A, la cual
contiene 0.45 % de verde de malaquita en 4 N de HCI (w/v), que se deja reposar
por 24 h antes de usar; solucién B, 12.4 % de Molibdato de Amonio en 6 M de
HCI; y por altimo la solucién C, NaCl 4 M con 3 % de Brij 37. Previo al ensayo de
actividad se mezclaron 2 mL de solucién A, 1 mL de solucién B, 9 mL de agua y al
final se agregé 1 mL de la solucion C. Se ajustdé con HCI. Para medir la actividad
pirofosfatasa se prepar6 una solucion de ensayo que contenia Tris-HCI 0.2 M pH
7.5, EDTA 2 mM y MgCl, 6 mM y 160 uM de pirofosfato; de esta solucion se
agregaréon 25 pL en el pozo de reaccidén y se adicionaron de 1 a 25 pL de las
fracciones que contenian la proteina y agua hasta completar 50 uL de volumen de
reaccion de forma que la concentracion final de la solucion de ensayo fue Tris-HCI
0.1 M pH 7.5, EDTA 1 mMy MgCl, 3 mM y 80 uM de pirofosfato. Los ensayos se
hicieron con y sin MgCl, 3 mM. Después de 5 a 30 min la reaccion se detuvo con
200 pL de RVM vy la cantidad de fosfato liberado fue determinada con una curva
estandar de 0.1 mM Na;HPO, y se midi6 la absorbancia a 595 nm en un lector de

microplacas (Biorad-Benchmark). La actividad medida en presencia de Mg*?
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menos la medida en su ausencia se consider6 como la actividad pirofosfatasa
dependiente de Mg®*. En algunos ensayos, la actividad fue medida en paralelo en
presencia de 10 mM NaCl o 10 mM NaF en el medio, las diferencias de Pi liberado
entre ambas medidas fue considerado como la actividad pirofosfatasa sensible a

Fluoruro.

8.5. Microscopia confocal de fluorescencia

Hojas de plantas silvestres o transgénicas de A. thaliana de 28 ddg (AtPPal-CFP,
AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP, AtPPa4-CFP, At PPa5-YFP, AtPPa6-YFP y 35S:GFP)
se sometieron a un tratamiento de fijacién, incubandose toda la noche en
formaldehido 4 % en PBS (10 mM NayHPO,, 1.8 mM KH,;POg4, 2.7 mM de KCl y
137 mM NaCl, pH 7.2) a 4°C. Se hicieron 5 lavados de 10 min con PBS. Las
muestras se deshidrataron con concentraciones ascendentes de etanol (30, 50,
70, 85, 96, 100 y 100 EtOH/H,0 v/v) durante 30 min en cada concentracion. Las
muestras deshidratadas se incubaron en una solucién de etanol:citrosolv (Fisher
Scientific) 1:1 (v/v) durante 1 h y se pasaron a citrosolv durante 5 min. Los cortes
de hoja se pasaron a una mezcla de citrosolv-parafina 1:1 (v/v) y se incubaron
durante 15 h a 56°C, y se transfirieron a parafina pura durante 36 horas (se realizo
un cambio de parafina pura a las 12 h), a 56°C. Las muestras se incluyeron en
parafina pura a temperatura ambiente y se hicieron cortes de 9 ym en un
microtomo. Una vez realizados los cortes y colocados en el portaobjetos se
comenzo el proceso de desparafinar, el cual se llevé a cabo a 60°C durante 2 h.

La rehidratacion se realizé con 3 cambios de citrosolv puro de 3 min cada uno, un
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lavado con citrosolv-etanol 1:1 (v/v) durante 3 min y lavados de etanol a
concentraciones descendentes (100, 96, 85, 70, 50 y 30 v/v) durante 3 min cada
uno. Por dltimo se hizo un lavado con PBS durante 3 min. Después del ultimo
lavado con PBS las muestras se montaron, se cubrieron con cubreobjetos y se

sellaron con barniz de ufias comercial.

Hojas frescas de plantas de A. thaliana de 28 ddg fueron seccionadas en cortes
finos con una navaja de acero de hoja delgada. Los cortes fueron mezclados con
PBS 1X, cubiertos con un cubreobjetos y observados inmediatamente. Todas las
muestras fueron observadas en un microscopio confocal de fluorescencia
Olympus FV 1000 en el area de Microscopia Confocal de la Unidad de Servicios
de Apoyo a la Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica de
la UNAM. Se realizaron varias repeticiones de cada muestra. Las observaciones
de las muestras se realizaron a las longitudes de onda correspondientes a las
proteinas fluorescentes CFP (Aex:458/Aem:490 nm), YFP (Aex:515/Aem:527 nm) y
GFP (Aex:488/A\em:510 nm) y a cada muestra de interés se le resto la fluorescencia
basal intrinseca del tejido. Se realizaron de 15 a 20 preparaciones de diferentes
hojas de cada planta, todas fueron digitalizadas y se tomaron imagenes a
diferentes magnificaciones (10x, 40x y 60x). Cada sesion se realiz6 en promedio
10 veces para cada linea transgénica y se seleccionaron las imagenes
representativas de la localizacion observada en al menos el 90% de las

preparaciones.

Para observar raices, se utilizaron plantas de A. thaliana de 14 ddg. La raiz

completa de la planta se coloco en un portaobjetos, se le adicion6é amortiguador de
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fosfatos, y se cubrieron con un cubreobjetos para ser observadas en el

microscopio confocal en las condiciones mencionadas anteriormente.

8.6. Inmunocitoquimica con particulas de oro

Para obtener imagenes de alta resolucion sobre la distribucion subcelular de las
pirofosfatasas inorganicas solubles en fusién con las proteinas fluorescentes, se
realizaron inmunolocalizaciones con el anticuerpo anti-lgG de conejo conjugado
con particulas de oro de 15 nm (Immunogold conjugate EM.GOAT ANTIRABBIT
IgG 15 nm, BB International). Se fijaron fragmentos de hoja de 5 mm? obtenidos
de plantas transformantes adultas (28 ddg) de Arabidopsis en una solucién de
glutaraldehido 3 % durante 2 h, se realizd6 un lavado con una solucién
amortiguadora de fosfatos y se deshidrataron en concentraciones ascendentes de
una solucién etanol:agua (40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 %, v/v) durante 15 min cada
uno a 4°C, asi como tres cambios de etanol absoluto durante 15 min cada uno a
temperatura ambiente. Las muestras se transfirieron a una mezcla de L.R.
White:etanol (1:1, v/v) durante 24 h a temperatura ambiente en rotacion y
posteriormente a la resina L.R. White pura durante 4 h en rotacion. Las muestras
se incluyeron con L.R. White en capsulas de gelatina y se incubaron a 60°C toda
la noche. Se hicieron los cortes ultrafinos de 80 y 90 nm en un ultramicrotomo
Reichert-Jung con una navaja de diamante y se montaron en rejillas de Niquel
recubiertas con colodion.

Inmulocalizacion ultraestructural: Las rejillas se bloquearon con la solucion

TBST (20 mM Tris pH 7.6, 150 mM NaCl, 20 mM azida de sodio, 1 % Tween 20, 5
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%, BSA y 5 % NGS) durante 1 h, y se incubaron toda la noche con el anticuerpo
primario (anticuerpo anti-GFP: TBST, 1:10). Se hicieron tres lavados con TBST (20
mM Tris pH 7.6, 150 mM NaCl, 20 mM Azida de sodio, 1% Tween 20, 5 %, BSAy
5 % NGS) de 15 min (cada uno) y se incubaron con el anticuerpo secundario
acoplado a particulas de oro coloidal de 15 nm (Immunogold conjugate EM.GOAT
ANTIRABBIT IgG 15 nm, BBInternational) en una dilucion 1:20 con TBST, durante
2 h a temperatura ambiente. Se enjuagaron 3 veces con TBST durante 15 min c/u
y una vez con agua desionizada durante 10 min y se dejaron secar las rejillas a
temperatura ambiente (modificado de Busot et al. 2008). El contraste de las
muestras se realizo con citrato de plomo y acetato de uranilo en el laboratorio de
imagenologia del Instituto de Fisiologia Celular. Las imagenes presentadas en
este trabajo corresponden a imagenes representativas de 5 experimentos
independientes. Como controles se utilizaron plantas de A. thaliana silvestre y
plantas 35S:GFP (donadas por la Dra. Patricia Coello) sometidas al mismo

tratamiento de fijacion e inmunolocalizacion.

8.7. Transformacién por biobalistica

Los plasmidos 35S:AtPPa4-YFP, 35S:AtPPal-CFP y 35S:GFP-GUS (gateway
vector pBGWFS7.0-35S:GFP-GUS, control), fueron purificados de células
transformadas de E. coli usando un kit comercial (HiSpeed plasmid Midi Kkit,
Qiagen). Una cebolla pequefia se desinfect6 en 25 mL de una solucion 1 % de
hipoclorito de sodio con 0.1 % de Tween 20 (v/v) y 0.75 mL de desinfectante de

verduras comercial (solucién de nitrato de plata coloidal) durante 15 min, con

38



agitacion constante. Después se hicieron 3 lavados con agua desionizada estéril
durante 10 min cada uno. Se obtuvieron cuadros de 1 cm? de las capas de la
cebolla y se extrajo la capa de la epidermis. La capa de epidermis de cebolla se
colocé en una caja petri con medio MS. Se prepararon balas de tungsteno de 40.4
nm tratadas a las que se les agregd 1 M CaCl,, 16 mM de espermidina y 40 pug/mL
de plasmido purificado. Se hicieron lavados con etanol al 70 % y al 100 %. El
macroportador fue cargado con una suspension de etanol con 500 mg de balas
cargadas con 830 ng de DNA aproximadamente y se dejo evaporar el solvente. Se
realizaron dos disparos a 1100 psi (PDS-1000/He Biolistic Particle Delivery
System, BioRad) a cada caja petri conteniendo la epidermis de cebolla, usando
Helio como gas acarreador. Después de 10-12 h de incubacion a 25°C, las
secciones de epidermis de cebolla se incubaron con 1M de NaCl durante 10 min y
se transfirieron a una solucién PBS 1X. Se observaron en el microscopio confocal
como se describié en la seccién de Microscopia Confocal de Fluorescencia. Las
muestras que no se sometieron a plasmdélisis Unicamente se transfierieron a PBS

sin el tratamiento de NacCl.

8.8. Inmunoprecipitacion de proteinas

Un gramo de hojas de plantas transformantes de A. thaliana con las diferentes
proteinas de fusion de 28 ddg se homogeneizaron con cuatro volimenes de Tris-
HCI 0.1 M pH 7.5, EDTA 1 mM, MgCl, 3 mM adicionando inhibidor de proteasas a
las concentraciones indicadas por el proveedor (Complete, protease inhibitor

cocktail tablets, ROCHE) en un FastPrep (Fast-Prep-24 Instrument, MP
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Biomedicals) utilizando perlas de ceramica (lysing matrix beads, Mp Bio Lysing
Matrix Tubes, MP Biomedicals). El homogeneizado se centrifugd a 13,000 rpm
durante 30 min a 4°C. El contenido de proteinas totales se cuantific6 mediante el
método de Bradford. Para la inmunoprecipitacion, a la proteina A agarosa se le
adicionaron 500 pyL de PBS y 10 pL de BSA (10 mg/mL), se incubd durante 30 min
a temperatura ambiente y agitacion lenta. Se desechd el sobrenadante y se
adiciond anticuerpo anti-GFP a una concentracion de 200 pg/uL y se llevé a un
volumen final de 500 pL con amortiguador de union (50 mM NacCl, 20 mM Tris-HCl,
pH 7.5, 25 % glicerol, 1.5 mM MgCl,, 1 mM PMSF, 0.02 % Triton X-100). La
mezcla se incub6 1 h a temperatura ambiente con agitacion lenta, se eliminé el
sobrenadante, se adicionaron 800 pg de proteina obtenida de las diferentes
plantas transgénicas (con las proteinas de fusion), asi como de los controles de
plantas transformadas con GFP y plantas AtW. Se llevé a un volumen final de 500
puL con amortiguador de unién, al control sin proteina Unicamente se le agrego el
amortiguador de unién, a todas las muestras se le adicionaron inhibidores de
proteasas Complete (segun las indicaciones de proveedor), y se incubo toda la
noche a 4°C. Se realizaron tres lavados con amortiguador de lavado (150 mM
NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 25 % glicerol, 1.5 mM MgCl,, 1 mM PMSF, 0.02 %
Triton X-100). La separacion electroforética se realizé en geles de poliacrilamida-
SDS 10 %, y una vez concluida la corrida los geles se tifieron con plata de
acuerdo al método reportado por Sambrook et al, 1989. Para las muestras en
disolucién, los inmunoprecipitados se lavaron con PBS, las perlas se
resuspendieron en solucion llamada “soft elution” (0.2 % SDS, 0.1 % Tween-20, 50

mM Tris-HCI, pH 8.0), se incubd durante 15 min a 25°C en agitacién por rotacion.
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Se recuperaron las perlas, se adiciond 1 mL de acetona (-20°C) y se incubd
durante 4 h a -20°C para precipitar la proteina. Se centrifugd a 10,000 x g durante
5 min a 4°C. Se removi6 el sobrenadante y el precipitado (proteina) se dejé secar
a temperatura ambiente. Se resuspendié en solucion Tris-HCI, pH 7.5 (Antrobus et
al, 2011) y se realiz6 un andlisis por LC-MSMS de las proteinas eluidas en
solucion en el area de Espectrometria de Masas de la Unidad de Servicios de
Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAIl), Facultad de Quimica, UNAM.
Como controles se realizaron inmunoprecipitados con anticuerpo anti-GFP

utilizando extractos proteicos de plantas 35S:GFP, AtWT y sin proteina.

8.9. Medicion de fluorescencia de Chl a fotosistema 2 (PS
II) en hojas de plantas de A. thaliana.

Se crecieron 20 plantas transformadas con la construccion 35S:AtPPa4-CFP vy
35S:AtPPa6-YFP, asi como plantas AtWT hasta 28 ddg. Las plantas
transformadas y las silvestres se mantuvieron durante 30 min en la oscuridad a
temperatura ambiente, depués de este tiempo se midid la fluorescencia de la
clorofila a (Chl a) de las hojas, tomando dos hojas por planta, utilizando un
fluorbmetro Hansatech modelo Handy PEA (Plant Efficiency Analyser). Cada hoja
se ilumin6 durante 5 s con luz roja de A = 650 nm con una intensidad alta de
alrededor de 3000 pmol m™s™, utilizando un clip que define el area de medicién de
la muestra. Los resultados de la fluorescencia de la clorofila a fueron analizados
con los programas Handy PEA y Origin 6.0 para determinar la actividad

fotosintética.
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9. RESULTADOS

9.1. Seleccion de plantas transformadas

En el laboratorio del Dr. Rogelio Rodriguez Sotres se cuenta con una colecciéon de
semillas transformadas de las seis diferentes isoformas de pirofosfatasas
inorganicas solubles de A. thaliana (AtPPal-6) fusionadas a proteinas
fluorescentes bajo el control del promotor 35S (Navarro de la Sancha, 2009). Para
el estudio de la localizacion subcelular, se seleccionaron las plantas transformadas
de las seis isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles mediante la
resistencia al herbicida BASTA®, debido a que la construccién porta un gen de
resistencia a este herbicida. Se usaron para todos los andlisis transformantes
crecidas y seleccionadas hasta la F4 de AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP,
AtPPa4-CFP, AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP (Navarro de la Sancha, 2009; Fig. 8A).
Las plantas transgénicas que sobreexpresaban cualquiera de los seis transgenes
mostraron diferencias en su tamafio y biomasa, asi como retraso de una semana o
mas en su desarrollo con respecto a las plantas silvestres (datos no mostrados).
Esta alteracién no se observo en plantas que expresan la fusién de GFP-GUS bajo
el control del mismo promotor. Si bien el patron parece sugerir un efecto de la
sobreexpresién sobre el crecimiento, no se caracterizaron suficientes eventos
transgénicos independientes como para permitir una conclusion definitiva.

Estudios futuros podrian abordar este tema con técnicas mas dirigidas, como por
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ejemplo: alterando los promotores endégenos para estimular una desregulaciéon de
cada uno de estos genes.

La expresion de las proteinas de fusién, se analiz6 con una inmunoréplica
utilizando el anticuerpo anti-GFP. Se identific6 una banda que todas las plantas
transgénicas presentaban con un peso esperado entre 45 y 50 kDa (Fig. 9), la cual
estaba ausente en las plantas AtWT, lo que nos indica que la proteina de fusiéon
estd presente y se encuentra razonablemente estable. No se observaron otras

bandas abundantes que indicaran la degradacion acelerada de esta proteina.

Figura 9. Inmunoréplica tipo western de extracto proteico soluble de hojas de plantas de Arabidopsis
thaliana. A) Deteccion de las proteinas de fusién por inmunoréplica, usando anticuerpo Anti-GFP y el
extracto proteico soluble de hojas. B) Membrana de nitrocelulosa tefiida con rojo de Ponceau previo a
la inmunodeteccidn. Los carriles corresponden a: AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP, AtPPa4-
CFP, AtPPa5-YFP, AtPPa6-YFP, Buffer libre de proteina'y AtWT.
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9.2. Cromatografia y analisis de la actividad pirofosfatasa
de las transformantes

Para determinar los posibles cambios en la actividad de pirofosfatasa en las
plantas transformadas se extrajo proteina soluble y se realiz6 el fraccionamiento
de los extractos proteicos totales mediante cromatografia de liquidos (HPLC)
usando una columna de fenil-sefarosa. La deteccién de las proteinas se realizé
con un detector de fluorescencia a las longitudes de onda correspondientes a cada
proteina fluorescente CFP(Aex:458/Aem:490 Nnm), YFP (Aex:515/Aem:527 nm) y GFP
(Aex:488/Aem:510 nm). Se obtuvieron los perfiles de elucion de la proteina asi como
los de fluorescencia. Las fracciones eluidas de la columna se analizaron para
detectar actividad de pirofosfatasa dependiente de Mg?".

Encontramos sutiles cambios en los perfiles de fluorescencia y de actividad de las
diferentes plantas transformantes con respecto a la plantas AtWT (Fig. S1 B-l,
Gutiérrez-Luna, et al. 2016). En los perfiles de fluorescencia de plantas
transformadas con la proteina fluorescente CFP observamos dos picos de
fluorescencia, el primer pico de elucion corresponde al lavado de la columna,
donde eluyen las proteinas que tienen poca o nula interaccion con la resina, asi
como un segundo pico que eluye con 50 % etilenglicol. En todos los casos el
primer pico de fluorescencia mostr6 mayor abundancia que el segundo. Sin
embargo, la emisién de fluorescencia a esta longitud de onda entre las diferentes
transformantes vario ligeramente (Fig. S1 B-E, Gutiérrez-Luna et al. 2016). En los
perfiles de fluorescencia correspondientes a las plantas transformadas con

AtPPaX-YFP, se observan patrones de fluorescencia muy similares entre ambas
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transformantes (AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP). En ambos casos se observaron dos
picos de fluorescencia, uno correspondiente al lavado de la columna y un segundo
pico correspondiente a la elucién con 50 % etilenglicol, ambos casos con un
patrén similar (Fig. S1 F y G, Gutiérrez-Luna et al. 2016). Las abundancias de los
dos picos de fluorescencia detectados en las plantas transformadas con YFP y
CFP tuvieron un patron de deteccion caracteristico, aunque en ambos casos se
detectan dos picos en el perfil, tuvo mayor abundancia el primer pico en el caso de
las plantas transformadas con CFP, mientras que en el caso de las plantas
transformadas con YFP el pico mayoritario fue el segundo. Sin embargo este
patron de abundancias es similar entre plantas transformadas con la misma
proteina fluorescente, aunque las sefales de AtPPaX-YFP fueron mayores que las
sefiales de AtPPaX-CFP. Esto se pudo deber a los niveles de fluorescencia
intrinseca de la planta en la longitud de onda a la que emite YFP en comparacion
con aquella en que emite CFP (Amax). Con respecto a las plantas AtWT, las
plantas transgénicas si presentan mayores niveles de fluorescencia. Las
diferencias en los perfiles de elucion de las plantas transformantes con respecto a
su correspondiente AtWT (Fig. S1 |, Gutiérrez-Luna et al, 2016), seguramente
incluyen los cambios en expresion debidos a los transgenes, sin embargo no es
posible concluir algo concreto.

En cuanto a la actividad pirofosfatasa evaluada en las fracciones recuperadas de
las diferentes plantas transgénicas, se observan cambios sutiles en el patron de
actividad. En general, se observd un patron caracteristico con dos grupos de
actividad, la primera correspondio a las fracciones que eluyeron en los primeros

minutos (sulfato de amonio como eluyente) y presentdé de uno a dos picos, con
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variaciones dependiendo de la transgénica analizada. Un segundo grupo de picos
de actividad correspondié a los udltimos minutos de elucion (etilenglicol como
eluyente) y consistio de un patron de 3 a 5 picos de actividad.

La actividad de los extractos crudos totales se determind con el método de verde
de malaquita. En los ensayos de actividad de los extractos totales no se
observaron cambios significativos de actividad en las plantas transformadas con
las diferentes isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles. La actividad total
de los extractos crudos (Tabla S2, Gutiérrez-Luna et al, 2016), cambio
relativamente poco respecto a lo esperado por la sobreexpresion de las proteinas
transgénicas, incluso en algunos casos disminuy6 claramente la actividad total con
respecto a la silvestre (100 %), como en el caso de la transgénica que
sobreexpresaba la isoforma AtPPa6 (34 %) o GFP (29 %). De hecho, si se
considera el valor de la actividad de la transgénica sobrexpresando GFP como
control, podria considerarse que la actividad de las otras transgénicas incremento
en todos los casos, aunque, comparada con la silvestre, sélo aumenté en dos de
los casos (AtPPal y AtPPa4). En los ensayos de inhibicibn de la actividad
pirofosfatasa de los extractos crudos, los extractos totales se incubaron con PPi,
MgCl, y fluoruro durante 10, 20 y 30 min y se determiné su actividad mediante el
ensayo de verde de malaquita. Los ensayos arrojaron una inhibicion tiempo-
dependiente desde los 20 min de incubacién con el inhibidor, observandose la
inhibicion total de la actividad a los 30 min de incubacién con NaF (Tabla 1), lo
cudl corresponde a lo reportado previamente (Baykov et al, 1977). La inhibicién
total de la actividad a los 30 min indicé que la actividad cuantificada correspondia

a la actividad pirofosfatasa. También se determind la actividad pirofosfatasa en
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ausencia de NaF, en presencia de NaCl 10 mM y en presencia de NaF 10 mM

durante 10 min, observdndose una disminucion importante de la actividad en

presencia de NaF, pero no en presencia de NaCl con respecto a los extractos

crudos con MgCl, a los 10 min de incubacion (Tabla 1A; ANEXOS). La

sensibilidad a NaF ha sido empleada como un marcador de la actividad de

pirofosfatasa debida a la PPa y no a otras actividades inespecificas de fosfatasa,

capaces de hidrolizar el pirofosfato (Kasho et al, 1982). Sin embargo, este podria

ser una propiedad discutible, porque existen varias fosfatasas que también son

sensibles a fluoruro (Maksel et al, 2001).

Tabla 1. Inhibicién por fluoruro de la actividad de pirofosfatasa en extractos crudos de hojas de

plantas transgénicas para PPa

Tiempo de
incubacion 0 10 20 30
(min)
Planta Actividad pirofosfatasa
(umol Pi min™ mg prot.™)
AtPPal-CFP 0.288 1.284 1.08 0
AtPPa2-CFP 0.260 2.947 2.720 0
AtPPa3-CFP 0.395 1.535 1.415 0
AtPPa4-CFP 0 2.424 2.035 0
AtPPa5-YP 0.344 1.704 1.678 0
AtPPa6-YFP 0.426 2.889 2.613 0
GFP 0.090 3.073 2.876 0
WT 0 1.472 1.370 0

*Los extractos crudos dializados de plantas transgénicas fueron incubados en presencia de 3 mM MgCl,, 80 uM
pirofosfato de sodio y 10 mM NaF. A los tiempos indicados se tomaron alicuotas que fueron diluida 5 veces en el medio
de ensayo estandar y la actividad fue determinada (ver Materiales y Métodos seccion 8.4).

Se realizé un ensayo cualitativo de la presencia de la proteinas fluorescentes,

mediante un analisis de espectrofluorometria, detectando la emisién de luz

fluorescente caracteristica de

las

proteinas

cian

fluorescente

(CFP;
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Aex:458/Aem:490 nm) y de la proteina amarilla fluorescente (YFP; Aex:515/Aem:527
nm). Se encontraron valores de 4.0 unidades de fluorescencia (uf) para la
isoformas fusionadas a la proteina CFP y 1.0 para las isoformas fusionadas a la
proteina YFP. En el caso de las proteinas extraidas de las plantas AtWT se obtuvo
una intensidad de fluorescencia de 0.1 y 0.2 uf, respectivamente (Fig. S1 A,
Gutiérrez-Luna et al, 2016). Dado que en todos los casos la expresion se
encontraba controlada por un mismo promotor, es posible que las diferencias en
fluorescencia se debieran a diferencias en la emision de CFP y YFP y no a
diferencias de expresion. Sin embargo, también es posible que ocurriesen a nivel
traduccional, o a nivel de la degradacién de la proteina.

Este analisis indic6 que aunque las plantas AtWT tienen fluorescencia intrinseca a
esas longitudes de onda; las plantas transformadas con las proteinas de fusion
presentan una mayor emision de fluorescencia y las plantas AtPPaX -CFP 6
AtPPaX-YFP tienen un comportamiento similar entre ellas.

Mediante cromatografia de interaccion hidrofébica no se pudo determinar cudl pico
correspondia a cada una de las diferentes isoformas de pirofosfatasas inorganicas
solubles y por lo tanto tampoco la proteina de fusion, por lo que se decidi6 realizar
cromatografia de exclusion molecular usando una resina Superdex75. Sin
embargo, con esta metodologia tampoco fue posible separar los picos
correspondientes a las isoformas intrinsecas de la proteina de fusién. Esta técnica
de cromatografia permitio la separacién de dos picos de proteinas, el primer pico
correspondiente a proteinas de alto peso molecular, el cual fue muy abundante y
un segundo pico correspondiente a las proteinas de bajo peso molecular, que fue

poco abundante (Fig.10.). Las abundancias de los picos son similares entre las
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diferentes transformantes (entre 4 y 6); sin embargo, en los ensayos de actividad
pirofosfatasa de las fracciones obtenidas de la separacion cromatogréfica de los
extractos proteicos obtenidas de las seis plantas transgénicas, Unicamente se
detectd un pico de actividad que correspondi6 al primer pico de separacion de la
cromatografia. Es por esto que no se pudo corroborar el pico de actividad
correspondiente a la proteina de fusion. Es importante mencionar que en estos
ensayos de actividad también se observé que la actividad pirofosfatasa de las
plantas transgénicas era menor que en la planta silvestre (entre 4 y 6.5 nmol PPi
min!; Fig. 10 A, B, C y E). Unicamente en el caso de las plantas transformadas
con la proteina de fusion de la isoforma 4, la actividad fue igual a la de la planta
silvestre (8 y 8.5 nmol PPi min™, respetivamente; Fig. 10 D y H), como se habia
observado anteriormente, nuevamente la actividad de AtPPa6 y GFP fue baja (2.0
y 2.5 nmol PPi min™, respectivamente; Fig. 10 F y G). Todos estos datos sugieren
la existencia de una respuesta de las proteinas con actividad pirofosfatasa como
resultado de la expresién de la pirofosfatasa inorganica soluble fusionada a la

proteina fluorescente.
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Figura 10. Actividad y fluorescencia de proteinas soluble de plantas transgénicas de A. thaliana (28 ddg)
expresando cada una de las isoformas de AtPPa fusionada a proteinas fluorescentes (CFP y YFP). Un mg
de proteina soluble de plantas transgénicas AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP, AtPPa4-CFP, AtPPa5-
YFP, AtPPa6-YFP, GFP, asi como de plantas silvestres (AtWT) fueron fraccionadas en una columna
Superdex 75. Las lineas discontinuas indican el amortiguador de eluciéon Tris-HCI a lo largo de la elucion
(linea de puntos verdes, *-*-). La linea continua café ( ==) indica la actividad pirofosfatasa dependiente de
Mg2+ medida con la técnica de verde de malaquita. La linea continua rosa ( — ) representa la fluorescencia
recuperada de la emisiéon y excitacibn maxima correspondiente a la proteina medida a la longitud de onda
)\Ex2280/)\EMZ340 nm.

50



9.3. Localizacién citoplasmatica de las isoformas uno,
cinco y seis de las pirofosfatasas inorganicas solubles en
plantas de 14 dias de edad

Se realizd la observacion de plantas transformadas con las diferentes isoformas
de PPa mediante microscopia confocal para determinar la localizacion subcelular
de las seis diferentes proteinas, con plantas de 10 ddg. Sin embargo, no se
observd la expresion de ninguna de las isoformas a esta edad, por lo que se
decidié realizar observaciones en plantas de mayor edad. A los 14 ddg, la
expresion de la proteina fue muy baja para todas las isoformas y en algunos casos
indetectable en microscopia confocal (Tabla 2). En el caso de las isoformas
AtPPal-CFP, AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP la fluorescencia de la proteina de fusion
fue suficiente para realizar observaciones. La isoforma AtPPal-CFP se localizé en
el citoplasma (Fig. 11 A-C); sin embargo, de acuerdo a la distribuciéon de la sefial
de fluorescencia en la célula, también se detect6é sefal aparentemente en ndcleo
(Fig. 11 A-C), sin embargo no se utiliz6 ningun marcador nuclear que lo
confirmara. La localizacion nuclear para algunas isoformas ya ha sido reportada
previamente y se ha sugerido que la isoforma uno podria estar localizada en este
organelo (Koroleva et al, 2005); sin embargo, en este trabajo esta observacion
sélo se present6 en plantas jovenes (Fig. 11 A-C; Tabla 2). Por otro lado, no esta
claro si la fluorescencia esta dentro del nucleo o rodeando al nucleo. La isoforma
AtPPa5-YFP se observo con una localizacion citoplasmatica y en este caso, con
una sefal importante rodeando los cloroplastos (Fig. 11 D-I), aunque como se vera
mas adelante, esta proteina no parece localizarse dentro del cloroplasto. En el

caso de la isoforma AtPPa6-YFP, se localizé en los cloroplastos exclusivamente
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(Fig. 11 J-L) y como se vera mas adelante, esta proteina parece ser

exclusivamente intracloroplastica.

Figura 11. Imagenes de microscopia confocal de plantas transgénicas de 14 ddg. Los paneles
corresponden a AtPPal-CFP (A-C), 40X zoom 2.5X. AtPPa5-YFP (D- Fy G-I), 40X zoom 2.5X y AtPPa6-
YFP (J-L), 40X zoom 4X. Emisién de fluorescencia de CFP y YFP (A, D, G y J). Sobreposicién de la
emisién de CFP/YFP con la autofluorescencia de la clorofila (B, E, H y K). Sobreposicion de CFP/YFP,
autofluorescencia de cloroplastos y contraste de fases (C, F, | y L). Las flechas blancas indican la
localizacién nuclear en el caso de la isoforma uno y cerca de los cloroplastos de la isoforma cinco. Las
imagenes de confocal fueron tomadas en multiples planos superpuestos (eje Z).
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9.4. Localizacién citoplasmaética de las isoformas uno, dos,
tres y cinco de la pirofosfatasa inorganica soluble de A.
thaliana a los 28 dias de edad.

Debido a que en plantas jovenes no fue posible realizar la localizacion de todas las
isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles se utilizaron plantas adultas
(Tabla 2). Para este estudio, la localizacién de las proteinas de fusion de las
pirofosfasas inorganicas solubles también se realizO en hojas de plantas
transformantes de 28 dias después de la germinacion (ddg), debido a que la
expresion fue mayor a esta edad, lo que permitié6 observar mejor la fluorescencia
de las proteinas de fusion y su localizacidn mediante microscopia confocal. Sin
embargo, desconocemos si las diferencias en la expresion en las diferentes
edades sea debido a regulaciones propias de la planta por la expresion

constitutiva de la proteina.

Tabla 2. Localizaciéon subcelular en plantas jévenes y adultas de las isoformas de

pirofosfatasas inorganicas solubles.

Localizacién subcelular

Isoformas Plantas jovenes Plantas adultas
(14 ddg) (28 ddg)
AtPPal-CFP Nuclear Citosolica cerca del nicleo
AtPPa2-CFP No identificada Citoplasmatica cerca del tonoplasto
AtPPa3-CFP No identificada Citoplasmatica cerca del tonoplasto

Citoplasmatica cerca del tonoplasto,
AtPPa4-CFP No identificada pared celular,
espacio intercelular

AtPPa5-YFP Citoplasmatica cerca de los cloroplastos Citoplasmatica cerca de los cloroplastos

AtPPa6-YFP Cloroplastica Cloroplastica
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En tejido fresco de hoja de plantas transgénicas adultas y maduras, AtPPal-CFP,
se localizé en el citoplasma de las células foliares (Fig. 12). La isoforma AtPPa2-
CFP, se encontrd distribuida de manera uniforme en todo el citoplasma de la
célula (Fig. 13). AtPPa3-CFP, al igual que AtPPa2-CFP, se distribuyo
uniformemente en el citoplasma de la célula, pero en este caso la emision de
fluorescencia fue muy baja, ademas de tener un patron de acumulacién de la
fluorescencia en ciertas areas aun no identificadas del citoplasma (Fig. 14). La
isoforma AtPPa5-YFP tuvo una localizacion citoplasmatica (Fig. 15), aunque
encontramos un patrén de distribucion diferente al de las otras isoformas, debido a
gue Unicamente en estas plantas transformantes se observo su sefial concentrada
rodeando los cloroplastos (Fig. 15 y 16, flechas blancas). Las imagenes no son
consistentes con la presencia de esta isoforma dentro del cloroplasto, como se
puede observar mas a detalle en los acercamientos que se muestran en la Figura
16. Por lo tanto, las diferencias en los patrones de distribucién de las isoformas
AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP y AtPPa5-YFP, si bien citoplasmaticos
para todas, no fueron iguales, lo que sugiere alguna forma de control de su
ubicacion subcitoplasmatica. En ninguno de los casos se sobrepuso la
fluorescencia observada con la autofluorescencia de los cloroplastos, lo que nos
indica que no estan siendo importadas al cloroplasto. Ademas, los patrones de
distribucion observados para AtPPal, AtPPa2, AtPPa3 y AtPPa5 no fueron
causados por la proteina fluorescente (CFP y YFP), ya que su localizacion en las
plantas control transformadas Unicamente con la proteina fluorescente GFP no

coincidi6 con ninguna de las proteinas de fusién (Fig. 17). Todas las
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observaciones se realizaron en células parenquimatosas fotosintéticas del

mesofilo foliar.

Figura 12. Localizacién subcelular de AtPPal-CFP. Imagenes de microscopia confocal de tejido fresco de
hojas de plantas de Arabidopsis thaliana de 28 ddg transformadas con el gene de la pirofosfatasa
inorganica soluble AtPPal fusionado a la proteina fluorescente CFP bajo el control del promotor 35S con
expresion estable. Secciones de hojas frescas de plantas de 28 ddg fueron observadas en microscopia
confocal a las longitudes de onda de excitaciéon y emision de CFP. (A-D) AtPPal-CFP, 40X zoom 2X. (E-H)
AtPPal-CFP, 40X zoom 2.5X. (I-L) AtWT, 40X. Emisién de fluorescencia de CFP (A, E e I). Sobreposicion
de la emisién de CFP con la autofluorescencia de los cloroplastos (B, F y J). Sobreposicién de tejido en
contraste de fases con fluorescencia de CFP (C, G y K). Sobreposicion de fluorescencia de CFP,
autofluorescencia de los cloroplastos y contraste de fases (D, H y L). Todas la imagenes coresponden a
células parenquimatosas fotosintéticas. Las imagenes de microscopia confocal fueron tomadas en multiples
planos superpuestos (eje Z).
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Figura 13. Localizacién subcelular de AtPPa2-CFP. Deteccién mediante microscopia confocal de la
pirofosfatasa inorganica soluble AtPPa2 fusionada a la proteina fluorescente CFP expresada establemente
bajo el control del promotor 35S, en plantas transgénicas de A. thaliana. Secciones de hojas frescas de
plantas de 28 ddg fueron observadas en microscopia confocal a las longitudes de onda de excitacién y
emisién de CFP. Imagenes de microscopia confocal de tejido fresco de plantas AtPPa2-CFP de 28ddg. (A-
D) AtPPa2-CFP, 40X zoom 2.5X. (E-H) AtPPa2-CFP 40X zoom 5.8X. (I-L) AtPPa2-CFP 40X zoom 6X. (M-
P) AtWT 40X. Emisién de fluorescencia de CFP (A, E, | y M). Sobreposicién de CFP y autofluorescencia de
los cloroplastos (B, F, J y N). Sobreposicién de fluorescencia de CFP y contraste de fases (C, G, Ky O).
Sobreposicion de fluorescencia de CFP, autofluorescencia de los cloroplastos y contraste de fases (D, H, L
y P). Todas la imagenes coresponden a células parenquimatosas fotosintéticas. Las imagenes de
microscopia confocal fueron tomadas en multiples planos superpuestos (eje Z).
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Figura 14. Deteccién mediante microscopia confocal de la pirofosfatasa inorganica soluble AtPPa3-CFP.
Las imagenes se tomaron en hojas de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que expresan
establemente la construccién de la pirofosfatasa inorganica soluble AtPPa3 fusionada a la proteina
fluorescente CFP bajo el control del promotor 35S. Secciones de hojas frescas de plantas de 28 ddg fueron
observadas en microscopia confocal a las longitudes de onda de excitacion y emision de CFP. (A-D)
AtPPa3-CFP, 40X zoom 2.5X. (E-H) AtPPa3-CFP 40X zoom 5.8X. (I-L) AtPPa3-CFP 40X zoom 6X. (M-P)
AtWT 40X. Emisién de fluorescencia de CFP (A, E, | y M). Sobreposicién de CFP y autofluorescencia de
los cloroplastos (B, F, J y N). Sobreposicién de fluorescencia de CFP y contraste de fases (C, G, Ky O).
Sobreposicion de fluorescencia de CFP, autofluorescencia de los cloroplastos y contraste de fases (D, H, L
y P). Todas la imagenes coresponden a células parenquimatosas fotosintéticas. Las imagenes de
microscopia confocal fueron tomadas en multiples planos superpuestos (eje Z).
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Figura 15. Detecciéon mediante microscopia confocal de la pirofosfatasa inorganica soluble AtPPa5-YFP.
Las imagenes se tomaron en hojas de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que expresan
establemente la construccién de la pirofosfatasa inorganica soluble AtPPa5 fusionada a la proteina
fluorescente YFP bajo el control del promotor 35S. Secciones de hojas frescas de plantas de 28 ddg fueron
observadas en microscopia confocal a las longitudes de onda de excitacién y emision de YFP. (A-D)
AtPPa5-YFP, 40X. (E-H) AtPPa5-YFP, 40X zoom 2.5X. (I-L) AtPPa5-YFP 40X zoom 2.5X. (M-P) AtPPa5-
YFP 40X zoom 4X. Emisién de fluorescencia de YFP (A, E, | y M). Sobreposicion de YFP vy
autofluorescencia de los cloroplastos (B, F, J y N). Sobreposicién de fluorescencia de YFP y contraste de
fases (C, G, K y 0O). Sobreposiciéon de fluorescencia de YFP, autofluorescencia de los cloroplastos y
contraste de fases (D, H, L y P). Las imagenes de microscopia confocal fueron tomadas en multiples planos
superpuestos (eje Z). Todas la imagenes coresponden a células parenquimatosas fotosintéticas. Las
flechas blancas indican la cercania de la sefial de AtPPa5 a los cloroplastos.
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Figura 16. Imagenes de microscopia confocal magnificadas de hojas de A. thaliana transgénicas que
expresan en forma estable la fusion AtPPa5-YFP, bajo el control de promotor 35S. Secciones de hojas
frescas de plantas de 28 ddg fueron observadas en microscopia confocal a las longitudes de onda de
excitacion y emisiéon de YFP. (A-D) AtPPa5-YFP, 40X zoom 7X. (E-H) AtPPa5-YFP, 40X zoom 5X. (I-L)
AtPPa5-YFP 40X zoom 6X. Emisiéon de fluorescencia de YFP (A, E, | y M). Sobreposicion de YFP y
autofluorescencia de los cloroplastos (B, F, J y N). Sobreposiciéon de fluorescencia de YFP y contraste de
fases (C, G, Ky O). Sobreposicién de fluorescencia de YFP, autofluorescencia de los cloroplastos y contraste
de fases (D, H, L y P). Las imagenes de microscopia confocal fueron tomadas en mudltiples planos
superpuestos (eje Z). Las flechas blancas indican la cercania de la sefial de AtPPa5 a los cloroplastos. Estas
imagenes corresponden a acercamientos de la figura 15.
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Figura 17. Deteccion mediante microscopia confocal de la sefial de fluorescencia de GFP. Las imagenes se
tomaron en hojas de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana que expresan establemente la
construccion de la proteina verde fluorescente (GFP) bajo el control del promotor 35S. Secciones de hojas
frescas de plantas de 28 ddg fueron observadas en microscopia confocal a las longitudes de onda de
excitacion y emision de GFP. (A-D) GFP, 40X. (E-H) AtWT, 40X. Emisién de fluorescencia de GFP (A y E).
Sobreposicion de GFP y autofluorescencia de los cloroplastos (B y F). Sobreposicién de fluorescencia de
GFP y contraste de fases (C y G). Sobreposicion de fluorescencia de GFP, autofluorescencia de los
cloroplastos y contraste de fases (D y H). Todas la imagenes coresponden a células parenquimatosas
fotosintéticas. Las imagenes de microscopia confocal fueron tomadas en multiples planos superpuestos (eje
2).

9.5. Inmunolocalizacion de las isoformas uno, dos, tres y
cinco de la pirofosfatasa inorganica soluble de A. thaliana

Para realizar analisis mas detallados sobre la localizacion citoplasmatica de las
AtPPal, AtPPa2, AtPPa3 y AtPPa5, se realizaron ensayos de
inmunololozalizacién con anticuerpos marcados con particulas de oro, usando
microscopia electrénica de transmisién (Fig. 18). Para la inmunolocalizacion se
utilizaron nuevamente hojas de plantas transformadas de Arabidopsis de 28 ddg.
En el caso de AtPPal-CFP la marca de inmunolocalizacion fue escasa,

encontrando su localizacién citoplasmatica (Fig. 18 A), aunque en algunas células
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se localiz6 cerca del nacleo (Fig. 18 B), aunque no dentro. Estas observaciones
coinciden con los resultados de microscopia confocal. Por lo que nuestra
conclusién es que esta proteina no se encuentra dentro del nucleo. En el caso de
AtPPa2-CFP se localizé en el citoplasma y frecuentemente cerca de la vacuola
(Fig. 18 C y D). AtPPa3-CFP también tuvo una distribucién citoplasmica y cerca de
la vacuola, aunque con un patron de distribucion diferente con respecto a las otras
isoformas (Fig. 18 E y F). AtPPa5-YFP, al igual que las otras dos isoformas,
mostré distribucidén citoplasmatica (Fig. 18 G) con una distribucion perivacuolar
(Fig. 18 H), aunque en este caso también pudimos observar la marca de oro en el
citoplasma muy cerca de los cloroplastos (Fig. 18 G), coincidiendo con lo
observado en microscopia confocal para esta isoforma. Hay que mencionar que
aunqgue se localiz6 marca de oro en la vacuola para todas las isoformas, el patrén
de distribucion fue diferente entre ellas. Ademas, la marca no se observo
directamente en el espacio vacuolar, si no en pequefas islas citoplasmaticas
embebidas en el tonoplasto formadas por las proyecciones del citoplasma en la
vacuola debido a la invaginacion del tonoplasto, sugiriendo que la localizacion de
estas isoformas en el citoplasma cercano en la vacuola (perivacuolar) pero no
dentro de la vacuola. La sefal de GFP fue poca y estuvo distribuida en toda la

célula (Fig. 18 1y J).
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Figura 18. Inmunolocalizacién con particulas de oro y microscopia electrénica de transmision de
pirofosfatasas inorganicas solubles de Arabidopsis thaliana fusionada a una proteina fluorescente y
expresada establemente en plantas transgénicas de A. thaliana bajo el control del promotor 35S, usando
anticuerpo anti-GFP y anticuerpo conjugados a particulas de oro de 15 nm. Los paneles corresponden a:
AtPPal-CFP (A y B), AtPPa2-CFP (C y D), AtPPa3-CFP (E y F), AtPPa5-YFP (G y H), GFP (Iy J), AtWT
(K y L). Secciones transversales de hojas frescas de plantas de 28 ddg fueron preparadas y tefiidas con
anticuerpo secundario conjugado a particulas de oro. Las flechas indican las particulas de oro (puntos
densos). Cloroplasto (Cl), Vacuola (V), Citoplasma (Ci), Pared celular (PC), Nucleo (N), Espacio intercelular
(EIC).
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9.6. Expresiéon transitoria de AtPPal-CFP en epidermis de
cebolla

Aunque en reportes previos se habia mencionado la posible localizacion nuclear
de la isoforma AtPPal y debido a que nosotros la observamos en el citoplasma
cerca del nacleo, pero no dentro, quisimos comprobar la localizacion extranuclear
de esta isoforma y evaluar si la localizacién observada en plantas transgénicas de
Arabidopsis era producto del evento de transformacién y del modelo utilizado. Se
decidié utilizar otro modelo, para esto, se realizd transformacion transitoria en
epidermis de cebolla, usando la construcciéon 35S:AtPPal-CFP, asi como la
tincion con ioduro de propidio como marcador del ndcleo. En la epidermis de
cebolla se corroboré la localizacion de esta isoforma en el citoplasma y
nuevamente sin indicios de que hubiera sefial en el nucleo o cerca del nucleo (Fig.
19 A-D), debido a que no se observo superposicién de las sefales de ioduro de
propidio y fluorescencia de CFP (Fig. 19 B). Como control se utilizé epidermis de
cebolla transformada transitoriamente con 35S:GFP-GUS (Fig. 19 E-H) y sin DNA

(Fig. 19 I-L).
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Figura 19. Expresion transitoria de AtPPal-CFP en epidermis de cebolla bombardeada con la construccién
35S:AtPPal-CFP (A-D), o con la construccién 35S: GFP-GUS (E-H) y balas sin DNA (I-L). La deteccion
mediante microscopia confocal de la sefial de fluorescencia de CFP (A) y GFP (E) fue superpuesta con la
sefial de ioduro de propidio de la pared celular y nlcleo (B, E y J, respectivamente), superposicion de la
sefial de fluorescencia y contraste de fases (C, G y K) y superposicién de la sefial de fluorescencia, ioduro de
propidio y contraste de fases (D, H y L, respectivamente). Para obtener estas imagenes no se utilizé el
tratamiento con NaCl hiperténico. Las imagenes corresponden a multiples planos superpuestos (eje Z).

9.7. Localizacion subcelular de la isoforma cuatro de la
pirofosfatasa inorganica soluble de A. thaliana

En plantas transformantes de A. thaliana, encontramos sefial de fluorescencia de
AtPPa4-CFP dentro de la célula, indicando su distribucion en el citoplasma (Fig.
20 A-D), pero también encontramos sefial de fluorescencia fuera de la célula (Fig.
21 A-P). Este patron fue reproducible sin evidencia de dafio a la célula o a las
células adyacentes, descartando que la distribucion intercelular de la isoforma 4 se
debiera a una fuga del material citoplasmatico. Con los ensayos de

inmunolocalizacion con anticuerpos marcados con particulas de oro, pudimos
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observar este mismo patron. En las micrografias se observdé sefial de oro
correspondiente a esta proteina en el citoplasma (Fig. 22 A, B y H), incluso en una
de las micrografias se pudo detectar la sefial de oro en compartimentos
aparentemente vesiculares (Fig. 22 A y B). También se observé marca en el
espacio intercelular (Fig. 22 C-D), asi como en la pared celular (Fig. 22 G-J). Estas

observaciones fueron consistentes con las imagenes de microscopia confocal.

Figura 20. Localizacién citoplasmatica de AtPPa4. Deteccién mediante microscopia confocal de la sefial de
fluorescencia de CFP. Las imagenes se tomaron en hojas de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
gue expresan establemente la construccién de la pirofosfatasa inorganica soluble fusionada a la proteina cian
fluorescente (CFP) bajo el control del promotor 35S. Secciones de hojas frescas de plantas de 28 ddg fueron
observadas en microscopia confocal a las longitudes de onda de excitaciéon y emisién de CFP. (A-D) AtPPa4-
CFP, 40X zoom 2.5X. (E-F) AtWT, 40X. Emision de fluorescencia de CFP (A, C y E). Sobreposicién de
fluorescencia de CFP, autofluorescencia de los cloroplastos y contraste de fases (B, D y F). Las imagenes de
microscopia confocal fueron tomadas en multiples planos sobrepuestos (eje Z).
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Figura 21. Localizacién intercelular de AtPPa4. Deteccién de la pirofosfatasa inorganica soluble de
Arabidopsis thaliana, isoforma 4, fusionada a proteina fluorescente CFP y expresada estable en plantas
transgénicas de A. thaliana bajo el control del promotor 35S, mediante microscopia confocal (A-P), de
secciones de hoja fresca de plantas de 28 ddg a longitudes de onda correspondientes a la emisién u
excitacion de CFP. (A-D) AtPPa4-CFP, 40X zoom 2X. (E-H) AtPPa4-CFP, 40X zoom 6X. (I-L) AtPPa4-CFP,
40X. AtPPa4-CFP, 40X zoom 3X AtWT, 40X zoom 2X. Emision de fluorescencia de CFP (A, E, I, My Q).
Sobreposicion de CFP y autofluorescencia de los cloroplastos (B, F, J, N y R). Sobreposicion de
fluorescencia de CFP y contraste de fases (C, G, K, O y S). Sobreposicién de fluorescencia de CFP,
autofluorescencia de los cloroplastos y contraste de fases (D, H, L, P y T). Las imagenes de microscopia
confocal fueron tomadas en mdltiples planos superpuestos (eje Z).
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Figura 22. Inmulocalizaciéon de AtPPa4 mediante microscopia electrénica de transmision. (A-D) Las plantas
transgénicas de 28 ddg de Arabidopsis thaliana, expresando en forma estable la fusién AtPPa4-CFP, bajo
el control del promotor 35S, se fijaron, se seccionaron y se revelaron con anticuerpo anti-GFP y anticuerpo
secundario conjugados a particulas de oro de 15 nm. (A) Imagenes de dos células en contacto y su espacio
intercelular. (B) Magnificacién del area marcada con el cuadro negro. (C) Detalle del espacio intracelular
entre dos células. (D) Detalle de la pared celular y el citoplasma en el dominio lateral de dos células
vecinas. (E) Vista del espacio intracelular entre varias células. (F) Magnificacion del area marcada con el
cuadro negro. (G) Vista de dos células en contacto, se destaca la pared celular y citoplasma. (H) Imagenes
de dos células en contacto, la pared celular y su espacio intercelular. (I) Imagenes de dos células en
contacto y su espacio intercelular. (J) Imagenes de dos células en contacto y la pared celular. Los cuadros
negros pequefios enmarcan el area magnificada dentro del cuadro grande. Todas la imagenes
coresponden a células parenquimatosas fotosintéticas. Las flechas indican las particulas de oro (puntos
densos). Cloroplasto (Cl), Vacuola (V), Citoplasma (Ci), Pared celular (PC), Nucleo (N), Espacio intercelular
(EIC).
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Se recabo evidencia adicional de la presencia de esta isoforma en los sitios de
distribucion observados en la pared celular, el espacio intercelular y un poco en el
citoplasma en Arabidopsis mediante la expresion transitoria en epidermis de
cebolla (Fig. 23 A-C). Su presencia clara en los extremos polares de la célula fue
evidente (Fig. 23 A) y se reprodujo consistentemente en varios experimentos
independientes (no mostrados). Como controles, también se transformé epidermis
de cebolla con 35S:GFP-GUS (Fig. 23 D-F) y sin DNA (Fig. 23 G-I). La
fluorescencia de las transformantes con GFP-GUS se observo en el citoplasma y
en la membrana plasmatica, descartando que la distribucion de AtPPa4-YFP fuese
debido a la proteina fluorescente. La epidermis de cebolla transformada fue
sometida a plasmolisis con 1 M de NacCl con el objetivo de contraer el citoplasma 'y
gue se separara de la pared celular. Con todos estos datos se corroboré que la
pirofosfatasa inorganica soluble isoforma cuatro de A. thaliana es citoplasmatica
pero ademas se localiza en la pared celular y el espacio intercelular. Se enfatiza
gue esta es la primera vez que esta isoforma se ubica en la pared celular y el

espacio intercelular.
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Figura 23. Expresion transitoria de AtPPa4-YFP en células de epidermis de cebolla bombardeadas con
balas cargadas con la construcciéon 35S:AtPPa4-YFP (A-C), o con la construccion 35S: GFP-GUS (D-F), o
con balas sin DNA (G-I). La deteccién mediante microscopia confocal de la sefial de fluorescencia de YFP
(A) y GFP (D) fue sobrepuesta con la sefial de calcofluor de la pared celular (B, E y H, respectivamente) y
con las imagenes de contraste de fases (C, F e |, respectivamente). El tejido fue tratado con 1M de NaCl.
La plasmdlisis de las células se indica con las flechas. Las imagenes corresponden a mdltiples planos
superpuestos (eje 2).
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9.8. Localizaciéon subcelular de la isoforma seis de la
pirofosfatasa inorganica soluble de A. thaliana in vivo

Para localizar subcelularmente a la isoforma seis, se analizaron tejidos frescos y
fijado de hojas de plantas transgénicas adultas (28 ddg) que expresaban la
construccion AtPPa6-YFP (Fig. 24 y 25). Esta isoforma se considera la Unica
pirofosfatasa inorganica soluble de cloroplasto en Arabidopsis. La sefial de
fluorescencia tanto en tejido fijo como en tejido fresco fue la misma, observandose
una acumulacion exclusiva en los cloroplastos (Fig. 24), consistente con los
reportes previos. Los analisis de inmunolocalizaciéon (Fig. 25) realizados con
microscopia electrénica de transmision confirmaron la localizacién observada

mediante microscopia confocal (Fig. 24).
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Figura 24. Localizacién en el cloroplasto in vivo de AtPPa6. Deteccién mediante microscopia confocal de la
pirofosfatasa inorganica soluble de Arabidopsis thaliana, isoforma 6, fusionada a la proteina amarilla
fluorescente con expresién estable en plantas transgénicas de A. thaliana bajo el control del promotor 35S.
Secciones de hoja de plantas de A. thaliana (28 ddg) como preparaciones frescas (M-P; 40X zoom 2.5X) y
después de la fijacién (A-L; A-D, 60X zoom 5X; E-H 60X; I-L, 40X) fueron observadas en microscopia
confocal. La emisién de fluorescencia de YFP se muestra en verde (A, E, | y M), la fluorescencia intrinseca
de los cloroplastos se muestra en rojo (B, F, J y N), la superposicién de YFP y la fluorescencia intrinseca de
los cloroplastos (C, G, Ky O) y la superposicion de YFP vy la fluorescencia intrinseca de los cloroplastos y
contraste de fases (D, H, L y P). Las imagenes fueron en mdltiples planos superpuestos (eje Z).
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Figura 25. Deteccién mediante microscopia electrénica de transmision de AtPPa6. Hojas de plantas
transgénicas de A. thaliana de 28 ddg expresando la pirofosfatasa AtPPa6 fusionada a YFP en forma
estable bajo el promotor 35S fueron fijadas, seccionadas y reveladas con anticuerpo anti-GFP y anticuerpo
secundario conjugado a particulas de oro (15 nm) (A-D). Las flechas negras indican la marca de oro. Los
cuadros de lineas continuas (A) enmarcan los tilacoides con morfologia alterada, los cuadro con la linea
punteada enmarcan el area magnificada en (B) Cloroplasto (Cl), Vacuola (V), Citoplasma (Ci), Pared celular
(PC), Nucleo (N), Espacio intercelular (EIC).

9.8.1. Alteracion de la morfologia de los cloroplastos en plantas
de Arabidopsis transformadas con la construccion
35S::AtPPa6-YFP

En todas las imagenes de microscopia electronica de la isoforma AtPPa6-YFP, los
cloroplastos presentaron alteraciones en su morfologia en la linea transgénica
(Fig. 26 A y B). Aunque los tilacoides formaban las grana de manera normal, se
observaron alteraciones como el acomodo desordenado en el apilamiento de los
tilacoides (Fig. 26 B y C), asi como un aumento en su volumen (Fig. 26 C),

ademas de una distribucibn anormal de la grana (Fig. 26 C). Pese a estas
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alteraciones de los cloroplastos, las plantas transgénicas presentaron un
desarrollo y coloracién normales (comparadas con el resto de las transgénicas
aqui empleadas o a la silvestre), no hubo evidencia de la acumulacion de las
antocianinas, aunque crecieron lentamente (comparado a las plantas silvestres).

Es decir, no hubo indicios de que los cloroplastos fuesen disfuncionales.

Figura 26. Micrografias electrénicas de transmision de plantas transgénicas AtPPa6-YFP (A-C) y AtWT (D-
F). Los niveles de magnificacion aumentan de derecha a izquierda mostrando los detalles generales de la
célula (A, 1200x; D, 2000x), haciendo un acercamiento al cloroplasto (B, E 4000x) y a la grana (C, F 10000x).
Los cuadros rojos dentro de las imagenes de la derecha (B y E) indican la region magnificada para registrar
la imagen a su derecha (C y D, respectivamente). Cloroplasto (Cl), Vacuola (V), Citoplasma (Ci), Pared
celular (PC), Espacio intercelular (EIC).
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9.8.2. Analisis del fotosistema 2 de las plantas transformadas con
la construccién AtPPa4-CFP y AtPPa6-YFP

Debido a que las alteraciones en la morfologia de los cloroplastos no reflejaban
alteraciones fisiolégicas evidentes en la plantas, siendo sus partes aéreas verdes
y sin antocianinas u otros signos de estrés obvio, se evalud si los cloroplastos
tenian algun dafio, para lo que se analizé la fluorescencia de la Chl a del
fotosistema 2 (PSIl). El perfil de emision de fluorescencia de PSII registrado con
plantas transgénicas AtPPa6-YFP fue muy similar al de las silvestres con valores
de fluorescencia relativa (F\/Fy) de 0.836 y 0.829 respectivamente (Fig. 27 A).
Como control, para descartar que algunas de las alteraciones fueran por la
transformacion, decidimos utilizar plantas transformadas con AtPPa4-CFP vy
evaluar su fluorescencia de Chl a, obteniendo un valor de F/Fy, de 0.831 (Fig. 27
A), lo que indicé nulas diferencias significativas en la fluorescencia en las
diferentes plantas (Fig. 27 B), Estos resultados indican que dichas plantas tienen
un fotosistema 2 funcional y, probablemente, su fotosintesis sea normal, si bien,
una conclusién definitiva sélo podria plantearse luego de un analisis mas detallado

de la funcion fotosintética, y la morfologia utilizando mas lineas transgénicas.
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Figura 27. Andlisis de la fluorescencia del fotosistema Il en hojas intactas de Arabidopsis thaliana
silvestre (AtWT; cuadros negros) y las lineas transgénicas AtPPa4-CFP (triangulos verdes) y AtPPa6-
YFP (circulos rojos). (A) Fluorescencia basal (Fo), Fluorescencia media (Fum) y proporcién de variacion de
la fluorescencia media (F./Fm). (B) Fluorescencia relativa vs tiempo después de la iluminacion. La
fluorescencia fue determinada usando un espectrofluorimetro Hansatech. Los andlisis estadisticos para
Fo, Fm, Y FW/Fwm, se realizaron con One-Way ANOVA. Las diferentes letras nos muestran las diferencias
estadisticas (Turkey post hoc, p=0.05, n=20).

9.9. Localizacion celular de las isoformas cuatro, cinco y
seis en raices de A. thaliana

No hay ningun reporte previo donde se analice la distribucion celular y subcelular
de las diferentes isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles en raices, por lo
gue este es el primer trabajo donde se realizo la localizacién celular de las PPa en
raices de plantas transformantes. Para este estudio se utilizaron plantas

transgénicas de todas las isoformas fusionadas a proteinas fluorescentes, sin
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embargo no fue posible detectar sefial confiable en todas, por lo que Unicamente
se reporta la localizacién en raices de AtPPa4-YFP, AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP
en plantas de 14 ddg. En la raiz primaria se observaron diferencias en ciertas
zonas y en diferentes tipos celulares dependiendo de la isoforma. La fluorescencia
en raices de AtPPa4-YFP se observd en la zona de diferenciacion celular,
aparentemente en todos los tipos celulares, aunque no se observo fluorescencia
en los pelos radiculares y tampoco en raices secundarias (Fig. 28 B y C). La
localizacion subcelular de esta isoforma en las raices fue evidente tanto en la
pared celular, como en el citoplasma, (Fig. 28 B y C). En plantas transformadas
con AtPPa5-YFP, la fluorescencia se detectd en células del cortex y el periciclo
(Fig. 28 E'y Fig. 29 C y D) y en la zona de diferenciacion celular de la raiz primaria
(Fig. 28 D y E; Fig. 29 A-D), mientras que en plantas AtPPa6-YFP se observé en
células del cortex, la endodermis y el periciclo (Fig. 29 E-L) y en las zonas de
elongacion y diferenciacion de la raiz primaria (Fig. 28 F y G; Fig. 29 E-L). Tanto
en raices primarias de AtPPa5-YFP como de AtPPa6-YFP su distribucion fue
aparentemente en toda la célula, lo que parece indicar una distribucién
citoplasmatica para ambas isoformas en la raiz (Fig. 29), sin embargo sera
necesario realizar observaciones con mayor acercamiento de la raiz que nos
permita ver con detalle la distribucion intracelular de estas isoformas, asi como
realizar analisis de la distribucion subcelular de AtPPa6, ya que en este trabajo la
sefial se detecta aparentemente en el citoplasma, sin embargo en hojas esta
isoforma en exclusivamente de cloroplasto. Ademas de las isoformas antes
mencionadas, también se detectdé sefial de fluorescencia de AtPPa2-CFP vy

AtPPa3-CFP (Fig. 5A; ANEXOS), sin embargo, debido a la débil sefial obtenida no
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se realiz6 un analisis de localizacion con mayor detalle. En ningln caso se
observo sefial de fluorescencia en las raices secundarias y tampoco en los pelos

radiculares.

Figura 28. Detecciébn mediante microscopia confocal de la pirofosfatasa inorganica soluble, isoformas
AtPPa4, AtPPa5 y AtPPa6, en la raiz primaria intacta de plantas transgénicas de A. thaliana expresando las
construcciones 35S::AtPPa4-YFP, 35S::AtPPa5-YFP y 35S::AtPPa6-YFP en forma estable. A) Imagen de la
divisién de la raiz primaria en las diferentes zonas de crecimiento y los tipos celulares (tomada y modificada
de https://mmegias.webs.uvigo.es/2-organos-v/guiada_o_v_rprimario.php). B) Raices completas de plantas de
14 ddg fueron observadas en microscopia confocal a las longitudes de onda de excitaciéon y emision de YFP.
(A-B) AtPPa4-YFP, 10X. (C-D) AtPPa5-YFP, 10X. (E-F) AtPPa6-YFP 10X. Emisién de fluorescencia de YFP
(A, Cy E). Sobreposicion de fluorescencia de YFP y contraste de fases (B, D y F). Las imagenes de confocal
fueron tomadas en multiples planos superpuestos (eje Z). Las flechas indican la localizacion de la
fluorescencia de las pirofosfatasas.
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Figura 29. Deteccién mediante microscopia confocal de las pirofosfatasas inorganica solubles, isoformas
AtPPa5 y AtPPas6, en la raiz primaria intacta de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana expresando las
construcciones 35S::AtPPa5-YFP y 35S::AtPPa6-YFP en forma estable. Raices completas de plantas de
14 ddg fueron observadas en microscopia confocal a las longitudes de onda de excitaciéon y emisién de YFP.
(A-D) Localizacion de AtPPa5-YFP en la zona de diferenciacién de la raiz, 40X. (E-H) Localizacion de
AtPPa6-YFP en la zona de division celular de la raiz, 40X. (I-L) Localizacién de AtPPa6-YFP en la zona de
elongacion de la raiz, 40X. Emisién de fluorescencia de YFP (A, E y ). Sobreposicién de fluorescencia de
YFP y la sefal de calcofluor de la pared celular (B, F y J) Sobreposicion de fluorescencia de YFP y contraste
de fases (C, G y K). Sobreposicion de fluorescencia de YFP, la sefial de calcofluor de la pared celular y
contraste de fases (D, H y L). Las imagenes de confocal fueron tomadas en multiples planos superpuestos
(eje 2). Las flechas blancas indican la localizacién de la fluorescencia de las pirofosfatasas.
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9.10. Inmunoprecipitacion de las isoformas de
pirofosfatasas inorganicas solubles de A. thaliana

Con la intencién de entender el posible patron de localizacion de las diferentes
isoformas de las pirofosfatasas inorganicas solubles y la relacion de su
localizacion con su interaccion con otras proteinas, y debido a que no hay
informacion sobre este tema, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion
utilizando extractos proteicos obtenidos de plantas transgénicas AtPPal-CFP,
AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP, AtPPa4-CFP, AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP de 28 ddg,
asi como de los controles obtenidos de plantas transformadas con GFP, plantas
AtWT y un tratamiento sin proteina vegetal, utilizando anticuerpos Anti-GFP. Con
los inmunoprecitados obtenidos, se realizaron analisis de western blot, asi como
geles SDS-PAGE tefiidos con plata. Se analizé el patrén diferencial en el nUmero
de bandas en geles de SDS-PAGE tefiidos con plata y se observdé mayor
abundancia de proteinas en la inmunoprecipitacion de AtPPa2-CFP y AtPPa5-YFP
(Fig. 30 A y B), si bien, aunque en menor abundancia también se observaron
bandas en los inmunoprecipitados de las otras isoformas. Ademas de las
diferencias en las abundancias de proteinas, también se observaron bandas
presentes en los inmunoprecipitados de algunas isoformas aparentemente
ausentes con otras isoformas (Fig. 30 A; marcas en color rojo). Sin embargo, las
diferencias en el patron electroforético entre las diferentes inmunoprecipitados de
las isoformas y la AtWT fueron ligeras, aunque no hay certeza que las proteinas
presentes en las bandas fueron iguales en todos los casos, debido a que se

pudieron inmunoprecipitar proteinas diferentes con tamafos similares, sin
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embargo con una electroforesis de una dimensién no es posible saberlo. Para un
analisis mas detallado de los patrones de proteinas observados en geles de una
dimensién, se decidié hacer un gel 2D SDS-PAGE de los inmunoprecipitados de
AtPPa5-YFP y AtWT. Se escogié esta isoforma debido a que fue donde se
observd mayor abundancia de proteinas asociadas a las PPa, relevante para la
técnica de 2D que necesita de una gran cantidad de proteinas. En los geles 2D se
encontraron diferencias en el nimero de manchas entre la silvestre y AtPPa5-
YFP, asi como en la distribucion de estas (Fig. 31; circulos rojos) y aunque en la
AtWT se observaron manchas que podrian corresponder a uniones inespecificas o
a las IgG, también se encontraron manchas en AtPPa5-YFP que no coinciden con
las observadas en AtWT. Es importante mencionar que se presentan pocas
manchas pero fue consistente con la pobre recuperacion de proteina en los
inmunoprecipitados, lo cual mejora las oportunidades de detectar interacciones
proteina-proteina fisiolégicamente significativas, debido a que se reduce la
posibilidad de uniones inespecificas por las altas concentraciones de proteina. Los
geles se tifleron con plata para mejorar la sensibilidad, lo que influyé en la
recuperacion de fragmentos para identificacion mediante los analisis de

espectrometria de masas.
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Figura 30. Inmunoprecipitacién de proteinas. Los inmunoprecipitados se realizaron con extractos proteicos
obtenidos de plantas transformadas con la proteina de fusion AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP,
AtPPa4-CFP, AtPPa5-YFP, AtPPa6-YFP, asi como plantas AtWT. Los geles corresponden a geles SDS-
PAGE tefidos con plata (A y B). La deteccién de las proteinas de fusiéon por inmunoblot de los
inmunoprecipitados, usando anticuerpo Anti-GFP (A y B). A) Geles e inmunoblot de AtPPal-CFP, AtPPa2-
CFP, AtPPa3-CFP, AtPPa4-CFP y AtWT (Inmunoprecipitados (IPP) y proteina). B) Geles e inmunoblot de
AtWT, AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP (Inmunoprecipitados (IPP) y proteina). Los inmunoprecipitados se
realizaron con 800 ug de proteina. Plantas de 28 ddg. Los circulos rojos sefialan las diferencias en el patrén
de bandas en B. Las marcas rojas sefialas las diferencias en el patrén de bandas en los inmunoprecipitados
(A).
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Figura 31. Geles 2D-SDS-PAGE de inmunoprecipitados de AtPPa5-YFP y AtWT. Los inmunoprecipitados se
realizaron con extractos proteicos obtenidos de plantas transformadas con la proteina de fusién AtPPa5-YFP
y de plantas AtWT de 28 ddg. Los geles corresponden a geles SDS-PAGE tefidos con plata. Los
inmunoprecipitados se realizaron con 800 pg de proteina. Los circulos rojos sefialan las manchas

correspondientes a proteinas en cada gel 2D-SDS-PAGE.

Los inmunoprecipitados de AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP, AtPPa4-
CFP, AtPPa5-YF, AtPPa6-YFP, GFP y el control con AtWT se recuperaron
conforme a lo descrito en la seccion 8.8 (Materiales y Métodos) y se enviaron a la
Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion y la Industria (USAII), Facultad de
Quimica, UNAM, para su identificacibn mediante espectrometria de masas. Se
incluyd un tratamiento testigo sin proteina vegetal, pero con las IgG. No en todos
los casos se logro identificar proteinas con confiabilidad suficiente, debido a que
los parametros como el score, la cobertura o la abundancia fueron muy bajos,
ademas en el caso de la isoforma AtPPa6-YFP no se encontré ninguna proteina;
sin embargo, los casos en que fue posible tal identificacién se resumen en la Tabla
3. Una de las proteinas identificadas en el inmunoprecipitado de AtPPa4-CFP fue

la Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa. Esta proteina es una enzima
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glucolitica (Mufioz-Bertomeu et al, 2009) que juega un papel regulador en la
sintesis de aminoacidos (Mufioz-Bertomeu et al, 2010), es central en el ciclo de
Calvin en el cloroplasto (Anoman et al, 2016) y su expresion responde a diversas
formas de estrés abiotico (Yang et al, 1993) lo cual la relaciona con las
pirofosfatasas inorganicas solubles, que, como se ha discutido, son importantes en
el crecimiento y las respuestas a estrés (vease apartado 4.4.1). Por otro lado, en
los inmunoprecipitados de 35S::AtPPa3-CFP se identificaron las proteinas
Ribulosa bifosfato carboxilasa subunidad 2 y un fragmento de una proteina de
sarcoplasma. En los inmunoprecipitados de 35S::AtPPa2-CFP, se identificé una
proteina involucrada en estabilizar el cluster de Mn** en la proteina que se
encarga de producir O, a partir de H,O (complejo envolvente de O,). Para el
analisis se tomaron en cuenta las proteinas que se identificaron inicamente en los
inmunoprecipitados obtenidos de las plantas transgénicas con las isoformas y se
desecharon las proteinas que se encotraban en los controles. Si bien estos
resultados sugieren una posible interaccion de algunas enzimas AtPPa con
proteinas del metabolismo primario, se requeriran mas estudios para fundamentar

tal propuesta.
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Tabla 3. Secuencias de proteinas identificadas mediante espectrometria de masas de los

inmunoprecipitados de extractos proteicos obtenidos de plantas transgénicas expresando las
proteinas de fusion AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP, AtPPa4-CFP, AtGFP, asi como

plantas AtWT y un testigo control sin proteina vegetal.

Acceso Proteina Cobertura (%) | mW (Da)
AtPPal-CFP |DTD_JANSC D aminoacyl tRNA deacylase 29.2517 15513
E4AMVI7_EUTHA mRNA clone RTFLO1 06 B11 16.1654 27058
AOAOQ6WDR2_9BURK [Aldolase 19.6787 27199
AOAOQ9LH50_9BACL |Uncharacterized protein 15.2542 32979
AtPPa2-CFP |PSBQ1_ARATH Oxygen evolving enhancer protein 3 1 chloroplastic 32.1429
T5C9P6_AJEDE Proteasome subunit alpha 13.468 31992
AtPPa3-CFP |SCP_CHIOP Sarcoplasmic calcium binding protein Fragment 100
RBS2B_ARATH Ribulose bisphosphate carboxylase small chain 2B chloroplastic 17.6796
C7DGQ4_MICA2 Putative uncharacterized protein Fragment 59.4937 8628
RS12_HYDSO 30S ribosomal protein S12 35.5556 14697
AtPPa4d-CFP  |G3PA_SINAL Glyceraldehyde 3 phosphate dehydrogenase A chloroplastic Fragment 10.7296
AtGFP *okk *kk *okk *oxk
AtWT *okk *kk *okk *oxk
IgG kK *kk kK *okk

* Las inmunoprecipitados en solucién fueron sometidos a tripsinizacién y los fragmentos fueron identificados por
espectrofotometria de masas, Aquos-nanoLC-ESI-MS-MS (quadrupole/time of light, synapt G2 high definition mass
spectrometer, Waters Corporation) equipado con una fuente de ion NanoLockSpray y acoplado en linea a un nano
Acquity Ultra Performance liquid chromatograph (UPLC). Los fragmentos fueron detectados con una columna BEH, C18
UPLC (1.7um, 75um x 100mm, Waters Corporation). Para la identificacion de los fragmentos, los datos DDA se
procesaron en el servidor global ProteinLynx versién 2.4 y el software (PLGS, Waters Corporation) y se realiz6 la
comparacion con la base de datos UniprotSprot.

*** No se identificaron sefiales que pudieran adscribirse a alguna proteina conocida.
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10. DISCUSION

En las plantas terrestres se ha reportado la presencia de tres o0 mas isoformas de
proteinas PPa (Gutiérrez-Luna et al, 2016) y al menos una isoforma parece estar
presente en todos los eucariontes fotosintéticos. A pesar de que parecen ser
esenciales (George et al, 2010), sus funciones en el metabolismo de las plantas
no han sido del todo esclarecidas. La relevancia de la hidrolisis de PPi en la
reacciones principales del metabolismo y la necesidad de reciclar el fosforo no
estan en duda (Korngberg, 1962; Lundin et al, 1991), pero hasta qué punto las
diversas isoformas de PPa son requeridas para dicha funcion no es claro, ya que
existe la actividad de las enzimas membranales (PPv; Gaxiola et al, 2009), las
enzimas PS2 han sido muy poco estudiadas en este contexto (May et al, 2011) y
el panorama se complica por la presencia de multiples isoformas de cada uno de
estos grupos de proteinas. En el caso de las PPa, es posible que funciones
especificas de cada una de las isoformas pudieran estar relacionadas con la
localizacion y distribucion subcelular. Esta tesis explora la localizacién subcelular
de las 6 diferentes isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles de la familia |
en A. thaliana. Ademas se comprueba la localizacion cloroplastica de la isoforma 6
in vivo y se obtuvo evidencia que su localizacion es exclusiva de este Ultimo
organelo en hoja.

Durante el proceso de seleccion y crecimiento de las plantas, se observaron
algunas diferencias entre las plantas transgénicas y la variedad silvestre (WT).
Estas diferencias fueron muy notables ya que en general todas las plantas

transformadas con la proteina de fusion presentaban una disminucién del tamafio
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con respecto a la variedad WT, retraso en el desarrollo de al menos una semana y
en el crecimiento del tallo floral, asi como hojas méas pequefias y algunas
presentaron baja produccion de semilla, particularmente AtPPa4-CFP y AtPPa6-
YFP, que producen muy pocas semillas por planta con baja tasa de
germinabilidad. Aunque estas observaciones no fueron objeto de una
documentacion sistemética, ni de un analisis cuantitativo es recomendable abordar
los fenotipos con mayor detalle en el futuro.

Es importante recalcar que en el laboratorio ya ha sido reportado que en plantas
mutantes nulas o con baja expresién de los genes que codifican para alguna de
las PPa causan cambios en la morfologia, como alteracion en el nimero de tallos
florales, silicuas y produccion de semillas. Incluso, en el caso de plantas mutantes
por insercion de T-DNA en el gen codificante para la proteina AtPPa4 no hay
desarrollo de silicuas, ni produccion de semillas mas alla de la T1 (Perales-Bafios,
2008 ; De Villafranca-Casas, 2011).

El hecho de que tanto la eliminaciéon de la expresién, como los intentos de
sobreexpresidn tengan consecuencias negativas en la planta habla de la
necesidad de una regulacién estricta en el nivel de expresion de estas proteinas y,
dado que las seis transgénicas estables expresando alguna PPa bajo el control del
promotor 35S se comportaran de manera semejante, es posible que exista
regulacion de la expresion de estas proteinas a nivel transcripcional, por miRNA
y/o a nivel traduccional, sin embargo se desconoce la regulacion en la expresion
de estos genes. Sera necesario seguir realizando estudios méas detallados sobre el
papel de las PPa en la fisiologia de las plantas para explorar éstas y otros

interrogantes.

86



Por otro lado, se determind la expresion de la proteina de fusion observandose
una banda correspondiente al peso esperado de la proteina de fusion (AtPPax-
XFP; 45-50 kDa) de cada una de las transgénicas y la misma banda estaba
ausente en las plantas WT (Fig. 9) y no hubo indicios de degradacién de alguna de
las proteinas. El uso de anticuerpos anti-GFP se debe a que no ha sido posible
obtener anticuerpos especificos para cada una de las pirofosfatasas, lo cual no es
sorprendente, pues el porcentaje de identidad entre las diferentes isoformas es
muy alto (70-75%), y las diferencias mas marcadas, que se concentran en la
region del extremo amino no son suficientes para elegir una regién inmunogénica
diferencial de un tamafo adecuado (datos no mostrados). Se evalué la actividad
pirofosfatasa con la intencion de explorar si la expresidn de estas proteinas
alteraba el perfil de actividad pirofosfatasa en las plantas transgénicas. Se
esperaba observar un aumento en la actividad de las plantas, sin embargo los
sutiles cambios fueron indicando una baja expresion de estas pirofosfatasas, a
pesar de estar bajo un promotor de sobreexpresion (CaMV35S). Esta probable
regulacion también se reflejo en la baja sefial de fluorescencia que se observd
durante la localizacion subcelular de las proteinas y la cual fue adjudicada a una
baja sintesis y acumulacion de las pirofosfatasas. Incluso en las plantas control
gue expresan la proteina fluorescente GFP bajo el control del promotor 35S, se
observd una menor actividad relativa a la AtWT (29% reduccion), si bien no
tenemos una explicacion para esta observacion. Se conoce poco sobre la
regulacion postraduccional de las PPa, sin embargo las concentraciones altas y
constantes de PPi en las células de las plantas sugieren una forma de regulaciéon

muy fina de la actividad, probablemente mediada por pH, niveles de Ca*"y Mg?"*
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(Navarro de la Sancha, 2007) o mediante la asociacién con otras proteinas u otros
factores desconocidos. Se ha reportado que hay una disminucion de la actividad
de la isoforma AtPPal en presencia de Pi (Carranza-Trinidad, 2016), ademas en
un analisis fosfoprotedmico se encontraron fosforiladas las isoformas AtPPal,
AtPPa3 y AtPPa5 en respuesta a deficiencia de fierro (Lan et al, 2012), lo que
sugiere formas de regulacion mediadas por el producto o por modificaciones
postraduccionales, aunque aun son necesarios mas estudios. Claramente hacen
falta mas estudios para clarificar estos aspectos. Lo que si es destacable es que
los perfiles de actividad de las plantas transgénicas de cada una de las
pirofosfatasas son diferentes entre si (Fig S1, Gutiérrez-Luna et al, 2016; Fig. 10),
lo que nos sugiere una respuesta regulatoria de la planta en la expresion de las
pirofosfatasas que le permita mantener la homedstasis de pirofosfato en la célula.
Desafortunadamente, las isoformas no pudieron ser fraccionadas por otra técnica
y no hemos logrado establecer una correspondencia entre los picos de actividad y
fluorescencia con las diferentes isoformas. Los datos de protedmica realizados
con Capsicum annum L. indican que una misma isoforma puede estar presente en
mas de un pico (Rocio Andrade Luna, tesis de licenciatura), lo que sugiere la
presencia de modificaciones postraduccionales.

También se intentdé separar las actividades por medio de cromatografia de
filtracion en gel, pero desafortunadamente la resolucion de la técnica no fue la
adecuada para separar los picos esperados (50 y 25 kDa) con suficiente claridad.
Es posible que la proteina de fusibn no se encuentre activa, o bien que las

isoformas endbégenas presentes en los extractos crudos se asocien a otras
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proteinas y eluyan de la columna en forma andmala. Resolver estos aspectos
requirird de estudios bioquimicos mas detallados.

En este trabajo se demostré que las seis isoformas de PPa de Arabidopsis tienen
una localizaciéon subcelular diferente, aunque se confirma que su ubicacion
principal es citoplasmatica, menos para la isoforma seis. En plantas de 10 dias no
fue posible observar sefial de fluorescencia de las proteinas de fusion y en plantas
de 14 ddg solo se pudo observar la sefial de algunas isoformas como es el caso
de la isoforma AtPPal-CFP, AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP (Fig. 11). En el caso de
las isoformas AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP se observo el mismo patron de sefial de
fluorescencia que observamos en plantas de 28 ddg (Fig. 15 y 24; Tabla 2). Sin
embargo AtPPal-CFP si presentd diferencias en su distribucidon en plantas
jovenes comparada con plantas adultas (Fig. 11 y 15; Tabla 2). Estos resultados
sugieren que existe una regulacién de la acumulacién de estas proteinas en
funcién de la edad, a pesar de gque todas las construcciones se encuentran bajo el
control de un mismo promotor, o que la zona insercion del transgene es estas
lineas transgénicas no favorezca la expresion a edades tempranas, sin embargo
nuestra evidencia es escasa, por lo que sera necesario realizar analisis mas
detallados de la expresion tanto de la proteina como de los transcritos en plantas
de las diferentes edades y con mas lineas transgénicas.

En el caso de la proteina AtPPal-CFP se observé la sefial de fluorescencia en el
nacleo o cerca del ndcleo en plantas jovenes, aunque nosotros no tenemos
evidencia de la localizaciéon intranuclear de esta isoforma en plantas adultas,
donde presentd una distribucion uniforme dentro del citoplasma, y aunque si se

observo sefal cerca del ndcleo en la inmunolalizacién no hubo evidencia de que
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estuviera dentro de este organelo (Fig. 12 y 18). En un reporte previo en donde se
realizo la localizacion subcelular masiva de proteinas se reporto a la isoforma uno
fusionada a GFP como nuclear (Koroleva et al, 2005). Ademas, en otros trabajos
también se ha sugerido la localizacion en el nucleo de la isoforma uno e incluso de
otras isoformas, tal es el caso del andlisis in silico realizado con el programa de
prediccidn de localizacion celular SLPFA por Navarro de la Sancha (2009) donde
se predice la posible localizacién nuclear de AtPPal o el trabajo reportado por
Oztirk y colaboradores (2014). Sin embargo no hay evidencia sélida de que esta
isoforma tenga una secuencia de localizacién nuclear y tampoco de la asociacion
con proteinas en el nucleo y en el trabajo de Oztirk y colaboradores sélo se
realizaron observaciones en una condicion y no es claro si la proteina se
encontraba o no en el interior del ndcleo. El patrén de fluorescencia nuclear
Unicamente se detectd en plantas jovenes, y es posible, que esta isoforma se
pueda translocar al nucleo bajo ciertas condiciones. También es probable que se
encuentre fuera del nacleo, pero rodeandolo, ya que en plantas adultas de 28 ddg,
se observo cerca pero no dentro del nucleo, sin embargo en epidermis de cebolla
transformada con 35S:AtPPal-CFP nuevamente se observé la sefial de
fluorescencia Uunicamente en el citoplasma (Fig. 19), por lo que la evidencia que
sugiere su localizacién nuclear no fue confirmada en este trabajo.

La informacién sobre la localizacion subcelular de las isoformas dos y tres en
plantas es escasa, y se ha reportado a estas isoformas como citoplasmaticas
(Navarro de la Sancha, 2009; Oztiirk et al, 2014), sin embargo no hay reportes
previos sobre su distribucion dentro de los compartimentos celulares. En este

trabajo se encontr6 que las isoformas AtPPa2-CFP y AtPPa3-CFP tienen una
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distribucion dentro del citoplasma muy similar y ambas isoformas estan cerca del
tonoplasto (Fig. 13 y 14), en lo que parecen ser proyecciones de citoplasma
invaginadas transitoriamente en la vacuola y seccionadas por el microtomo
durante la fijacion y preparacion del tejido (Fig. 18 C-F). Hay evidencia de la
presencia de una pirofosfatasa de protones en el tonoplasto, la cual tiene un papel
relevante en el desarrollo de la planta y la respuesta a estrés (Gaxiola et al, 2007;
Li et al, 2005; Zhang et al, 2011), sin embargo desconocemos si las isoformas de
pirofosfatasas inorganicas solubles que se encuentran cerca de la vacuola esten
interactuando con las pirofosfatasas de protones y si en conjunto realicen una
funcién especifica. Una diferencia entre las isoformas dos y tres fue la intensidad
de la sefal detectada en microscopia confocal, que resultd menor para la isoforma
3. Las plantas transgénicas que expresan AtPPa3-CFP presentaron evidencia de
expresion muy pobre de la proteina tanto en microscopia confocal, como
electronica. Esto coincide con la escasa alteracion del patrén de actividad en el
fraccionamiento cromatogréfico y correlaciona con el hecho de que esta proteina
se reporta como expresada Unicamente en o6rganos florales (Navarro de la
Sancha, 2009). Aunque se realiz6 el analisis mediante microscopia confocal de la
semilla, petalos, cepalos, silicuas y polen en plantas AtPPa3-CFP no se detecto
sefial de fluorescencia en estos 6rganos. Sin embargo desconocemos si existe
una regulacion postranscripcional por parte de la planta capaz de controlar la
expresion del promotor 35S, por lo que se requeririan mas estudios para
demostrar este hecho. Por otro lado, AtPPa5-YFP tuvo una distribucion
citoplasmatica, pero a diferencia de las isoformas 2 y 3, la isoforma 5 tiene una

distribucion citosélica mas extendida e interesantemente, esta isoforma aparece
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concentrada cerca pero no dentro de los cloroplastos (Fig. 15 y 16). Es de hacer
notar que la localizacién de la isoforma AtPPa5 cerca de los cloroplastos no se
observa en todas las células, pero su frecuencia es igual tanto en plantas jévenes
como adultas. No hay evidencia previa de la localizaciobn cercana a los
cloroplastos de ninguna de las isoformas citoplasmaticas de pirofosfatasas
inorganicas solubles, anicamente hay reportes de la isoforma seis que se trasloca
a cloroplasto (Shulze et al, 2004) y se ha reportado que esta isoforma presenta
una alevada actividad de hidrdlisis del PPi en este organelo (Weiner et al 1987),
sin embargo nuestros datos parecen sugerir una interaccion entre el cloroplasto y
el citoplasma que podria estar relacionado con el metabolismo del PPi aunque no
tenemos evidecia de ello.

Aunqgue hay reportes de la localizacion citoplasmatica de las isoformas uno a cinco
de Arabidopsis (Navarro de la Sancha, 2009; Oztirk et al, 2014), en ninguno
estudio previo se ha determinado la distribucion subcelular de cada una de las
isoformas, por lo que la distribucién Unica dentro del citoplasma reportada en este
trabajo podria indicar el papel Unico que tiene cada una de las isoformas en la
célula. Sin embargo en un futuro serd necesario realizar mas estudios que nos
permita entender el papel que juegan cada una de estas isoformas en el
metabolismo de la célula relacionado con su sitio de distribucion.

La isoforma cuatro (AtPPa4) también se localizé en el citoplasma, como se habia
reportado (Oztiirk et al, 2014), y al igual que las isoformas 2 y 3 su distribucién fue
en islas citoplasmaticas envevidas en el tonoplasto, como se observo tanto en
microcopia confocal como el inmunolocalizacion con oro (Fig. 20). Sin embargo

se encontr6 sefial de fluorescencia en la pared celular y en el espacio intercelular
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(Fig. 21), lo cual se comprobé mediante inmunolocalizacion, pues mediante esta
técnica también se encontro sefal de esta isoforma en citoplasma, la pared celular
y el espacio intercelular (Fig. 22). La localizacion de esta isoforma en el espacio
intercelular y pared celular fue consistente en todas las plantas analizadas,
ademas se pudo observar que en el espacio intercelular que se encotraba entre
varias células, unicamente se detectaba sefial en el espacio intercelular
correspondiente a dos células (Fig. 22 E-F), indicando una distribucién especifica
dentro del mismo espacio intercelular. Por otro lado también se pudo detectar
sefal en el citoplasma en una estructura que parece ser una vesicula (Fig. 22 A-
B), lo que indica que probablemente esta proteina se podria estar moviéndo al
espacio intercelular mediante vesiculas, lo cual explicaria que esta isoforma no
tenga un péptido sefial o de transito en su secuencia de aminoacidos que le
permita transportarse fuera de la célula. La localizacidon intercelular de esta
isoforma no se observo con ninguna de las otras isoformas, lo que indica que es
una caracteristica particular de esta proteina.

Para comprobar esta distribucion novedosa de la isoforma AtPPa4, se utilizd
expresion transitoria en epidermis de cebolla con una construccién que expresa a
la proteina de fusion con YFP, en lugar de CFP, asi como un marcador de pared
celular como es el calcofluor. Nuevamente se encontré que la isoforma cuatro de
Arabidopsis se localiza en el espacio intercelular ademas del citoplasma como se
esperaba, ademas se observd que en todas las imagenes la sefial de
fluorescencia se acumulaba en los extremos polares de la célula (Fig. 23). La
aparicion de una isoforma de pirofosfatasa inorganica soluble fuera de la células

no se habia indicado en ningun reporte previo a nivel de proteina. Sin embargo, si
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hay un reporte de la presencia de actividad enzimatica de pirofosfatasa asociada a
la pared celular, la cual no pudo ser despegada de los componentes insolubles y
su caracterizacion se realizé so6lo a nivel de las propiedades enzimaticas del
catalizador (Quiroga et al, 1981). Hasta la fecha no se conocen funciones para las
pirofosfatasas inorganicas solubles de plantas en el apoplasto y tampoco hay
evidencia de que ésta proteina tenga un péptido sefial en su secuencia de
aminoacidos que le permita moverse fuera de la célula. Sin embargo, en el
espacio intercelular se llevan a cabo diversas reacciones metabdlicas relacionadas
con la sintesis de la pared celular (Carpita, 2011; Bieniawska et al, 2007) y se ha
propuesto que alguna pirofosfatasa inorganica soluble podria tener un papel
funcional en el floema de plantas de Arabidopsis (Pizzio et al, 2015; Geigenberger
et al, 1996).

Por otro lado, plantas de tabaco que sobreexpresan en el floema una pirofosfatasa
inorganica soluble de E. coli presentan una seria afectacion en el metabolismo de
fotoasimilados, asi como en el crecimiento (Geigenberger et al, 1996). Se ha
reportado que la enzima PPv puede aparecer en la pared celular de células
acompafantes y en el floema de plantas de Arabidopsis, permitiendo la
adquisicién y un transporte eficiente de nutrientes, asi como un mejor balance
hidrico (Paez-Valencia et al, 2011). También hay evidencia de que lineas
transgénicas que expresan un RNA de interferencia contra las isoformas AtPPaly
AtPPa4 presentan alteraciones de la acumulacion de los lipidos de reserva
(Meyer et al, 2012). Sin embargo, este reporte pone mas énfasis en el papel de la
AtPPal y su control en la acumulacién de lipidos y no describe cual seria el papel

de AtPPa4. En el espacio extracelular, durante la biosintesis y modificacion de los
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componentes de la pared celular, un subproducto de la catalisis de las enzimas
azucar-nucleétido pirofosforilasas es el pirofosfato (Carpita, 2011). Una de estas
enzimas es la sacarosa sintasa, una de sus isoformas ha sido reportada en la
pared celular de A. thaliana mediante un analisis prote6mico (Bayer et al, 2006).
En la biosintesis de polisacaridos de la pared celular se requiere que exista
comunicaciéon entre el simplasto y el apoplasto y esta comunicacion se lleva a
cabo mediante la ruta de secreciéon (Leucci et al, 2007), por lo que el pirofosfato
podria estarse produciendo durante la sintesis de polisacaridos en la pared
celular, tanto en vesiculas de secrecion, cuyo contenido se secretaria al apoplasto,
o bien, directamente en el apoplasto. Estos mecanismos justificarian la presencia
de una pirofosfatasa en cualquiera de estos compartimentos celulares si bien, la
evidencia no es concluyente.

La pirofosfatasa inorganica soluble isoforma seis es la Unica de Arabidopsis que
presenta un péptido con caracteristicas de sefal de transito al cloroplasto y, en un
trabajo previo, se demostré que dicha isoforma se importaba al cloroplasto de
espinaca in vitro en organelos aislados (Schulze et al. 2004). Ademas esta
isoforma también se observé en el cloroplasto en expresion transitoria en células
de tabaco bajo el microscopio confocal. Sin embargo, ninguno de estos trabajos
demuestran que la proteina se localice s6lo en el cloroplasto, ya que algunas
proteinas del cloroplasto pueden permanecer también en el citoplasma, como el
caso de AKIN10 (Fragoso et al, 2009), o bien, proteinas para las que un mismo
péptido de transito las dirige a mitocondria y cloroplasto por igual (Peeters and
Small, 2001). Era pues de interés obtener evidencia confirmatoria de la

localizacion cloroplastica de esta proteina in vivo, en la misma planta de la que se
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tomd el gene y determinar si esta misma proteina podia también ubicarse en otro
organelo. Los andlisis realizados en este trabajo, tanto mediante microscopia
confocal como inmunolocalizacion nos indican que esta isoforma es
exclusivamente de cloroplasto (Fig. 24 y Fig. 25), no hay evidencia de su
presencia en ningun otro organelo. Si bien, es de esperarse que la proteina se
sintetice como precursor en ribosomas del citoplasma, la abundancia de tal
precursor debe ser muy baja y debe translocarse rapidamente. Aunque estos
resultados no son suficientes para garantizar la ausencia de la AtPPa6 en otros
sitios de la célula, de estarlo, su abundancia tendria que estar por debajo de los
limites de deteccion de las técnicas empleadas.

Durante los andlisis de inmunolocalizacion con MET de AtPPa6 se observd que
en el 90 % de las plantas de la linea transgénica los cloroplastos parecian mas
alargados y rugosos, pues sus tilacoides no mostraban un apilamiento compacto,
y daban lugar a un arreglo anormal de la grana (Fig. 26). Esta alteracion no se
observo con el resto de las transgénicas empleadas, lo que indica que no se debe
al método de transformacion o alguna peculiaridad del plasmido empleado. Sin
embargo, los parametros fisiologicos de la funcion fotosintética no sugieren
ninguna afectacién funcional, al menos a nivel de PSII (Fig. 27). En otras palabras,
la alteracién de la morfologia del cloroplasto no parece tener consecuencia en la
fisiologia de la planta en la linea transgénica analizada, aunque queda pendiente
analizar que esta pasando a nivel de fosoforilacion de los fotosistemas PSIl y PSI.

Puede especularse que la enzima AtPPa6 corresponde a la mas activa de la
planta, pues se ha reportado que el cloroplasto posee la mayor actividad (Weiner,

et al, 1987) y esta es la Unica PPa que tiene esta localizacion. Sin embargo, en
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este trabajo las plantas transgénicas sobreexpresando esta isoforma fueron las
gue presentaron una menor actividad y no puede descartarse que las
pirofosfatasas de otro tipo pudieran contribuir a la actividad medida en el
cloroplasto con las técnicas de fraccionamiento celular no-acuoso. Es notorio que
a pesar de la elevada actividad reportada (Weiner et al, 1987), los niveles de
transcritos medidos con microarreglos para esta isoforma son similares a los que
presenta la isoforma AtPPal (Navarro de la Sancha et al, 2007) y no existe
evidencia de algun tipo de modificacion post-transduccional que regule la actividad
de la proteina. Esto podria contestarse con el estudio de la proteina in vitro para
determinar sus parametros cinéticos, sin embargo en el laboratorio no se ha
logrado expresar la proteina activa en un sistema heterélogo y los estudios de
purificacion de la misma a partir de la planta no garantizan la ausencia de
contaminacion por otras pirofosfatasas inorganicas solubles.

No hay reportes previos sobre la expresion o localizacion celular de las
pirofosfatasas en raices de Arabidopsis, por lo que este trabajo es el primero
donde se lleva a cabo un estudio sobre la localizacion celular de las diferentes
isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles en raiz, y aunque se analizaron
plantas transgénicas que expresan las proteinas de fusidén de todas las isoformas,
Unicamente fue posible observar la localizacion de las isoformas AtPPa4-YFP,
AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP, debido a que en el caso de las isoformas AtPPa2-
CFP y AtPPa3-CFP la sefal fue muy baja para analizar su localizacion y en el
caso de la isoforma AtPPal-CFP no se detecto sefial. En el caso de la isoforma
AtPPa4-YFP, la fluorescencia se detectd en la zona de diferenciacion celular y en

todos los tipos celulares, sin embargo no se detectd fluorescencia en los pelos
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radiculares ni en la zona de elongacion ni en la de proliferacion celular. La
isoforma AtPPa5-YFP también se detectd en la zona de diferenciacion celular,
pero a diferencia de la isoforma AtPPa4-YFP, su localizaciéon fue en las células del
cortex. Por ultimo, la isoforma AtPPa6-YFP se localizO en células de la
endodermis y el periciclo en la zona de elongacion (Fig. 28). La localizaciéon
intracelular de las isoformas AtPPa4-YFP, AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP presenta
diferencias, ya que la isoforma AtPPa4-YFP presenta una distribucion
aparentemente en el pared celular coincidiendo con su localizacibn en hoja,
mientras que las isoformas AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP tienen una localizacion
aparentemente citoplasmatica, sin embargo nuestro estudio no nos permiten
definir la distribucion especifica dentro de la célula de cada una de las isoformas
por lo que sera necesario realizar observaciones de microscopia con mayor
acercamiento que nos permita ver con detalle su localizacién subcelular, asi como
estudios con herramientas de separacion de organelos para comprobar la
distribucion en el citoplasma, sobre todo de la isoforma AtPPa6 que
aparenetemente en raiz esta en el citoplasma pero en hoja es exclusivamente de
colorplasto y aunque se ha reportado la presencia de plastidios en células de raiz
como leucoplastos y amiloplastos (Pyke, 1999; Itoh et al, 2010) no tenemos
explicacion para su localizacion citoplasmatica.

Por otro lado, la localizacion de las tres isoformas de PPa analizadas en raices
tienen una localizacion diferencial, sobre todo en los tipos celulares, y hasta este
trabajo no hay ningun reporte sobre su localizacién y distribucién en la raiz;
tampoco se ha reportado nada sobre su probable funcién en este 6rgano. Sin

embargo, la raiz es el primer contacto de la planta con su ambiente y la provee de
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agua y otros nutrientes tomados del suelo. Se ha reportado que en respuesta a
cambios en la disponibilidad de nutrientes como fésforo y nitrégeno, se ve alterado
el metabolismo de los carbohidratos, la cadena respiratoria y la sintesis de
aminoéacidos, principalmente, ademas de cambios morfologicos a nivel celular y
radicular (Wang et al, 2003; Cloutier et al, 2007; Wanke et al, 1998). Ademas, en
la raiz se llevan a cabo muchos procesos metabdlicos en los que podrian estar
relacionadas las pirofosfatasas, como la sintesis de carbohidratos, proteinas y
acidos nucleicos o en la respuesta a estrés. Es de hacer notar que en este estudio
observamos de manera general que la acumulacién de la proteina depende del
tejido y de la edad de la planta. Nuevamente, se esperaria que bajo el control del
promotor 35S todas las proteinas tuviesen un nivel semejante de expresion y que
tal expresion no fuera tan dependiente de la edad o el tejido, si bien el promotor
35S si tiene diferente fuerza en los diferentes tejidos de raiz y partes aéreas (Yang
and Christou, 1989; Sunilkumar et al, 2002). En este caso, sin embargo, las
diferencias indican que debe existir otra forma de control de la sintesis y
acumulacion de estas proteinas que va mas alla del promotor, ya sea un control
adicional de la actividad transcripcional que se encuentra en la secuencia
codificante, una diferente velocidad de traduccién, un control ejercido por miRNAs,
un control traduccional, o un control de la degradacién que elimina rapidamente la
proteina (Fig. 9 A), aunque no hay evidencia que indique que esta sucediendo.
Claramente son necesarios estudios adicionales para responder a todas estas
interrogantes.

Por ultimo se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion para todas las isoformas,

para los cuales se usaron anticuerpos anti-GFP. Se observaron mediante geles de
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poliacrilamida tefiidos con plata, que se presentaban cambios en el patron de
bandas (Fig. 30) en los inmunoprecipitados recuperados de las diferentes
isoformas, sin embargo debido a la baja cantidad de proteina recuperada, no fue
posible analizar los inmunoprecipitados de todas las isoformas mediante
espectrometria de masas, por lo que unicamente se reportan los resultados de las
isoformas AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP y AtPPa4-CFP. La dificultad
de hacer analisis de masas con cantidades pequefias de proteinas es que las
proteinas que se identifican son muy pocas. Sin embargo, se lograron recuperar
algunas proteinas que podrian ser el inicio para realizar posteriormente ensayos
mas detallados de la posible interaccion entre estas proteinas con las
pirofosfatasas. Los resultados de inmunoprecipitacion, identificaron proteinas
relacionadas con el metabolismo primario, como la proteina D aminoacyl tRNA
deacylase. Esta enzima se encarga de reciclar los D-aminoacil-tRNAs,
hidrolizando el enlace ester entre el polinucleétido y el D-aminoacido y que en
Arabidopsis se ha relacionado con la resistencia a etanol (Wydau et al, 2007). En
lo que se refiere al metabolismo de carbohidratos, en todas las isoformas se
identificaron proteinas de la sintesis y degradacion de carbohidratos, como la
Aldolasa (AtPPal-CFP), la Ribulosa bifosfato carboxilasa, mejor conocida como
Rubisco (AtPPa3-CFP) y Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (AtPPa4-CFP).
Ademas se identificaron proteinas como la subunidad alfa del proteasoma
(AtPPa2-CFP). Es importante mencionar que en un trabajo previo de proteémica
realizado en nuestro laboratorio, con una mutante de baja expresién atppa4 y en la
transgénica AtPPa4-CFP se observaron modificaciones en la expresion de

proteinas como el potenciador de sistema productor de O, (Oxygen evolving
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enhancer), la cual nosotros identificamos en AtPPa2-CFP, asi como en las
Ribulosa bifosfato carboxilasa (AtPPa3-CFP) o la Gliceraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (AtPPa4-CFP; Orozco-Neri, 2017, Tesis Licenciatura). Aunque en
el trabajo los cambios observados en el analisis protedmico fueron para la
isoforma AtPPa4, y en este trabajo fueron identificadas en los inmunoprecipitados
de varias de las isoformas, resulta interesante que en ambos casos se hayan
identificado estas proteinas, lo que podrian indicar el papel que estan jugando las
pirofosfatasas en el metabolismo. Por otro lado, en lo que se refiere al
metabolismo del PPi, como ya se ha mencionado anteriormente el PPi es
subproducto de diversas reacciones en el metabolismo y las PPa se encargan de
mantener su homedstasis debido a que se esta produciendo constantemente en
las diferentes vias metabdlicas, por lo que la presencia de las PPa en diferentes
vias metabdlicas y la relacion de éstas enzimas con otras proteinas es muy
importante. En este trabajo muchas de las proteinas recuperadas mediante
inmnuprecipitacion se relacionan directa o indirectamente, mediante la via
metabdlica en la que participan, con la produccion de PPi como subproducto, tal
es el caso de la Aldolasa y la Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa las cuéales
participan en la via de la glucolisis (Moorhead and Plaxton, 1992; Nielsen, 1995;
Mufioz-Bertomeu et al, 2010). En la fijacion del carbono también se produce PPiy
la Ribulosa bifosfato carboxilasa (Jordan et al, 1983; Hatch et al, 1980) y la
Oxygen evolving enhancer (Ok et al, 2000) participan en esta via. La sintesis de
proteinas es una de las vias principales donde se forma PPi como subproducto y
en este trabajo se identifico a la proteina D amoniacil tRNA deacilasa, la cual es

una enzima gue participa en esta via (Richardson et al, 2015; Deana et al, 2008;
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Routh et al, 2016). Otra proteina identificada en cuya via metabdlica se genera
PPi, es la subunidad alfa del proteasoma (Zeng et al, 2006; Perales et al, 2006;
Burger et al, 2004), la cual también esta relacionada con la respuesta a estrés de
la planta (Pangestuti, 2009; Zeng et al, 2006). Por ultimo, se tiene que resaltar que
los ensayos de inmunoprecipitacion se realizaron con anticuerpo anti-GFP,
aunque lo ideal hubiera sido realizarlos con anticuerpos especificos para cada una
de las isoformas, pero, como ya se mencioné anteriormente, no ha sido posible
obtener los anticuerpos, por lo tanto quedan pendientes ensayos mas detallados
de la interaccion de las diferentes isoformas con otras proteinas, probablemente
utilizando otras técnicas bioquimicas, como andlisis protedmicos que nos permitan
identificar proteinas como ya se realizé con la isoforma cuatro, asi como realizar
ensayos de complementacion in vivo para detectar la interaccion de las proteinas
identificadas mediante inmunoprecipitacion con las isoformas de las PPa utilizando
el sistema Gateway: Compatible Biomolecular Fluorescence Complementation

(BiFC).
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11. CONCLUSIONES

» Se confirmd la localizacion citoplasmatica de las pirofosfatasas inorganicas
solubles isoformas AtPPal a AtPPa5, observandose una distribucion Unica
para cada una de las diferentes isoformas.

> AtPPal se localizé en el citoplasma pero no dentro del nucleo. En este trabajo
no se encontré la localizacién en el nucleo de la isoforma AtPPal en plantas
adultas, pero no se descarta que en estadios jovenes se pudiera translocar en
respuesta a estimulos aun por describir y mediante mecanismos aun no
identificados.

> AtPPa2 y AtPPa3 se distribuyen uniformemente en el citoplasma y con una
localizacion citosolica perivacuolar.

» Se encontr6 evidencia de la presencia de AtPPa4 en el citosol asi como en el
espacio intercelular y en la pared celular, lo que sugiere que esta isoforma
podria tener un papel importante en el metabolismo extracelular aun por
describir.

> AtPPa5 se detecto tanto en citosol cerca de la vacuola, como en el citoplasma
alrededor de los cloroplastos.

» Se confirmd la localizacién exclusiva en cloroplasto de la isoforma AtPPa6 in
Vivo.

> Nuestros datos de localizacion sugieren una funcién especifica de las

diferentes isoformas de acuerdo a su distribucién dentro del citoplasma.
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12.

PERSPECTIVAS

Realizar el andlisis de la morfologia en diferentes lineas trasngénicas
sobreexpresando las pirofosfatasas inorganicas solubles, como tamafio de
las plantas, nimero de semillas, nUmero de tallos florales, tamafio y nimero

de silicuas, numero y tamafio de las hojas.

Obtener anticuerpos especificos para cada una de las pirofosfatasas

inorganicas solubles.

Evaluar la expresion a nivel de genes y proteinas de las pirofosfatasas
inorganicas solubles en plantas silvestres, mutantes y sobreexpresoras de

A. thaliana para determinar si hay cambios.

Evaluar la regulacién de los genes de pirofosfatasas inorganicas solubles

mediante la alteracién de promotores enddgenos.

Obtener el fluido apoplastico para confirmar la presencia y funcionalidad de
AtPPa4 en el espacio intercelular mediante inmunoblot y actividad

pirofosfatasa.

Realizar observaciones en diferentes condiciones de crecimiento y etapas
del desarrollo de plantas transgénicas AtPPal fusionadas a proteinas

fluorescentes.
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» Analizar el fotosistema 1 (PS1), asi como otros componentes del
fotosistema como la cadena transportadora de electrones o el complejo
ATP sintasa que permita descartar dafios en los cloroplastos de plantas

trasngénicas AtPPa6.
» Evaluar los cloroplastos de mas lineas transgénicas de AtPPa6.

» Evaluar con mas detalle la localizacion subcelular de las diferentes
isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles en raices de plantas de A.

thaliana.

» Utilizar técnicas bioquimicas adicionales que confirmen las interacciones
proteicas de las pirofosfatasas inorganicas solubles con las proteinas

identificadas mediante espectrometria de masas.
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Figura 31. Esquema de la localizacién de las seis isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles en
Arabidopsis. Se utilizaron plantas transformantes estables de Arabidpsis que expresan la proteina de fusion
AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP, AtPPa4-CFP, AtPPa4-YFP, AtPPa5-YFP y AtPPa6-YFP, tanto en
hoja como en raiz. La localizacién se realiz6 mediante microscopia confocal e inmulocalizacién con particulas
de oro con microscopia electrénica de transmisién (MET). En la imagen se observa la localizacién
citoplasmatica en hoja de AtPPal-CFP, AtPPa2-CFP, AtPPa3-CFP y AtPPa5-YFP, asi como la localizacién
tanto citoplasmatica como en pared celular y el espacio intercelular de la isoforma AtPPa4-CFP vy la
localizacion exclusivamente en el cloroplasto de la isoforma AtPPa6-YFP. Mientras que en raiz se destaca la
localizacidn diferencial en los diferentes tipos celulares de las isoformas AtPPa4-YFP, AtPPa5-YFP y AtPPa6-
YFP.
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ANEXOS
A B

Figura 1A. Fluorescencia y dot blot de proteinas solubles de plantas transgénicas de A. thaliana (28 ddg) expresando cada
una de las isoformas de AtPPa fusionada a proteina fluorescente CFP. Un mg de proteina soluble de plantas transgénicas
AtPPal-CFP (A), AtPPa2-CFP (B), AtPPa3-CFP (C), AtPPa4-CFP (D) y AtWT, fueron fraccionadas con un columna fenil-
sefarosa mediante HPLC (ver materiales y métodos). La fluorescencia fue detectada a la longitud de onda de emision y
exitacion de CFP (Aex:458/Aem:490 nm). Las linea continua negra ( —-), representa la fluorescencia recuperada de la
emisién y excitacién maxima de la planta transgénica. La linea continua roja ( —-) indica la fluorescencia recuperada de la
emisién y exitacion maxima de la planta silvestre. El analisis de dot blot se realiz6 con las diferentes fracciones obtenidas
mediante el fraccionamiento, tomando aproximadamente 5 pug de proteina y la deteccién se realizé utilizando anticuerpo
antiGFP. La analisis densitométricos se realizaron empleando el programa ImageLab.

125



Figura 2A. Fluorescencia y dot blot de proteinas solubles de plantas transgénicas de A. thaliana (28 ddg)
expresando cada una de las isoformas de AtPPa fusionada a proteina fluorescente CFP. Un mg de proteina soluble
de plantas transgénicas AtPPa5-YFP (A), AtPPa6-YFP (B), GFP (C) y AtWT, fueron fraccionadas con un columna
fenil-sefarosa mediante HPLC (ver materiales y métodos). La fluorescencia fue detectada a la longitud de onda de
emisién y excitacion de YFP (Aex:515/Aem:527nm) y GFP (Aex:488/Aem:510nm). Las linea continua negra ( ==),
representa la fluorescencia recuperada de la emisién y excitacibn maxima de la planta transgénica. La linea
continua roja ( ==) indica la fluorescencia recuperada de la emisién y excitaciébn maxima de la planta silvestre. El
andlisis de dot blot se realiz6 con las diferentes fracciones obtenidas mediante el fraccionamiento, tomando
aproximadamente 5 pg de proteina y la deteccion se realizé utilizando anticuerpo antiGFP. La andlisis
densitométricos se realizaron empleando el programa ImageLab.
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Tabla 1A. Inhibicion de la actividad pirofosfatasa en extractos crudos.

MgClz

NacCl

NaF

Planta

AtPPal-CFP

AtPPa2-CFP

AtPPa3-CFP

AtPPa4-CFP

AtPPa5-YP

AtPPa6-YFP
GFP
WT

Actividad pirofosfatasa
(umol Pi min™ mg prot™)

5.699
3.818
5.931
6.400
2.112
2.965
3.110
4.594

4.310
2.759
4.891
4.702
1.673
2.376
3.490
2.455

0.640
0.447
1.015
1.165
0.418
0.919
0.092
0.877

*Extractos crudos dializados de plantas transgénicas fueron incubados en presencia de 3 mM MgCl,, 80 uM

pirofosfato de sodio, 10 mM NaCl y 10 mM NaF. Se tomaron alicuotas las cuales fueron diluidas 5 veces en

el medio de ensayo enstandar y la actividad fue determinada en un tiempo de incubacién de 10 min.
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Figura 3A. Localizacion de las seis isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles en hojas completas de
Arabidopsis. Imagenes de microscopia confocal de tejido fresco de hojas completas de plantas transformadas de
Arabidopsis thaliana de 10 ddg expresando la pirofosfatasa inorganica soluble fusionada a proteina fluorescente
bajo el control del promotor 35S con expresion estable. AtPPal-CFP (A y B), AtPPa2-CFP (C y D), AtPPa3-CFP (E
y F), AtPPa4-CFP (G y H), AtPPa5-YFP (I y J), AtPPa6-YFP (K y L) y AtWT (O y P). Fluorescencia correspondiente
a la proteina de fusién AtPPax-XFP (A, C, E, G, |, K, My O). Sobreposicién de XFP y contraste de fases (B, D, F, H,
J, L, Ny P). Las imagenes fueron tomadas en 10x y corresponden a miltiples planos superpuestos (eje Z). En las
imagenes se observa una distribucién diferencial de la fluorescencia correspondiente a la proteina de fusién entre
las diferentes isoformas.
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Figura 4A. Localizacién subcelular de AtPPa5-YFP en tejido fijado. Imagenes de microscopia confocal de tejido fijo
de hojas de plantas de 28 ddg transformadas de Arabidopsis thaliana expresando la pirofosfatasa inorganica soluble
fusionada a proteina amarilla fluorescente bajo el control del promotor 35S con expresioén estable. Secciones de hojas
frescas fueron sometidas a un tratamiento de fijacién, corte y montaje (ver Materiales y Métodos) para su observacion.
Los cortes fueron observados en un microscopio confocal a las longitudes de onda de excitacién y emisiéon de YFP.
(A-H) AtPPa5-YFP, 40X zoom 2.5X. (I-J) AtPPa5-YFP, 40X. (K-L) AtWT, 40X. Emisién de fluorescencia de YFP (A, C,
E, G, | y K). Sobreposicién de tejido en contraste de fases con fluorescencia de YFP (B, D, F, H, J y L). Las imagenes
de confocal fueron tomadas en mudltiples planos superpuestos (eje Z). La localizacién de la fluorescencia de la
proteina de fusion corresponde a la zona del citoplasma de las células.

129



Figura 5A. Localizacién de proteina de fusion de las isoformas AtPPa2-CFP y AtPPa3-CFP en la raiz
completa de Arabidopsis thaliana. Deteccion mediante microscopia confocal de las isoforma dos y tres de
pirofosfatasa inorganica soluble en raices. Las imagenes se tomaron en raices de plantas transgénicas de A.
thaliana que expresan establemente la construcciéon de la pirofosfatasa inorganica soluble fusionada a
proteina cian fluorescente bajo el control del promotor 35S. Raices completas de plantas de 14 ddg fueron
observadas en microscopia confocal a las longitudes de onda de excitaciéon y emision de CFP. (A-B) AtPPa2-
CFP, 10X. (C-D) AtPPa3-CFP, 10X. Emisién de fluorescencia de CFP (A y C). Sobreposicion de fluorescencia
de CFP y contraste de fases (B y D). Las imagenes de confocal fueron tomadas en multiples planos
superpuestos (eje Z).
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Figura 6A. Amplificaciéon de la secuencia codificante de AtPPal-CFP, AtPPa4-YFP. Se realizé la
amplificacion de los plasmidos pEarlyGate-102 y 103 con la insercion del producto de PCR correspondiente a
la amplificacién de la secuencia codificante de las pirofosfatasas inorganicas solubles, isoformas AtPPal (1-
CFP y 241-102) y AtPPa4 (4-YFP). Los productos de amplificacion corresponden a la secuencia codificante
de las pirofosfatasas inorganicas solubles y de un fragmento de la proteina fluorescente (YFP y CFP,
respectivamente) con un tamafio esperado de 900 pb (flecha roja). Para la amplificacion se utilizaron
oligonucleétidos que reconocen un fragmento de la secuencia codificante de cada una de las isoformas de
pirofosfatasas inorganicas solubles en el extremo 5  (foward) y un fragmento del gene de la proteina
fluorescente en el extremo 3” (reverse), los cuales fueron disefiados especificamente para la amplificacién del
producto de la transformacién de la proteina de fusion. Los plasmidos en los que realizo la amplificacion
fueron extraidos y purificados de células de E. coli DH5« transformadas.
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Figura 7A. Productos de digestion de los plasmidos con Mlul. Gel de electroforesis del producto de la
digestién de los plasmidos pEarlyGate-102 y 103 con la insercién del producto de PCR correspondiente a la
amplificacion de la secuencia codificante de las pirofosfatasas inorganicas solubles, isoformas AtPPal (1-
CFP y 241-102) y AtPPa4 (4-YFP), asi como el plasmido vacio (pEarlyGate-102), con la enzima de
restriccion Mlul. En el plasmido vacio se esperaban dos fragmentos de 10000 y 2020 pb (flechas rojas de la
derecha) correspondientes a los dos sitios de corte de dicha enzima. En los plasmido con el inserto se
esperaba Unicamente un fragmento de un tamafio 12500 pb (flecha roja de la izquierda), correspondiente al
plasmido linearizado, debido a que el inserto interrumpe uno de los sitios de restriccién de la enzima Miul.
Los plasmidos digeridos fueron extraidos y purificados de células E. coli DH5« transformadas. Estos
plasmidos fueron utilizados para realizar la transformacion transitoria de epidermis de cebolla.
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Figura 8A. Comprobacién de la expresion de AtPPa6-YFP en plantas transformadas. Amplificacién mediante
PCR de cDNA obtenido de RNAm de plantas transgénicas de 28 ddg. El producto de amplificacién
corresponde a la secuencia codificante de la pirofosfatasa inorganica soluble isoforma seis y de un fragmento
de la proteina fluorescente (YFP) con un tamafio esperado de aproximadamente 1200 pb. Para la
amplificacion se utilizaron oligonucleétidos que reconocen un fragmento de la secuencia codificante de cada
una de las isoformas de pirofosfatasas inorganicas solubles en el extremo 5" (foward) y un fragmento del
gene de la proteina fluorescente en el extremo 3 (reverse), los cuales fueron disefiados especificamente
para la amplificacion del producto de la transformacion de la proteina de fusion.
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