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Resumen
La habilidad de las plantas para tolerar factores de estrés (ataque de herbivoros,
patdgenos y otras factores abidticos, como el estrés por frio, calor, choque osmaético o
estrés nutrimental) es determinante para un buen desarrollo de la planta. El fésforo es
un elemento esencial que requieren las plantas para un O6ptimo crecimiento. Las
concentraciones de fosforo en el suelo son altas, pero su forma asimilable, el fosfato
inorganico (Pi) se encuentra limitante, por lo que las plantas suelen pasar por periodos
de deficiencia de Pi. Es por ello que han desarrollado respuestas para compensar ésta
deficiencia. Un gen regulador de la respuesta a estrés por Pi que funciona como un
factor de transcripcion, es Phosphate Starvation Response 1 (PHR1). Asi, PHR1
estimula la expresién de genes que responden a la deficiencia de fosfato, entre ellos
transportadores de fosfato, RNAsas, fosfatasas y microRNA’s. La regulacion de PHR1
ha sido poco estudiada, pero se sabe que el gen no modifica su expresion en
condiciones de deficiencia nutrimental, por lo que se propone que un mecanismo post-
traduccional esta regulando su actividad. Datos obtenidos en nuestro laboratorio,
indican que PHR1 es fosforilada por la cinasa Sucrose non-fermenting Related Kinase 1
(SnRK1). Se ha observado que durante la deficiencia de Pi, existen cambios en la
actividad de cinasa de la SnRK1 de Arabidopsis thaliana, y una regulacion diferencial
de sus isoformas en deficiencia y suficiencia de fosfato. Lo anterior indica que es
posible que la SnRK1 esté involucrada en repuestas ante este tipo de estrés
nutrimental, sobre todo en aquellas que modulan la adaptacion metabdlica.
Considerando la secuencia consenso que reconoce la SnRK1 en sus sustratos, se
encontr6 que PHR1 presenta dos sitios potenciales de fosforilacién. Mediante
mutagénesis dirigida se obtuvieron las proteinas recombinantes con la mutacion puntual
enla S11Ay en la S304A, asi como la proteina PHR1 con las dos mutaciones. Ensayos
de fosforilacidon realizados, revelaron que utilizando un extracto parcialmente puro de
SnRK1, las mutantes S11A y S304A son fosforiladas y la doble mutante no presenta
fosforilacién, sugiriendo que ambos sitios son reconocidos por la cinasa.
Interesantemente, cinasas de la subfamilia SnRK2 no reconocen a PHR1 como sustrato

y solo la SnRK1 es capaz de fosforilarla.



Capitulo 1
INTRODUCCION

1.1 Importancia del fésforo y estrés

Como cualquier otro organismo vivo, las plantas responden a variaciones de las
condiciones ambientales y de la disponibilidad de sus nutrientes; al ser organismos
sésiles, presentan respuestas que son ejecutadas mediante la integracion de senales
que determinan su crecimiento y desarrollo (Smith y Stitt, 2007). Como producto de esta
respuesta, las plantas han desarrollado la capacidad para adaptarse a periodos largos
de estrés a través de cambios morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos para adecuarse
a condiciones extremas (Baena-Gonzalez et al., 2007; Smith y Stitt, 2007; Wang et al.,
2007).

Uno de los principales factores que provoca cambios sustanciales en el crecimiento y
desarrollo de las plantas, es la disponibilidad de nutrientes. Las plantas necesitan de 17
macronutrientes esenciales, dentro de los cuales el fésforo (P), junto con el nitrdgeno
(N) y potasio (K), limitan en gran medida su crecimiento (Fragoso et al., 2009; Plaxton y
Tran, 2011).

La importancia del P radica en que es un componente estructural de las membranas
celulares formando parte de los fosfolipidos que conforman la bicapa lipidica, es el
sustrato para la formacion de la molécula energética celular, que es el ATP y también
es constituyente de los acidos nucleicos. Ademas, es necesario en la division celular,
en la formacion de almidén y azucar, en la germinacion de semillas, floracién vy
formacién del fruto, entre otras funciones. A un nivel bioquimico, diversas enzimas y
proteinas regulan su funcion y localizacién dependiendo de su estado de fosforilacion
(Panigrahy et al., 2009).

A pesar de que el fosforo es un elemento abundante en el suelo, su forma asimilable, el
ion ortofosfato, H,PO4™ (Pi), esta poco disponible para su absorcion por la planta y como
consecuencia estos organismos han desarrollado una serie de respuestas a la
deficiencia de este nutriente (PSR, Pi-starvation response) (Fragoso et al., 2009; Yuan y
Dong, 2008).



El Pi es transportado dentro de la planta a través de numerosas membranas y
organelos por medio de transportadores especificos que cotransportan Pi y H*
(Marschner, 1995). El Pi pasa por los diferentes tejidos que componen la raiz hasta
llegar al xilema, para de ahi ser transportado hacia la parte aérea, donde es liberado a
los tejidos fotosintéticos (Figura 1). Se han identificado transportadores involucrados en
la movilizacion de Pi hacia el interior de las células y entre diferentes organelos, los
cuales se clasifican en cuatro familias. La familia PHT1 efectua la toma de Pi a través
de la membrana plasmatica, a éstos pertenecen Pht1;1 al Pht1;9 (Shin et al., 2004). Los
correspondientes a la familia PHT2 se localizan en la membrana interna de plastidios y
uno de sus miembros, Pht2;1 se expresa en tejido verde y es considerado un
transportador de baja afinidad implicado en la relocalizacién de Pi entre la parte aérea y
la raiz y en la translocacion de Pi dentro de la hoja (Versaw y Harrison, 2002). Los
PHT3 son transportadores de Pi que se localizan en la membrana interna mitocondrial
(Poirier y Bucher, 2002). La familia PHT4 esta implicada en el transporte de Pi entre el
citosol, el cloroplasto, y el aparato de Golgi (Guo et al., 2008). Los Pht1;1 y Pht1;4 son
dos transportadores de alta afinidad en Arabidopsis que contribuyen a la adquisicion del
Pi del suelo al interior de la planta, tanto en condiciones normales como durante la
deficiencia de Pi (Shin et al., 2004).

Una proteina relevante en la carga de Pi al xilema desde la raiz es llamada PHO1. Los
mutantes en el gen pho1 presentan una reduccion de Pi en hojas mientras que las
concentraciones en la raiz son normales; esto ocasiona que la planta presente
sintomas de deficiencia de Pi, que abarcan la disminucion de crecimiento del tallo y
parte aérea de la planta, hojas pequefias y acumulacion de antocianinas. La proteina
correspondiente a PHO1 contiene 6 dominios transmembranales y un dominio N-
terminal hidrofilico. No presenta homologia con transportadores de Pi conocidos, pero
contiene dos dominios denominados SPX y EXS, que se han identificado en proteinas
de Saccharomyces cerevisiae involucrados en el transporte y/o deteccién de Pi (Wang
et al., 2004; Stefanovik et al., 2011).
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Figura 1. Adquisicidn y transporte de Pi a la planta. A) Las plantas captan el fosfato por las raices,
a través de transportadores de alta afinidad, y es cargado al xilema para ser transportado y
descargado en érganos blanco; diversos tipos de translocadores y transportadores estan involucrados
en el proceso. Existe recambio de Pi entre los tejidos de la planta y el Pi es transportado
principalmente por el floema. B) Esquema que ejemplifica la ubicacion de los diferentes
transportadores de alta y baja afinidad, asi como translocadores de Pi que permiten el transporte y
almacenamiento de Pi. La fuerza que permite el movimiento de Pi hacia dentro y fuera del organismo
esta dado por bombas de protones en la membrana plasmatica y por pirofosfatasas y bombas de
protones en el tonoplasto (Modificado de Raghothama, 2000).

Si la concentracién de Pi no es limitante, las plantas deben eliminar el Pi que no
necesitan para evitar su toxicidad, esto lo realizan mediante canales i6nicos de Pi que
se encuentran en la membrana plasmatica de la raiz regulando la homeostasis celular
(Raghothama, 2005).

1.2 Respuestas a la deficiencia de fosfato

Para que existan cambios morfolodgicos y bioquimicos que le permitan a las plantas
adaptarse a una carencia de fosfato, se necesita reprogramar la expresion génica y
controlar la actividad y localizacion de proteinas y enzimas con la funcién de aumentar
la cantidad de fosforo biodisponible, optimizar el uso de Pi interno y fomentar la
busqueda de Pi (Plaxton y Tran, 2011). La modificacién de la arquitectura radicular es
una de las PSR que se ha observado responde a cambios finos de disponibilidad de Pi

en el suelo. Estas modificaciones consisten en que la raiz primaria detiene su
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crecimiento y se favorece la aparicion de raices laterales y de pelos radiculares, lo cual
ayuda a la planta a explorar las regiones en la rizosfera en donde es mas abundante el
Pi (Figura 2). Adicionalmente, las plantas secretan acidos organicos (malato, citrato y
carboxilato) para liberar el fésforo que se encuentra quelado con metales como el
calcio, hierro y aluminio, con la finalidad de aumentar la disponibilidad de Pi asimilable.
Ademas, se secretan ribonucleasas, fosfatasas acidas (ACP) y fosfodiesterasas para
liberar el Pi de la materia organica presente en la rizosfera (Yuan y Dong, 2008;
Panigrahy et al., 2009).

Metabdlicamente, también existen modificaciones importantes para hacer frente a un
estrés nutrimental; una de ellas, es la utilizacion de pirofosfato (PPi), como un donador
de energia. El PPi es un subproducto de reacciones anabdlicas que se acumulan en el
citoplasma de células vegetales por lo que sus niveles se mantienen en una
concentracion constante de 0.5 mM, debido a que su hidrdlisis es baja (Stitt, 1998). En
condiciones de estrés, el PPi es producido a velocidades muy bajas durante la sintesis
de moléculas esenciales, tales como proteinas, acidos nucleicos y membranas,
necesarias para resistir un crecimiento disminuido o para reemplazar aquellas que
puedan comenzar a dafarse. Las plantas tienen enzimas que utilizan el PPi para
incrementar la eficiencia energética de diversos procesos celulares, asi las enzimas
dependientes de ATP pueden ser sustituidas por otras que utilizan PPi (Vance et al.,
2003).

Figura 2. Fenotipos de
Arabidopsis thaliana en
deficiencia de fosfato. La
alteracion mas evidente en la
planta es la modificacion de la
arquitectura radicular. A) Se
observa un incremento en el
numero de pelos radiculares,
B) disminucion de la raiz
primaria y aumento en el
numero de raices laterales,
con el fin de tomar Pi del
medio donde éste es mas
abundante. C) La disminucion
en el crecimiento de la parte
aérea en plantulas es otra
PSR caracteristica observada.
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La reutilizacion de fosfato interno, es otro camino que las plantas siguen para mantener
su homeostasis de Pi. La planta es capaz de movilizar el fosfato almacenado en
biomoléculas como fosfolipidos y acidos nucleicos. Los fosfolipidos son una reserva
extensa de Pi en la planta y durante una deficiencia de fosfato, existe conversion en las
membranas plasmaticas por otros lipidos que no contengan fosfato como grupo polar,
como lo son los galactolipidos y sulfolipidos (Andersson et al., 2003; Kobayashi et al.,
2006).

1.3 Descubrimiento del factor de transcripcién PHR1

La mayoria de las PSR que se activan en la planta involucran cambios en los patrones
de expresion de cientos de genes conocidos como Phosphate Starvation Inducible
(PSI). Se ha demostrado que todos estos cambios en los perfiles de expresion génica
son mediados por factores transcripcionales (FT). Un ejemplo es bHLH32, que esta
implicado en procesos de produccidon de antocianinas, acumulacién de Pi enddégeno y
formacion de pelos radiculares, tipicos de la respuesta a un déficit de Pi. Ademas, en
presencia de fosfato regula negativamente a la fosfoenol piruvato carboxilasa cinasa 1
(PPCK1) y PPCK2, que regulan a su vez a la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC)
(Chen et al., 2007), enzima citosdlica ubicua en plantas que cataliza la p-carboxilacion
del fosfoenol piruvato (PEP, phosphoenolpiruvate) en presencia de HCOs para dar
como productos oxalacetato y Pi. EI FT WRKY75 se induce en condiciones de
deficiencia de Pi y regula positivamente la respuesta a este estrés nutrimental al
promover la expresion de otros genes. Los mutantes correspondientes producidos por
RNA interferente (RNAIi) presentan acumulaciéon de antocianinas en respuesta a la
deficiencia de Pi, ademas de que se encontré que el FT WRKY75 actua también en
respuesta a infecciones por patdégenos (Dong et al., 2003). Sin embargo, el primer
factor transcripcional especifico en respuesta a la deficiencia de fosfato que se identifico
y que se ha descrito que juega un papel clave en la modulacion de varias PSR es

Phosphate Starvation Response 1 (PHR1).
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1.3.1 PSR1 como precedente
El primer regulador de las respuestas a la deficiencia de fosfato se descubri6 en el alga
unicelular Chlamydomonas reinhardtii; una cepa mutante de esta alga que presentaba
claras manifestaciones de deficiencia de fosfato, como escasa induccion del aparato de
transporte de Pi de alta afinidad y baja actividad de fosfatasas extracelulares, tenia una
mutacion en un gen denominado PSR1 de localizacion nuclear el cual codifica para un
factor transcripcional de tipo MYB, cuyos niveles de transcrito y proteina se incrementan
en condiciones de deficiencia de Pi (Wykoff et al., 1999). Rubio y colaboradores (2001)
identificaron y caracterizaron en Arabidopsis thaliana un factor transcripcional
estrechamente relacionado a PSR1. Para realizar esta identificacion, se mutagenizaron
plantulas de Arabidopsis que tenian integrado el gen reportero GUS fusionado al
promotor de AtIPS1, cuya expresion se estimula por deficiencia de Pi. Mediante un
ensayo de GUS se identific6 una mutante que no presenté induccién de AtIPS1::GUS
en condiciones de deficiencia de Pi, ademas de que mostraba un descenso en el
contenido de Pi celular y en el peso fresco de la planta. A esta mutante se le denominé
phosphate response 1 (phr1). En contraste con la mutante, la sobreexpresion de PHR1
en Arabidopsis thaliana promueve un incremento en el contenido de Pi en comparacién
con plantas silvestres, manifestando la importancia de este regulador en la adquisicién
de Pi (Nilsson et al., 2010).
Estudios alternos revelaron que la mutante phr1, en comparacion con la silvestre,
presenta un decremento en los niveles de almidén en condiciones deficientes de fosfato
y no asi en condiciones de crecimiento éptimas (Rubio et al., 2001). La disminucion en
el contenido de almidén podria evidenciar una reduccion en la capacidad fotosintética o
en la regulaciéon del sistema biosintético, involucrando a PHR1 en una respuesta
cruzada entre las PSR y el metabolismo del carbono.
Del mismo modo que su ortélogo en C. reinhardtii, PHR1 regula la expresiéon de varios
genes involucrados en las respuestas a la deficiencia de fosfato, entre los que se
encuentran AtIPS1 y At4, que transcriben RNA's pequefios no codificantes; miR399,
microRNA regulador inducible por inanicién de fosfato; RNS1, codificante de una
RNasa; CHS y PAP1, involucrados en la biosintesis de antocianinas; AtPHT1;7,
AtPHT1;8 y AtPHT1;9, genes que codifican transportadores de fosfato de alta afinidad
13



(Rubio et al., 2001; Bari et al., 2006; Nilsson et al., 2007). Todos estos genes responden
a la deficiencia de fosfato y contienen en sus promotores una secuencia palindrémica,
GNATATNC, a la cual PHR1 se une y es denominada, PHR1 Binding Sequence (P1BS)
(Rubio et al., 2001).

1.4 Cascada de transduccion de sefales mediada por PHR1

El modelo que se propone para plantas de Arabidopsis thaliana involucra la
participacion de PHR1, PHOZ2, miR399, AtIPS1 y At4. La identificacion de estos
elementos comenzo con la caracterizacion de plantas mutantes de PHOZ2 que tienen un
aumento en la concentracién de Pi en hojas, pero una concentracién inalterada en
raices en comparacion con plantas silvestres. Un analisis de los niveles de transcrito en
AtIPS1 y At4 en mutantes PHOZ2, revel6 que estos se encuentran elevados en
deficiencia de Pi, asi como los transcritos de AtPHT1;8 y AtPHT1;9. El gen PHOZ2
codifica para una ubiquitin conjugasa E2 denominada UBC24; las enzimas de tipo
ubiquitin conjugasa catalizan la transferencia de una ubiquitina activada, a una proteina
sustrato, ya sea directa o indirectamente via una E3 ligasa, marcando a la proteina, que
en muchos casos se va a degradacion via proteosoma (Smalle y Vierstra, 2004). Un
estudio del mMRNA de PHOZ revel6 sitios de union a miR399 en su extremo 5’-UTR. El
miR399 se estimula en deficiencia de fosfato y tiene como blanco el mMRNA de PHO?2,
cuyos niveles se reducen rapidamente en ausencia de fosfato (Chiou et al., 2006; Fuijii
et al., 2005). Se ha documentado un posible movimiento de miR399 de la parte aérea
hacia la raiz durante la inanicién de fosfato, sugiriendo un posible mecanismo de
regulacion a distancia sobre PHOZ2 para limitar la translocacion de Pi al tallo en
respuesta a esta deficiencia nutrimental (Lin et al., 2008). Las plantas que
sobreexpresan el precursor de miR399, miR399d, presentan un fenotipo similar a la
mutante pho2, asi como una reduccién en los transcritos de PHOZ2. Un estudio con
plantas mutantes phr1 crecidas en deficiencia de fosfato demostré que los niveles del
microRNA399 descienden en comparacion con las plantas silvestres (Bari et al., 2006).
Sobre |la base de estos hechos, el modelo propone que una vez que se expresa miR399

éste llega a las células de la raiz, mediante transporte por el floema y se une a los
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transcritos de PHOZ2, regulando negativamente la sintesis de UBC24. Esta reduccion,
ya sea directa o indirectamente, promueve una disminucién en la degradacion de sus
blanco, lo cual lleva a la expresion de varios genes que responden a la deficiencia de
Pi, como los transportadores de alta afinidad PHT1;8 y PHT1;9. La expresién de AtIPS1
y At4 se induce también por deficiencia de Pi y su expresién depende de PHR1 (Figura
3). Estos genes se transcriben como riboreguladores y se unen de una manera
complementaria a miR399, en un proceso denominado ‘target mimicry’ (mimetizacion
con el blanco). Este proceso le permite a la planta ajustar la respuesta ante la

demanda, equilibrio y abasto de Pi (Fang et al., 2009).
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Figura 3. Cascada de transduccion de sefiales mediada por PHR1. En suficiencia de Pi la alta
actividad de PHO2/UBC24 resulta en bajos niveles de expresion de los transcritos Pht1;8 y Pht1;9.
Del mismo modo, PHR1 censa los niveles de Pi y no transcribe sus genes blanco. Cuando los
niveles de Pi descienden en las hojas, PHR1 expresa a miR399, el cual llega a las raices a través
del floema; en las raices, miR399 se une a la region 5’UTR del mRNA de PHO2, llevandolo a su
degradacion. Esto resulta en un incremento de los niveles de expresion de los mRNA de los
transportadores Pht1;8 y Pht1;9, facilitando la captura y transporte de Pi, para mantener el 6ptimo
crecimiento y desarrollo de la planta. Conforme continda la deficiencia de Pi, se expresan, de
manera dependiente de PHR1, los riboreguladores AtIPS1/At4, inhibiendo la accion de miR399
sobre los transcritos de PHOZ2 y permitiendo que los niveles de UBC24 se ajusten a los niveles de
Pi. En verde: transcritos, en rojo: proteinas, en negro: modificaciones post-traduccionales, el grosor
de las flechas es considerado proporcional a la fuerza del flujo (Modificado de Briat et al., 2015).
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La expresion de PHR1 no se modifica tanto a nivel de transcrito como a nivel de
proteina durante la deficiencia de Pi, a pesar de ser PHR1 un regulador clave de las
PSR; su localizacion nuclear tampoco es sensible a los cambios de régimen nutrimental
por Pi, lo que sugiere que su actividad esta siendo regulada por una modificacion post-
traduccional, siendo la fosforilacion una de las mas importantes.

Un analisis con herramientas como PhosPhAt 4.0 y NetPhos 2.0 predicen que PHR1 es
susceptible de ser fosforilado pero no existen datos de la cinasa que esta llevando a

cabo esta regulacion.

1.5 Familia de las proteinas cinasas SnRK

En plantas se ha identificado un complejo enzimatico con actividad de cinasa que
participa en la sefializacion celular de respuesta a estrés energético, en la regulacion
del metabolismo de carbohidratos y en la respuesta de diferentes tipos de estrés, entre
ellos la deficiencia nutrimental por fésforo (Coello et al., 2011; Nunes et al., 2013). A
esta familia de proteinas cinasas se le denomina Sucrose non-fermenting (SNF)
Related Kinase 1 (SnRK1), y forman parte de una familia conservada de proteinas
cinasas serina-treonina independientes de calcio que incluye a la Sucrose non-
Fermenting 1 (SNF1) de levaduras y a la AMP-activated Protein Kinase (AMPK) de
mamiferos (Hardie, 2007; Halford y Hey, 2009). En plantas, esta familia de cinasas se
compone por 38 miembros los cuales pueden ser divididos en tres subfamilias: SnRK1,
SnRK2 y SnRK3. Tanto las cinasas tipo SnRK1 como las SnRK2 incrementan su
actividad cuando las plantas se encuentran en condiciones de deficiencia de Pi,
mientras que las tipo SnRK3 son cinasas distintivas de plantas que coordinan las

respuestas a estrés osmatico (Figura 4).
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Figura 4. Diagrama de secuencias de la familia AMPK/SNF1/SnRK. El mapa representa la
relacion evolutiva entre las proteinas con base al alineamiento de sus dominios cataliticos. En
naranja se define el grupo AMPK (Homo sapiens), SNF1 (S. cerevisiae) y SnRK1
(Arabidopsis thaliana). En azul se representa la familia SnRK2 y en amarillo la familia ShnRK3
siendo la familia con mayor numero de miembros (Modificado de Halford y Hey, 2009).

La familia de cinasas AMPK/SNF1/SnRK1 se activa por condiciones de estrés
energético, permitiendo la homeostasis y la sobrevivencia del organismo al acelerar
procesos catabdlicos y limitar el metabolismo anabdlico (Ghillebert et al., 2011). Su
funcidn la realizan a través de la fosforilacién directa de enzimas reguladoras de rutas
metabdlicas y por medio de la reprogramacion transcripcional (Baena-Gonzalez et al.,
2007) a través de la regulacion de factores de transcripcion (Figura 5).

Como regulador enzimatico, las SnRK1 estan implicadas en el control del metabolismo
del carbono a través de la fosforilacién directa de enzimas (Halford y Hey, 2009). Al
momento se han documentado algunas proteinas como blanco de la SnRK1, entre ellas
la 3-hidroximetil-3-metilglutaril-CoA reductasa (HMG-CoA reductasa) que participa en la
sintesis de esteroles e isoprenoides, la sacarosa fosfato sintasa (SPS) que se relaciona
con la sintesis de sacarosa, la nitrato reductasa (NR) involucrada en la asimilacién de
nitrégeno y la trehalosa fosfato sintasa (TPS), una enzima reguladora de la sintesis de
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trehalosa-6-P (Coello et al., 2011) (Figura 5). Las SnRK1 regulan el metabolismo y la
expresion génica a través de factores de transcripcion y se ha estudiado a la familia de
factores transcripcionales bZIP como la mayor respuesta transcripcional mediada por
este complejo enzimatico (Baena-Gonzalez et al., 2007). Por otro lado la transduccién
de sefiales en respuesta a condiciones de altas temperaturas y sequia esta mediada
por la hormona ABA, la cual activa diferentes genes que le permiten a la planta
adaptarse a estas condiciones ambientales, algunas de estas senales estan mediadas

por la familia de cinasas tipo SnRK2 (Coello et al., 2012).

Regulacion del metabolismo

Regulacion por fosforilacion directa
HMG-qu ~ SPS NR __TPS
Sintesls de Sintesis e asmilacidn de  Sintesis de ¢ - i
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Regulacion Redox

Desarrollo y crecimiento

Figura 5. La SnRK1 como regulador energético global de la planta. EI complejo
heterotrimérico SNnRK1 desata diversas respuestas celulares. En procesos sistémicos, la
SnRK1 esta implicada en procesos de desarrollo, crecimiento y reproduccion; en la regulacion
del metabolismo a través de modificaciones post-traduccionales y el aumento en los niveles
de expresion de transcritos cuyas proteinas tienen importancia metabdlica, entre otras;
indirectamente, la SnRK1 estimula la actividad de la AGPasa, enzima involucrada en la
sintesis de almidén, regulandola mediante su estado redox y transcripcionalmente
(Modificado de Polge y Thomas, 2007).
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La familia de las SnRK2 se clasifica en tres grupos dependiendo de su respuesta al
acido abscisico (ABA). Son cerca de 145 a 160 aminoacidos mas pequefas que las
SnRK1, presentandose en un tamano cercano a los 40 kDa. Las proteinas
SnRK2.2/2.3/2.6 son reguladores positivos de la sefial de ABA en Arabidopsis thaliana
(Mizoguchi et al., 2010), estas cinasas fosforilan a factores transcripcionales
responsables de la expresion de genes que responden a ABA, asi como a canales
ibnicos que controlan la homeostasis osmatica, protegiendo a la planta de
deshidratacion o altas concentraciones de sales mediante el cierre de estomas
(Yoshida et al., 2002).

La familia de las SnRK3 esta involucrada en respuesta a estrés osmético provocado por
concentraciones altas de iones; interaccionan con proteinas que unen calcio por lo que
son consideradas calcio dependientes. Son parte de la via de sefnalizacion conocida
como Salt Overly Sensitive (SOS) (Liu et al., 2000) que regula la homeostasis idnica,
donde el complejo SOS2/SOS3 fosforila y activa el transportador SOS1, permitiendo
controlar el equilibrio de sales al interior de la célula; el genoma de Arabidopsis codifica

para 25 SnRK3, siendo la familia con mayor numero de miembros.

1.5.1 Estructura de los complejos cinasa SNF1/AMPK/SnRK1

Esta familia de proteinas cinasas se componen por complejos heterotriméricos,
constituidos por una subunidad catalitica o. y dos subunidades reguladoras, una f§ y otra
v (Hardie, 2007). Esta conformacién es necesaria para que la proteina, en conjunto
tenga actividad de cinasa. El numero de complejos que se pueden formar varia

significativamente entre organismos (Figura 6).

Yeast A. thaliana Mammals

SNF4
GALS3 \— AMPsz
SIP12
KINB1/2/3

Figura 6. Composicion del complejo heterotrimérico AMPK/SNF1/SnRK de diferentes
organismos. Subunidad catalitica o (rojo), subunidad p (azul) y la subunidad y (verde)
(Modificado de Ghillebert et al., 2011).
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En Saccharomyces cerevisiae existe un gen que codifica para una subunidad catalitica
a (Snf1), tres genes que codifican para las subunidades 3-SNF1 (Sip1, Sip2 'y Gal83) y
un gen que codifica para la subunidad y-SNF1 (Snf4); asi tres complejos diferentes de
SNF1 pueden formarse. En mamiferos, existen dos genes que codifican para la
subunidad catalitica (a7 y a2), dos para las subunidades reguladoras p (81y 2) y tres
genes de las subunidades y (y7, y2 y y3). En Arabidopsis thaliana se han identificado
tres genes para las subunidades cataliticas pero solo dos de ellos se expresan, KINa1'y
a2, tres genes para las subunidades B-SnRK1 (KINg1, 2 y 3) y un gen para la
subunidad y (Polge y Thomas, 2007). La subunidad o es esencial debido a que
presenta un grado alto de conservacion entre las especies en las que se ha estudiado,
las subunidades cataliticas de estos complejos presentan una identidad aproximada al
48%, pero si se restringe el analisis al dominio de cinasa, comparten entre el 60 y 65%
de la secuencia respecto a sus homélogos en mamiferos y levaduras (Halford y Hey,
2009). Dada la presencia de multiples subunidades, en plantas también se favoreceria
la presencia de diferentes complejos que pudieran tener funciones especificas
(Ghillebert et al., 2011).

1.5.2 La SnRK1 en la regulacion de las PSR en planta

La actividad de SnRK1 se modifica durante la deficiencia de fosfato, lo cual abre la
posibilidad de la participacién de este complejo enzimatico en la regulacién de enzimas
metabdlicas y factores transcripcionales durante periodos de estrés energético (Fragoso
et al., 2009; Trejo, 2016). Una relacion que existe entre la sefalizacion de la deficiencia
de Pi con la SnRK1, es que la actividad de SnRK1 es modulada por la presencia de
sacarosa (Baena-Gonzalez et al., 2007) y que las PSR se ven intensificadas por la
presencia de este carbohidrato (Hammond y White, 2008). Se han documentado
cambios en los perfiles transcriptomicos durante la deficiencia de fosfato, dependientes
de la actividad de SnRK1. La mutante de la subunidad catalitica a1 de la ShnRK1 de A.
thaliana creciendo bajo condiciones de deficiencia de Pi, modifico la transcripcion de

genes involucrados en el metabolismo de carbohidratos (Fragoso et al., 2009).
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Capitulo 2
ANTECEDENTES INMEDIATOS

Resultados obtenidos en nuestro laboratorio de investigacién han demostrado que el
complejo enzimatico SnRK1 participa en la regulacion de las respuestas de las plantas
a la deficiencia de fosfato (PSR). Una de estas respuestas es la acumulacién de
almidon observada en mutantes de la subunidad catalitica a1 de la SnRK1 de
Arabidopsis en comparacion con lo que ocurre en plantas silvestres sometidas a
deficiencia de Pi. Ademas, existe una modificacion en la reprogramacion transcripcional
en estos mutantes cuando son sometidos a deficiencia de Pi (Fragoso et al., 2009). Un
perfil de actividad de cinasas de la familia SnRK1 obtenido a partir de extractos
proteicos de hojas de Arabidopsis thaliana crecidas en condiciones normales y
deficientes de Pi demostré un pico de actividad en fracciones que tienen un peso
molecular entre 150 kDa y 250 kDa (Figura 7) lo que concuerda con el peso molecular
predicho para el complejo enzimatico (Nunes et al., 2013). Es posible observar que en
deficiencia de fosfato la actividad incrementa considerablemente indicando una
estimulacion de la actividad de SnRK1 en este intervalo de peso molecular y menores a
150 kDa, pudiendo existir en este rango cinasas de la familia SnRK2 (Coello et al.,

2012), reflejando asi la posible participacion de esta familia de cinasas en las PSR.
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Figura 7. Actividad de SnRK de fracciones obtenidas por cromatografia de
exclusion molecular de un extracto proteico de hojas de Arabidopsis thaliana
crecidas en suficiencia y deficiencia de fésforo (Guerrero, 2012).

Un analisis a nivel de transcrito en plantulas de Arabidopsis indica que en deficiencia de
fosfato, uno de los miembros de las cinasas de la familia SnRK2, la ShnRK2.6, aumenta
su expresion (Coello et al., 2012); estudios anteriores en el laboratorio revelaron que a
nivel de proteina, la expresion de SnRK2.6 se encuentra en hojas y no en raices y que
la cantidad de proteina aumenta ligeramente en plantulas sometidas a una deficiencia
nutrimental (Castillo, 2014). Con estas evidencias que relacionan a la familia de las
SnRK’s en las PSR, se realizé una busqueda de posibles proteinas blanco de la SnRK1
utilizando el programa ScanProsite, encontrando tres proteinas con una secuencia
consenso de fosforilacién para SnRK y que estan involucradas en las respuestas a la
deficiencia de fosfato: la fosfoenol piruvato carboxilasa (PEPC), la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa no fosforilante (np-G3PDH) y el factor de transcripcion PHRA1.
Los ensayos in vitro realizados en nuestro grupo de laboratorio revelaron que la np-
G3PDH y la PHR1 son fosforiladas al utilizarse un purificado parcial de SnRK1 (Figura
8) (Trejo, 2016).
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Figura 8. Proteinas fosforiladas por un extracto parcialmente purificado de
SnRK1 obtenido a partir de plantulas crecidas en suficiencia y deficiencia de Pi.
La autorradiografia revela la incorporaciéon de P 3 las proteinas. Se observa que no
hay diferencia en el grado de fosforilacion en ambas condiciones de crecimiento (Trejo,
2016).

El analisis de la secuencia de PHR1 identifica dos sitios potenciales de fosforilacion en
la Ser11 y Ser304 que tedéricamente pueden ser reconocidos y fosforilados por cinasas
de la familia SnRK (Figura 9), por esta razon es interesante determinar si uno o ambos

sitios son blanco de la actividad de cinasa tipo SnRK.

-5 -3 +3 +4
Met Xxx  Arg Xxx  Xxx Xxx  Xxx  Xxx | Leu
Leu Lys Thr Leu Phe
Val His Phe lle
Phe Arg lle Met

lle Met  Val

Val

Hyd Xxx ~Bas Xxx Xxx JSEIEM Xxx Xxx Xxx = Hyd consenso
Hyd Xxx ~ Bas Xxx Xxx [ESEISM Xxx Xxx = Hyd  Xxx

Val His Arg Ser Gly Ser Arg Asp Leu Thr PHR1(S11)
leu Glu His lle Thr Ser Leu Asp Leu Lys PHR1(S304)

Figura 9. Sitios de fosforilacion de la PHR1. Los sitios putativos de fosforilacién por parte
de las cinasas de la familia SnRK en la PHR1 se encuentran en la Ser11 y Ser304.
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2.1 Hipétesis
Complejos enzimaticos de la familia SnRK, reconocen y fosforilan la Ser11 y la Ser304

presentes en la secuencia del factor de transcripcion PHR1.

2.2 Objetivo general
Identificar los sitios de fosforilacion por cinasas de la familia SnRK en el factor de

transcripcion PHR1 mediante la mutagénesis dirigida.

2.2.1 Objetivos particulares
1. Obtener el cDNA de PHR1 y clonarlo en el vector pPGEM-T Easy y en el vector de
expresion pET28b.
Obtener las mutantes Phr1-1 (S11A), Phr1-2 (S304A) y Phr1-DM (S11A S304A).
Expresar las proteinas recombinantes en células de E. coli BL21-RIL.
4. Realizar ensayos de fosforilacidn con purificaciones parciales de SnRK1 y con la

proteina recombinante SnRK2.6.
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Capitulo 3

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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Capitulo 4
MATERIALES Y METODOS

4.1 Clonacion de la construccion PHR1 en el vector de expresion pET28b
4.1.1 Diseno de los oligonucleétidos especificos para clonar PHR1 en el vector
pET28

A partir de la secuencia de nucleétidos de PHR1 (AT4G28610.1) obtenida de la base de

datos de TAIR, se disefaron los siguientes oligonucleotidos (Sigma-Aldrich):
fwd wt: 5 CCG GAA TTC GAT GGA GGC TCG TCCAGTTCA Z

revwt: 5 CCC AAG CTT ATT ATC GAT TTT GGG 3’

El oligonucledtido forward (fwd) adiciona el sitio EcoR/ (en verde) a un extremo de la
doble cadena del inserto y el oligonucledtido reverse (rev) introduce el sitio Hindlll (en

azul) al otro extremo de la doble cadena del inserto.

4.1.2 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Utilizando el plasmido purificado pGEM-PHR1 que contiene el cDNA de PHR1 y
utilizando los oligonucleétidos mencionados en el punto anterior, se llevdé a cabo la
reaccion de PCR bajo las siguientes condiciones: a un tubo eppendorf para PCR se
agregaron 2.5 yL de amortiguador de PCR 10X, 1.5 uyL de MgCl, (25 mM), 0.5 uL de
dNTP (10 mM), 1 uL del oligonucleétido fwd (10 uM), 1 pL del oligonucledtido rev (10
pMM), 0.5 L del plasmido pGEM-PHR1 (200 ng/uL), 0.3 uL de la enzima Taq polimerasa
(1 U/uL), a un volumen final de 25 pL. Las condiciones de reaccion fueron las
siguientes: 1 ciclo a 96°C por 2 minutos y 35 ciclos con periodos de 96°C por 0.20
minutos, 55°C por 0.30 minutos, 72°C por 4 minutos con una extension final a 72°C por
7 minutos.

Los oligonucledtidos ademas de ayudar a la amplificacion de los insertos, adicionan
sitios de restriccidn; el fwd adiciona el sitio EcoRl a un extremo de la doble cadena,

mientras el rev adiciona el sitio Hindlll al otro extremo de la doble cadena del inserto.
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4.1.3 Electroforesis en geles de agarosa para separar acidos nucleicos

Los geles de agarosa se prepararon al 1% en amortiguador TAE 1X (40 mM Tris-HCI,
20 mM &cido acético glacial, 1 mM etilendiaminotetraacético (EDTA) pH 8.0 y 1 yL/mL
bromuro de etidio). Las muestras se prepararon agregando amortiguador de carga que
contiene 0.25% de azul de bromofenol, 0.25% de xilen cianol, 0.25% de ficoll 400. La

electroforesis se realizé utilizando un voltaje constante de 100 V.

4.1.4 Purificacion de DNA de geles de agarosa
Los fragmentos amplificados por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se
purificaron utilizando el kit commercial PureLink™ Quick Gel Extraction (invitrogen™)

siguiendo el procedimiento establecido por la casa comercial.

4.1.5 Ligacién del cDNA de PHR1 en el vector de clonacién pGEM-T Easy
El cDNA de PHR1 puro se ligé al vector de clonacién pGEM-T Easy de Promega,

siguiendo el protocolo descrito por la casa comercial.

4.1.6 Transformacion de células competentes E. coli DH5a

Las células competentes DH5a (cada alicuota contiene 100 uL de células) se
descongelaron en hielo por 10 minutos y se les agregd 5 pL de la reaccion de ligacidon
para incubarlas en hielo durante 30 minutos. Se aplicé un choque térmico a 42°C por 30
segundos y las células se incubaron en hielo por 2 minutos. Se les agregé 400 uL de
medio Luria Bertani (LB) estéril y se incubaron a 37°C en agitacién constante (200 rpm)
por 2 horas. Las células se plaquearon en cajas con medio LB-Ampicilina (LB/Amp)
(100 pg/mL) que contenia 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopirandsido (X-Gal) (50
pg/mL) e isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) (1 M) y se incubaron a 37°C
durante toda la noche.

Se seleccionaron colonias de color blanco y se incubaron en medio liquido LB-Amp a
37°C con agitacién constante durante toda la noche. Se purificaron los plasmidos de las
colonias seleccionadas utilizando el kit comercial GenElute™ Plasmid Miniprep Kit

(Sigma-Aldrich), de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial.
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Para verificar que el inserto se encuentra incorporado al vector, se realizé un ensayo de
restriccién con la enzima EcoR/ (invittogen™) y con la enzima Hindlll (New England

BioLabs™ Inc.) y el producto de la reaccién se separé en un gel de agarosa.

4.1.7 Obtencién y purificacién del vector de expresiéon pET28b

Se sembraron células de Escherichia coli que contenian el plasmido pET28b en medio
LB-Kanamicina (LB/Kan) (50 pg/mL) y el plasmido se purifico utilizando el kit comercial
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma-Aldrich). El fragmento de DNA obtenido
después de la digestion se purificé utilizando el kit comercial PureLink™ Quick Gel
Extraction (invitrogen™). El plasmido se digirié con las mismas enzimas de restriccion,
se tratdé con 1 pL de fosfatasa alcalina (10 U/uL) durante 20 minutos a 37°C y se aislo

utilizando la misma metodologia descrita anteriormente.

4.1.8 Ligacién del cDNA de PHR1 en el vector de expresion pET28b

Para realizar la reaccion de ligacion se utilizaron 4 uL de pET28b (200 ng/uL), 1 uL de
amortiguador de ligacion 10X, 3 uL de PHR1 purificado (600 ng/uL), 1 yL de la enzima
ligasa (3 U/uL), en un volumen final de 10 pL. Posteriormente, células competentes E.
coli DH5a. se transformaron con la reaccion de ligacion.

Se tomaron muestras de aquellas colonias que crecieron en medio LB/Kan para crecer
cultivos liquidos. Los plasmidos se purificaron con el kit comercial GenElute™ Plasmid
Miniprep Kit (Sigma-Aldrich) siguiendo las indicaciones de la casa comercial. Una vez
purificados se realizé un ensayo de restriccion con EcoRl 'y Hindlll para verificar que el
inserto se hubiera incorporado correctamente al vector pET28b. Finalmente, para
corroborar que la construccion fuera la correcta, se envid a secuenciar a la Unidad de

Secuenciacion del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
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4.2 Disenio de los oligonucleétidos especificos para clonar a los mutantes
Phr1-1, Phr1-2'y Phr1-DM en el vector pET28b

Para la obtencién del mutante Phr1-1 se disefid un oligonucleétido (Sigma-Aldrich) en
direccion fwd (MPhr1-1) que inserta la mutacion, en negritas. El oligonucleétido en

direccion rev es el mismo que se utiliza para amplificar y clonar a PHR1 en pET28b.

MPhr1-1: 5 ATG GAG GCT CGT CCA GTT CAT AGA TCA GGT GCG AGA GAC 3

Para la obtencién del mutante Phr1-2 se disefiaron dos oligonucleétidos (Sigma-
Aldrich), donde ambos insertaron la mutacién (en negritas), uno en direccion rev
(MAPhr1-2) y otro en direccion fwd (MSPhr1-2):

MAPhr1-2: 5 TAT CCC ACC TTT CAA ATC AAG CGC TGT TAT ATG TTC AAG CGG 3’

MSPhr1-2: 5 CCG CTT GAA CAT ATA ACA GCG CTT GAT TTG AAA GGT GGG ATA 3’

El oligonucledtido MAPhr1-2 y el oligonucledtido fwd wt amplifican un fragmento,
mientras el oligonucleétido MSPhr1-2 y el oligonucleétido rev wt amplifican otro
fragmento, que posteriormente se alinean para formar una sola doble cadena con la
mutacion.

Para amplificar y clonar el doble mutante (Phr1-DM) en el vector pET28b se parti6 del
cDNA molde de Phr1-2, se utilizd el oligonucleétido MPhr1-1y el oligonucledtido rev wt.

El procedimiento exacto para llevar a cabo la mutagénesis se describe en el Anexo I.

4.2.1 Transformacion de células competentes E. coli BL21-RIL
Se transformaron células competentes BL21-RIL con las construcciones pET28b-PHR1,
pET28b-Phr1-1, pET28b-Phr1-2 y pET28b-Phr1-DM siguiendo el mismo protocolo que

se utiliza para la transformacion de células E. coli DH5a.
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4.3 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes PHR1 vy
mutantes por el método de desnaturalizacién y renaturalizaciéon en columna
Para la expresion de proteinas recombinantes, se tomd una colonia de E. coli BL21-RIL
transformada con los plasmidos pET28b-PHR1, pET28b-Phr1-1, pET28b-Phr1-2 y
pET28b-Phr1-DM, se inoculd en tubos con 5 mL de LB/Kan (100 pg/mL) estériles, y se
incubaron a 37°C con agitacion constante toda la noche. De cada precultivo, se tomé un
volumen para inocular matraces que contienen 50 mL de medio LB/Kan, que se
incubaron a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.9-
1.0 a 600 nm. Posteriormente, para poder obtener los mayores niveles de expresion de

proteina para cada construccién, se probaron las siguientes condiciones (Tabla 1):

Tabla 1. Temperaturas de crecimiento y concentraciones de inductor IPTG probadas para
establecer la mejor sobreexpresion de las proteinas recombinantes.

Temperatura | 18°C 18°C 18°C 30°C 30°C 30°C

IPTG (mM) 0 0.5 1 0 0.5 1

*La induccion a 18°C dura 18 horas, mientras la inducciéon a 30°C dura 3 horas, todas

en agitacion constante (200 rpm).

Los cultivos se centrifugaron a 3,000 x g durante 20 minutos, se desechd el
sobrenadante y las pastillas celulares se almacenaron a -70°C hasta su uso.

La pastilla celular se resuspendié en 8 mL de amortiguador de lisis con clorhidrato de
guanidina (CHsN3s-HCI 6 M, NaH,PO4 20 mM pH 7.8, NaCl 500 mM). El extracto se
mantuvo en movimiento suave durante 10 minutos a temperatura ambiente para
promover la lisis, posteriormente se sonicé a una amplitud de 21 y 2 pulsos de 15
segundos utilizando un sonicador Sonics Vibra-Cell 37754. El extracto se centrifugd a
3,000 x g por 15 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante se transfiri6 a un
tubo nuevo. Para llevar a cabo una electroforesis SDS-PAGE con muestras en
amortiguador de lisis con clorhidrato de guanidina fue necesario diluir o dializar las
muestras antes de proceder para prevenir la precipitacion del duodecilsulfato sédico

(SDS). Los extractos de cada tratamiento se prepararon con amortiguador de carga 5X
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(Tris 1 M pH 6.8, glicerol, SDS 1%, azul de bromofenol 10%, DTT) y las proteinas se
separaron en un SDS-PAGE al 12%.

Para la expresion de volumenes mas grandes de cultivo, las células de cada
construccion crecidas toda la noche, se inocularon en matraces que contenian 50 mL
de medio LB/Kan. Se crecieron a 37°C con agitacion constante hasta llegar a una
densidad optica de 0.9-1.0 a 600 nm. La expresion de la proteina se indujo agregando
IPTG a la concentracién apropiada y a la temperatura mas favorable, siguiendo el
protocolo descrito con anterioridad.

Para la purificacion de la proteina recombinante, se equilibraron 2 mL de la resina
ProBond™ Purification System (Life Technologies) con 6 mL de amortiguador de unién
desnaturalizante (CHsN3s-HCI 8 M, NaH,POs 20 mM pH 7.8, NaCl 500 mM). Se
colocaron los 8 mL de lisado junto con la resina equilibrada, la cual se mantuvo en
agitacion constante durante 20 minutos a temperatura ambiente para favorecer la unién.
La resina se dejo asentar por gravedad y se colecté la fraccidn no unida. La columna se
lavé con el amortiguador de union. Posteriormente, se utilizaron 4 mL de amortiguador
de lavado desnaturalizante (CHsN3-HCI 8 M, NaH,PO4 20 mM pH 6, NaCl 500 mM)
resuspendiendo la resina por inversién durante 2 minutos y colectando la fraccion. Este
paso se repitidé una vez mas. El siguiente lavado se realizé con 8 mL de amortiguador
de lavado nativo (NaH,PO4 50 mM, NaCl 0.5 M e imidazol 20 mM) resuspendiendo la
resina por inversion durante 2 minutos como se describié anteriormente y este paso se
repitid dos veces mas.

Finalmente, la proteina ahora nativa se eluyé con 6 mL de amortiguador nativo
(NaH,PO4 50 mM, NaCl 0.5 M e imidazol 250 mM), y se colectaron fracciones de 1 mL,

se conservaron a 4°C hasta su analisis por SDS-PAGE.

4.3.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecilsulfato sédico (SDS-
PAGE)

La separacion de proteinas en un gel SDS-PAGE se realizé de acuerdo al protocolo
establecido por Laemmli, 1970. Las proteinas se mezclaron con el amortiguador de

carga 5X y se desnaturalizaron a una temperatura de 80-90°C durante 5 minutos. Las
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proteinas se separaron a través de un gel al 12% de la mezcla de acrilamida y un gel
apilador al 3%. En algunos casos se usaron geles con un porcentaje de acrilamida del
10%, para una separacion optima de las proteinas de interés.

La electroforesis se realizé con solucion amortiguadora de corrida (25 mM de Tris-HCI
pH 8.3, 192 mM de glicina y 0.1% (m/v) de SDS) con un voltaje constante de 130 V. Las

proteinas se tifieron con azul de Coomassie.

4.3.2 Microdialisis

Las fracciones que contienen proteina pura y en concentracion considerable se
dializaron para retirar el exceso de sales utilizando un dispositivo con las tapas de tubos
eppendorf en donde se anaden 200 uL de la fraccién proteica, el compartimento se
sella con una membrana de celulosa (Sigma-Aldrich) que retiene proteinas mayores a
14 kDa. Los dispositivos se sumergen en amortiguador 50 mM Tris-HCI ajustado a pH

7.8 y se deja en agitacidén constante a 4°C durante toda la noche.

4.3.3 Cuantificacion de proteina por el Método Colorimétrico de Bradford

Para conocer la concentracion de proteina en las fracciones colectadas se emple6 el
método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976), utilizando el stock 5X del reactivo
Quick Start™ Bradford protein assay (Bio-Rad). Se construyé una curva de calibracion
con solucion de albumina sérica bovina (BSA) partiendo de una solucion concentrada

de ésta (1 mg/mL) (Tabla 2), la cantidad de proteina para cada punto fue la siguiente:

Tabla 2. Volumenes empleados de BSA para la construccion de la curva de calibracion.

Volumen de BSA Volumen de agua Volumen de Reactivo Masa de BSA
1 mg/mL (uL) ({T] ) de Bradford 5X (pL) ‘ (Hg)
0 800 200 0
2 798 200 2
4 796 200 4
6 794 200 6
8 792 200 8
10 790 200 10
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Se registro la absorbancia en el espectrofotometro (Ultrospec, 2000) a una longuitud de
onda de 595 nm utilizando una celda de plastico de 1 mL.

Las absorbancias que se obtienen en la curva patron se utilizan para realizar un ajuste
y conocer la ecuacion de la recta (y=mx+b), en donde y = es la absorbancia, x = ug de
proteina, m = pendiente y b = ordenada al origen, determinando también la linearidad
de la recta (valor de r).

Para preparar las muestras a analizar, se tomaron 20 uL de la muestra proteica, se le
agregaron 200 pL de reactivo de Bradford y la mezcla se llevé a 1 mL con agua. Leer la
absorbancia de la misma forma que con la curva patron y calcular la cantidad de
proteina interpolando el valor de la absorbancia obtenida para cada muestra en la

ecuacion de la recta de la curva patron.

4.3.4 Western blot
Las proteinas separadas en el SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de
polivinilidenofluoruro (Immobilon-P Millipore), la transferencia se realiza utilizando un
sistema humedo con un voltaje constante de 100 V durante una hora en frio, utilizando
un amortiguador de transferencia (124 mM de Tris-HCI, 96 mM de glicina y metanol al
20% viv).
Posterior a la transferencia, la membrana se tifié con colorante rojo de Ponceau (0.1%
rojo de Ponceau y 5% &acido acético), y se eliminé lavando la membrana con agua
destilada para observar el patréon de proteinas transferidas. La membrana se bloqued
con una solucion de leche desgrasada en polvo al 5% (m/v), en PBST (amortiguador
fosfato salino con Tween 20; NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH,PO4 18
mM y 0.1% de Tween 20) durante una hora con agitacion constante a temperatura
ambiente. Después se agregd una solucion de 5% (m/v) de leche desgrasada en PBST
con el anticuerpo primario (anti-His Cell Signaling Technology) a una dilucion de
1:10,000 y se dejo en incubacion toda la noche a 4°C con agitacion constante.
La membrana se lavo con PBST tres veces a intervalos de 10 minutos. Se adicioné el
anticuerpo secundario (anti-conejo) a una dilucion de 1:50,000 en PBST y se dejo
incubar por una hora con agitacién constante a temperatura ambiente. La membrana se
lavé tres veces con PBST a intervalos de 10 minutos y se reveld con el kit Immobilon
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Western Chemiluminescent (Millipore) siguiendo las especificaciones de la casa
comercial, detectandose la quimioluminiscencia en el equipo ChemiDoc MP System
(BioRad).

4.4 Expresion y purificaciéon de la proteina SnRK2.6

Para iniciar los experimentos de expresion, se transformaron células de E. coli BL21-
DE3 con la construccion pGEX-SnRK2.6, siguiendo el protocolo descrito para la
transformacion de células E. coli DH5a. Las condiciones Optimas de expresion de
proteina se encuentran bien descritas en un trabajo anterior (Castillo, 2014).
Brevemente, la expresion se realizé6 en 50 mL de medio LB-Amp (100 pg/mL), con 1
mM de IPTG, a 37°C por 3 horas. El cultivo se centrifugd por 5 minutos a 3,600 x g, se
descarto el sobrenadante y la pastilla se resuspendié con 7.5 mL de PBS 1X (NaCl 140
mM, KCI 2.7 mM, Na;PO4 10 mM, KH,PO4 18 mM, pH 7.3) con 1 mM de PMSF y 1
mg/mL de lisozima. La mezcla bacteriana se incub6é por 30 minutos a temperatura
ambiente y se sonicd con una amplitud de 21 y dos pulsos de 15 segundos (Sonics
Vibra-Cell). El extracto se centrifugd a 7,200 x g por 15 minutos y la fraccidén soluble se
utiliza para continuar con la purificacion.

Se utilizé la columna de afinidad Glutation-Agarosa (Sigma-Aldrich) equilibrada con 10
mL de PBS 1X. La mezcla resina-fraccion soluble se incubd en agitacion constante por
1 hora a 4°C. Pasado el periodo de incubacién, la mezcla se centrifugé a 4,600 x g por
10 minutos y el sobrenadante (fraccién no unida) se descarté. La resina se resuspendio
con 3 mL de PBS 1X y se colocd nuevamente en la columna para ser lavada con 5
volumenes de PBS 1X. Las proteinas unidas se eluyeron con 10 mL de amortiguador
de elucién que contiene 50 mM de Tris y 10 mM de glutatién a pH 8.0; se recolectaron

fracciones de 1 mL las cuales se analizaron en una electroforesis SDS-PAGE.

4.5 Ensayos de fosforilacion in vitro
Para llevar a cabo los experimentos de fosforilacion con la cinasa SnRK1 sobre las
proteinas recombinantes de PHR1, se obtuvo previamente una fraccidén parcialmente

purificada de hojas de Arabidopsis (Guerrero, 2012; Trejo, 2016). Para el ensayo de
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fosforilacién, la mezcla de reaccion de cinasa contiene 40 mM de HEPES pH 7.5, 5 mM
de MgCly, 200 pM de adenosin trifosfato (ATP) que incluye 2 uCi de y->*P ATP (3,000
mCi), 4 mM de DTT, 1X de inhibidor de proteasas (Sigma-Aldrich), 1X de inhibidor de
fosfatasas, 2 ug de cada una de las proteinas y 1.5 pg de la SnRK1 purificada en un
volumen final de 20 pL. La reaccién inicia al agregar la cinasa incubando la mezcla por
30 minutos a 30°C. Transcurrido este tiempo, se agregé solucion amortiguadora de
carga para detener la reaccidon. Las muestras se separaron en un gel de poliacrilamida
al 12% vy las proteinas se transfirieron a una membrana de polivinilidenofluoruro
(PVDF). La fosforilacion se detectdé por exposicion de la membrana a una pelicula de
rayos X (GE™ Technologies) durante tres dias a -70°C en un cassette con pantallas

amplificadoras.
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Capitulo 5
RESULTADOS

5.1 Reaccion en cadena de la polimerasa de PHR1

El cDNA que codifica para la proteina PHR1 se amplific6 mediante PCR con
oligonucledtidos especificos que adicionaron los sitios de reconocimiento de las
enzimas EcoRIl y Hindlll necesarios para futuras clonaciones. En la Figura 10 se
presenta un gel de agarosa con el fragmento amplificado de PHR1 que tiene un tamafo
tedrico de 1230 pb.

AHIII Amplificacion del cDNA de PHR1
pb s
6557 w— —
4361 =
2322 s
2027 =
1230 pb - — [
PHR1

Figura 10. Amplificacion del cDNA de PHR1. Gel de agarosa al 1% tefido con
bromuro de etidio donde en el carril uno se observa el marcador de peso molecular
AHIII, mientras que del carril dos al cinco las bandas que corresponden a la
amplificacion del cDNA de PHR1.
El fragmento amplificado se purific6 del gel para realizar la ligacion al vector de

clonacién pGEM-T Easy.

5.2 Ligacién del cDNA de PHR1 en el vector de clonacion pGEM-T Easy

El fragmento purificado de DNA se ligd al vector pGEM y se aislé el plasmido de cinco
colonias transformantes, para determinar que estuviera incorporado al plasmido pGEM.
Se realiz6 una digestion con las enzimas de restriccion EcoRl'y Hindlll. La digestién del
vector de clonacion con el cDNA dio como resultado la presencia de dos fragmentos en
el gel de agarosa, como se presenta en la Figura 11; la banda superior corresponde al
vector pPGEM-T Easy (3015 pb) y la banda inferior al cONA PHR1 (1230 pb).
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Figura 11. Digestion de pGEM-T Easy-PHR1. En el carril uno se observa el marcador de peso
molecular AHIII, mientras que del carril dos al seis las bandas que corresponden a la liberacién
del cDNA de PHR1 con los sitios cohesivos para las enzimas de restriccion utilizadas (1230 pb);
se observan las bandas que corresponden al vector pGEM en 3015 pb.

El cDNA de PHR1 se purificd de este gel para realizar la ligacion al vector de expresion
pET28b.

5.3 Incorporacion de PHR1 al vector de expresion pET28b
Primeramente se obtuvo y purificé el plasmido pET28b de células E. coli DH5a de

acuerdo a las condiciones establecidas en Materiales y Métodos (Figura 12).

AHIII EcoR1/Hindlll
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Figura 12. Purificacion de pET28b. En el carril uno se observa el marcador de peso
molecular AHIII, mientras que en el carril dos se presenta la banda correspondiente al
plasmido de expresion purificado (5368 pb); digerido con las enzimas de restriccion
EcoRl'y Hindlll.
El cDNA de PHR1 purificado, se ligd al vector de expresion pET28b. La reaccion de
ligacion se utilizé para transformar células DH5a que fueron crecidas en medio sélido

LB con Kanamicina como antibiético selectivo.
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Después de purificar el plasmido de algunas colonias seleccionadas, se realiz6 una
digestion con las enzimas EcoRI y Hindlll para corroborar la incorporacion del inserto en
el vector.

En la Figura 13 se presenta el gel de agarosa con las bandas correspondientes a los
plasmidos purificados de cuatro colonias. Se puede distinguir que en todas las
purificaciones hay una banda ubicada entre el marcador de 6557 pb y 4361 pb, que
corresponde al vector de expresion pET28b (5368 pb), y otra banda por debajo del
marcador de 2027 pb que seria, en teoria, el cDNA de PHR1 (1230 pb).

AHIII CL1 Cl 2 CL3 CL 4
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Figura 13. Digestion con las enzimas EcoRI y Hindlll de la construccion
PET28b-PHR1. En el carril uno se observa el marcador de peso molecular AHIII,
mientras que del carril dos al cinco se presentan las bandas correspondientes al
plasmido de expresion en 5368 pb y el inserto PHR1 en 1230 pb.

Para verificar que la construccién se encontrara en fase y correspondiera al cDNA de
PHR1, se envi6 al Laboratorio de Secuenciacion del Instituto de Fisiologia Celular de la
UNAM.

5.4 Obtencién de mutantes Phr1-1, Phr1-2 y Phr1-DM

5.4.1 Incorporacion de Phr1-1 en el vector de expresion pET28b

Para la obtencion de la mutante Phr1-1 se amplific6 el cDNA utilizando el
oligonucledtido en direccién forward que inserta la mutacion y el oligonucleétido en
direccion reverse que se utilizé para amplificar a PHR1 wt. El inserto se ligoé al vector
pGEM, se transformaron células E. coli DH5a y las transformantes se evaluaron
mediante un ensayo de restriccion con las enzimas EcoR1 y Hindlll. Se ligd el cDNA de

Phr1-1 purificado al vector de expresiéon pET28b, y finalmente se realizdé un ensayo de
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restriccion con las enzimas de trabajo para verificar la incorporacion del inserto en el

vector (Figura 14).

AHIIT Cl1 Cl. 2 ClL3 Cl. 4
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Figura 14. Digestion con las enzimas EcoRl y Hindlll de la construcciéon pET28b-
Phr1-1. En el carril uno se observa el marcador de peso molecular AHIII, mientras
que del carril dos al cinco se presentan las bandas correspondientes al plasmido de
expresion en 5368 pb y el inserto Phr1-1 en 1230 pb.

Para verificar que la construccion se encontrara en fase y tuviera la mutacion que
cambia la S11A, se envid a secuenciar al Laboratorio de Secuenciacion del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM.

5.4.2 Incorporacion de Phr1-2 en el vector de expresion pET28b

Para obtener el cDNA de Phr1-2, se llevé a cabo el protocolo descrito en Materiales y
Métodos. Utilizando esta estrategia, se obtuvieron dos fragmentos de aproximadamente
900 pb y 350 pb (Figura 15).

AHIII

232 B

202 = 1230 pb
agrox. 900 pb T e——T PHR1
aprox. 35( pb

Figura 15. Amplificacion de dos fragmentos de diferente extension. Gel de agarosa
al 1% donde se observa el marcador de peso molecular AHIII, en el carril dos se presenta
el fragmento de 900 pb, en el carril tres el fragmento de 350 pb, mientras que en el carril
cuatro la banda que corresponde al cDNA completo de PHR1 como comparativo.

39



Para la amplificacion del fragmento completo, ambos se purificaron para formar una
doble cadena con extremos protrusibles. Estos fragmentos se extendieron al incorporar
la Taq polimerasa para formar un fragmento de doble cadena. Este fragmento se
amplificé a través de una PCR convencional utilizando los oligonucledétidos para PHR1
wt. En la Figura 16 se presenta el gel de agarosa con el fragmento amplificado del

mutante en 1230 pb aproximadamente.

AHII Amplificacion del cDNA de Phri-2
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Figura 16. Amplificacion del cDNA de Phr1-2. En el carril uno se observa el
marcador de peso molecular AH/Il, mientras que en los siguientes dos carriles las
bandas que corresponden a la amplificaciéon del cDNA mutante.

El cDNA se purificd de este gel para realizar la ligacion al vector de clonacién pGEM-T
Easy. Una vez en el vector de clonacion, se transformaron células E. coli DH5a y las
transformantes se evaluaron mediante un ensayo de restriccion. Se ligd el cDNA de
Phr1-2 purificado, al vector de expresion pET28b, y después de purificar el plasmido de
las colonias resistentes al antibidtico, se realizé un ensayo de restriccion con las
enzimas EcoRl y Hindlll para verificar la incorporacién del inserto en el vector. En la
Figura 17 se puede distinguir que en plasmidos provenientes de dos colonias, se
observan los dos fragmentos de restriccion correspondientes al plasmido y al inserto, en

un peso de 5368 pb para el plasmido y de 1230 pb para Phr1-2.
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Figura 17. Digestion con las enzimas EcoRl y Hindlll de la construcciéon pET28b-
Phr1-2. En el carril uno se observa el marcador de peso molecular AHIII, mientras
que en los siguientes carriles se presentan las bandas correspondientes al plasmido
de expresién en 5368 pb y el inserto Phr1-2 en 1230 pb.

Para corroborar que la construccion se encontrara en fase y tuviera la mutacion S304A,
se envio a secuenciar al Laboratorio de Secuenciacion del Instituto de Fisiologia Celular
de la UNAM.

5.4.3 Incorporacion de Phr1-DM en el vector de expresion pET28b

Para la obtencién de la doble mutante se parti6 del cDNA molde de Phr1-2 que
presenta una mutacién puntual interna, utilizando el mismo oligonucleétido en direccion
forward que se utiliz6 para amplificar a Phr1-1 segun se describe en Materiales y
Métodos.

El inserto amplificado se clon6 en el vector pGEM y posteriormente en el vector de
expresion pET28b; el ensayo de restriccidn con las enzimas EcoRl 'y Hindlll liberaron un

inserto del tamafio esperado para Phr1-DM en 1230 pb (Figura 18).
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Figura 18. Digestion con las enzimas EcoRI y Hindlll de la construccion
pPET28b-Phr1-DM. En el carril uno se observa el marcador de peso molecular
AHIII,  mientras que del carrii dos al cinco se presentan las bandas
correspondientes al plasmido de expresién en 5368 pb y el inserto Phr1-DM en
1230 pb.

Para corroborar que la construccién se encontrara en fase y tuviera las mutaciones
S11A S304A, se envié a secuenciar al Laboratorio de Secuenciacion del Instituto de
Fisiologia Celular de la UNAM.

5.5 Obtencién de las proteinas PHR1 y mutantes

5.5.1 Sobreexpresioén de la proteina recombinante PHR1

La proteina se expres6 en células de E. coli BL21-RIL probandose diferentes
temperaturas de induccion y concentracién de inductor para determinar la condicién que

producia la mayor cantidad de proteina.
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Figura 19. Sobreexpresion de la proteina PHR1. SDS-PAGE tefiido con azul de
Coomassie presentando las fracciones que fueron obtenidas a diferentes temperaturas
de induccion (18°C y 30°C) y con diferentes concentraciones de IPTG (0.5 mM y 1.0
mM). El control se realizé con células E. coli BL21-RIL sin transformar con el plasmido
pET28b.

La proteina PHR1 tiene una masa molecular tedrica de 46 kDa. En este caso, al
clonarse en pET28b, el vector provee una etiqueta de 6 xHis tanto en el extremo amino
como en el carboxilo terminal que eleva su peso molecular aproximadamente a 54 kDa.
En la Figura 19 se aprecia una sobreexpresién que aparece alrededor de los 60 kDa en
aquellos tratamientos donde se indujo con IPTG, existiendo una mayor sobreexpresion
en la fraccion insoluble, es decir, en los cuerpos de inclusion a 18°C y a una
concentracion de inductor de 1 mM. A 30°C se observa una sobreexpresion en ambas
condiciones de induccién, sin embargo el aumento en la cantidad de inductor IPTG no
incrementd la cantidad de la proteina recombinante. Por esta razén, encontrandose la
mayor parte de la proteina en los cuerpos de inclusién a una temperatura de 18°C y a
altas concentraciones de IPTG, se realiz6 la purificacion de esta proteina por el método
de desnaturalizacion y renaturalizacion en columna de afinidad, escalando el
experimento a una temperatura de induccién a 18°C durante 18 horas usando 1 mM de
IPTG.

43



5.5.2 Purificacion de la proteina recombinante PHR1 por el método de
desnaturalizacion y renaturalizacion en columna

La proteina expresada se purific6 mediante una columna con la resina de afinidad
ProBond™; esta resina de agarosa tiene acoplado un atomo de Ni capaz de retener

proteinas con una etiqueta de 6 xHis, facilitando la purificacion.
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Figura 20. Purificaciéon de la proteina PHR1. SDS-PAGE tefiido con azul
de Coomassie presentando las fracciones obtenidas a partir de la
purificacion de la proteina por medio de la resina de agarosa ProBond™.
CIS, cuerpos de inclusion solubilizados; NU, fraccion no unida; L, lavados;
E, elucion.

En la Figura 20 se observa una banda proteica prominente en la fraccion de los cuerpos
de inclusion solubilizados (CIS) y después aparece esa misma banda ahora enriquecida
en la fraccion de elucion E1. Esta proteina corresponderia a la fraccidon renaturalizada.

La purificacion de las proteinas mutantes Phr1-1, Phr1-2 y la doble mutante se
purificaron siguiendo el mismo procedimiento. En la Figura 21 se presenta a las cuatro

proteinas recombinantes purificadas.
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Figura 21. Obtencion de las proteinas purificadas PHR1 y mutantes. SDS-PAGE
tefido con azul de Coomassie donde se observan las bandas correspondientes a las
cuatro proteinas recombinantes, todas éstas en un peso molecular aproximado de 65 kDa.

Para cerciorarse de que las proteinas purificadas fueran las de interés, se realizé un
Western blot utilizando el anticuerpo anti-His que reconoce la etiqueta que tiene la
proteina recombinante, tanto en el extremo amino como en el carboxilo terminal. El
resultado mostré que el anticuerpo reconoce a las cuatro proteinas Phr1, junto con un

control de una proteina recombinante 2, que también tiene una cola de histidinas
(Figura 22).

WT
PHR1 Phri-1 Phri-2 Phri-DM B2
kD
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— T e
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Figura 22. Western blot de las proteinas PHR1 y mutantes. Se utilizé el anticuerpo
anti-His en una dilucién 1:10,000, las cuatro proteinas recombinantes purificadas son
reconocidas por el anticuerpo, todas éstas en un peso molecular aproximado de 65
kDa. La proteina 2 ejercié como control positivo de 6 xHis.
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Para proseguir con los ensayos de fosforilacion, las fracciones eluidas que contienen a
la proteina, se dializaron en un amortiguador 25 mM de Tris-HCI pH 7.8 durante toda la
noche. Las proteinas dializadas se cuantificaron por el método colorimétrico de

Bradford (Bradford, 1976) y se almacenaron a -70°C hasta su uso.

5.6 Obtencion de la proteina recombinante ShnRK2.6

Una proteina cinasa de la familia SnRK2 se ha documentado que se regula por déficit
de fosfato tanto a nivel de transcrito como de proteina. Para determinar si esta
subfamilia de cinasas puede fosforilar a Phr1, se sobreexpresdé la proteina
recombinante SnRK2.6 de acuerdo a condiciones descritas anteriormente en el
laboratorio (Castillo, 2014).

La proteina se purificé a través de una columna de Glutation-agarosa. La Glutation S-
transferasa de Schistosoma japonicum es la que se expresa a partir de la secuencia del
vector pGEX4T2 con un peso molecular de 26 kDa, ésta se encuentra fusionada a la
proteina SnRK2.6 (42 kDa) formando una proteina recombinante con un PM de 68 kDa.
En la Figura 23 se aprecia que la primera elucion se encuentra enriquecida con la
proteina SnRK2.6.
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Figura 23. Purificaciéon de la proteina SnRK2.6. SDS-PAGE tefido con azul de
Coomassie que presenta las fracciones obtenidas a partir de la purificaciéon de la
proteina por medio de la resina de glutation agarosa. La proteina recombinante
SnRK2.6 fusionada a GST se encuentra en un peso molecular aproximado de 70
kDa.
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La fraccidn eluida que contiene a la proteina se dializé en un amortiguador que
contenia 25 mM de Tris-HCI pH 7.8 durante la noche. Una vez dializada, se cuantifico
por el método colorimétrico de Bradford y se almacené a -70°C hasta su uso. Esta

proteina se utilizd para probarse como cinasa de PHR1.

5.7 Ensayos de fosforilacién in vitro

Un trabajo realizado previamente en el laboratorio probé que PHR1 es fosforilada al
utilizarse un extracto parcialmente purificado con actividad de SnRK1 obtenido de hojas
(Trejo, 2016). Se demostré que no existe diferencia en el grado de fosforilacién de
PHR1 usando la actividad enzimatica de SnRK1 de hojas de plantas que crecieron en
suficiencia o deficiencia de Pi (Trejo, 2016), teniendo evidencia de que PHR1 es blanco
de SnRK1 in vitro. Para determinar el sitio sobre el cual esta actuando SnRK1 en el
factor transcripcional, se procedieron a realizar los ensayos de fosforilacion de PHR1 y
de las proteinas recombinantes con la mutacion en la S11A y en la S304A, asi como la
proteina PHR1 con las dos mutaciones para identificar si los complejos enzimaticos de
la familia SnRK, reconocen y fosforilan la Ser11 y la Ser304, presentes en la secuencia

del factor de transcripcion PHR1.
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Figura 24. Fosforilacién in vitro de PHR1. El ensayo se realizé6 sobre PHR1 con un extracto
parcialmente purificado de SnRK1 obtenido de hojas crecidas en un régimen suficiente de Pi. A)
Arriba, membrana tefiida con rojo de Ponceau donde se sefialan las bandas correspondientes a
PHR1 y a las mutantes en un 3peso molecular aproximado de 65 kDa. Abajo, autorradiografia
presentando la incorporacién de ’P alas proteinas por parte del extracto de ShnRK1. B) Réplica del
ensayo de fosforilacion, empleando en esta ocasidn un gel de poliacrilamida tefiido con azul de
Coomassie. Arriba, SDS-PAGE donde se sefialan las bandas correspondientes a PHR1 y a las
mutantes en un ?eso molecular aproximado de 65 kDa. Abajo, autorradiografia presentando la
incorporacion de ’P alas proteinas por parte del extracto de SnRK1. (DM=Doble mutante).

En la Figura 24 se revela el resultado de los ensayos de fosforilacién utilizando un
extracto parcialmente puro de SnRK1 proveniente de hojas crecidas en suficiencia de
fosfato. En ambos experimentos se presenta la incorporaciéon de *?P a las proteinas e
indican que cuando el sitio S304A es modificado hay fosforilacion en el sitio S11 y
cuando el sitio S11A se modifica, existe fosforilacion en el sitio S304. Lo anterior se
confirmé al observar que la doble mutante (S11A S304A) no fue fosforilada. Se
distingue otra banda de fosforilacion que muy probablemente corresponde a la
autofosforilacién de SnRK1. Es importante mencionar que aun cuando ambas proteinas
mutantes son fosforiladas, se aprecia una ligera disminucién de *?P incorporado a la

mutante S304A (Phr1-2) en ambas repeticiones.
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Antecedentes previos demuestran que en deficiencia de fosfato uno de los miembros de
las cinasas de la familia SnRK2, SnRK2.6, aumenta su expresion a nivel de transcrito;
en este estudio se probd si SnRK2.6 podria reconocer a PHR1 como blanco de
fosforilacion.

En la Figura 25 se observa el resultado de los ensayos de fosforilacién sobre PHR1
utilizando a la proteina recombinante SnRK2.6 para probar su actividad de cinasa, en
ambas reproducciones del ensayo las autorradiografias presentan la incorporacion de
%P a la proteina SnRK2.6, no asi a PHRA1.
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Figura 25. Ensayos de fosforilacion sobre PHR1 con la proteina recombinante SnRK2.6. A)
Arriba, membrana tefiida con rojo de Ponceau donde se sefialan las bandas correspondientes a
PHR1 y a las mutantes en un peso molecular aproximado de 65 kDa y las bandas correspondientes
a la recombinante SnRK2.6 en un peso aproximado de 70kDa. Abajo, autorradiografia presentando
la incorporacion de pala proteina SnRK2.6. B) Réplica del ensayo de fosforilacion, empleando en
esta ocasion un gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie. Arriba, SDS-PAGE donde se
sefalan las bandas correspondientes a PHR1 y a las mutantes en un peso molecular aproximado
de 65 kDa y las bandas correspondientes a la recombinante ShnRK2.6 en un peso aproximado de 70
kDa. Abajo, autorradiografia presentando la incorporacion de Pala proteina SnRK2.6.

Cabe mencionar que SnRK2.6 presenté mayor autofosforilacion cuando se puso en
contacto con PHR1 wt y la autofosforilacion siguié un patron de decremento igual al
observado a los ensayos de fosforilacion utilizando un extracto parcialmente puro de

SnRK1, como se observa en las figuras 24 y 25. Cuando SnRK2.6 se pone en contacto
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con la mutante S11A (Phr1-1) la autofosforilacién es menor a la observada con la wt,
cuando SnRK2.6 esta en contacto con la mutante S304A (Phr1-2) el abatimiento es aun
mayor comparado con las incorporaciones de **P anteriores y se demuestra también
que SnRK2.6 no presenta autofosforilacion en contacto con la doble mutante. Estos
resultados parecen indicar que la presencia de las proteinas mutantes de PHR1 abaten

la autofosforilacion de SnRK2.6.
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Capitulo 6
DISCUSION DE RESULTADOS

El crecimiento de las plantas se modula mediante la integracién de sefales endégenas
y exogenas (factores ambientales), basandose en la deteccion y sefializacién ante
cambios en el estado interno y externo de la planta para una Optima y adecuada
respuesta. La red de sefalizacion que involucra la deteccion y disponibilidad de fosfato
en la planta emplea dos tipos de accién, la sefalizacion local y la sistémica. La primera
depende de la concentracién de Pi externo y del paso del Pi hacia el interior de la
célula; y la sistémica depende del estado de Pi a nivel de todo el organismo implicando
una sefalizacion a larga distancia. La senalizacion sistémica se identific6 en un
experimento muy interesante basado en la division de las raices (Split-root) en donde
una parte se colocd en ausencia de fosfato y la otra en presencia del nutrimento. El
analisis transcriptomico global reveld que genes implicados que se estimulan por
deficiencia de Pi en raices, son reprimidos cuando se agrega Pi a las hojas (Thibaud et
al., 2010).

Concentraciones altas de Pi intracelular pueden reprimir algunas respuestas a la
deficiencia de Pi (PSR). En este contexto se entiende al Pi en si como una sefal
temprana para la planta; sin embargo, debido a que el Pi es un nutriente, la supresion
de algunas PSR pueden explicarse como efecto de una nutricién adecuada en lugar de
una sefalizacion por Pi. Existen pruebas convincentes obtenidas de los resultados de la
aplicaciéon de fosfito (Phi) que apoyan la nocién de que el Pi sirve como una molécula
sefalizadora para la planta. El Phi es tomado por las plantas a través de
transportadores de Pi; no puede ser oxidado a Pi o metabolizado una vez dentro de la
célula. En una deficiencia de Pi, la aplicacion exdgena de Phi atenua una amplia gama
de PSR, incluyendo una reduccién en la biomasa de la raiz al brote, crecimiento de
pelos radiculares, acumulacion de antocianinas, remodelacién lipidica y la expresién de
varios genes inducidos por deficiencia de fosfato (PSI) (Ticconi et al., 2001; Varadarajan

et al., 2002) manifestando que el Pi es capaz de actuar como un sefializador inicial.
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PHR1 es un factor de transcripcion con un dominio MYB de unién al ADN y un dominio
de dimerizacion que predice la formacion de homodimeros y heterodimeros. Se conoce
que PHR1 se une como dimero a una secuencia palindromica imperfecta (GNATATNC,
donde N puede ser A, T, G 6 C) conocida como sitio de union a PHR1 (P1BS, PHR1-
binding site) en la region promotora de algunos genes inducidos por deficiencia de
fosfato (PSI) (Rubio et al., 2001; Hu y Chu, 2011). La mutante phr1 presenta una
concentracion de Pi disminuido en condiciones de suficiencia de Pi y una minima
induccién en la acumulacion de antocianinas en respuesta a un déficit de Pi; sugiriendo
que PHR1 regula varios genes que estan involucrados en captacion y transporte de Pi
asi como en la biosintesis y acumulacion de antocianinas (Bari et al., 2006; Nilsson et
al., 2007). Se ha visto que PHR1 podria estar implicada en la interaccién entre el
suministro de P y el metabolismo de carbono debido a que su mutante también
presenta un desacoplamiento en la acumulacion de almidén y que es dependiente de
un déficit nutrimental por Pi (Nilsson et al., 2007). Los niveles de transcrito de PHR1 y
su localizacion nuclear no cambian de acuerdo al estado de Pi de la planta, a pesar de
que PHR1 aparentemente es un regulador positivo de diversos genes inducidos por
deficiencia de Pi. Por esto se ha propuesto que una modificacion post-traduccional, que
es sensible al estado de Pi, altere la actividad de PHR1; una posibilidad es que la
actividad de PHR1 se module a través de la fosforilacion por cinasas de la familia SnRK
que se han implicado en la sefializacién durante estrés energético (Fragoso et al., 2009;
Trejo, 2016). Estudios anteriores han demostrado que la actividad de cinasa de SnRK1
se incrementa en condiciones de deficiencia de Pi (Guerrero, 2012).

Las cinasas de esta familia reconocen sustratos que conservan el dominio
XHX+XXS/TXXXH, donde H son aminoacidos hidrofébicos; +, son aminoacidos de
carga positiva y X es cualquier otro aminoacido (Halford et al., 2003). El analisis de
diversos sustratos que tipicamente se han identificado como enzimas que responden a
deficiencia de Pi, mostré6 que contienen un dominio de reconocimiento a las SnRK's.
Ensayos in vitro de fosforilacibn revelaron que la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa no fosforilante (np-G3PDH), PHR1 y en menor medida PEPC son
fosforiladas por SnRK1 (Trejo, 2016).
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En el analisis de la secuencia de PHR1 se identificaron dos sitios potenciales de
fosforilacién, uno en la Ser11 y otro en la Ser304 que pueden ser reconocidos y
fosforilados por cinasas de la familia SnRK. Con el propésito de determinar cual era el
sitio de fosforilacién se obtuvieron las proteinas recombinantes con la mutacién puntual
en la S11A y en la S304A, asi como la proteina PHR1 con las dos mutaciones. Los
ensayos realizados revelaron que utilizando un extracto parcialmente puro de SnRK1
proveniente de hojas las mutantes S11A y S304A son fosforiladas, indicando que
ambos sitios son fosforilados y reconocidos por la cinasa. Interesantemente, la doble
mutante no presenta fosforilacion, sugiriendo ademas, que esos son los dos unicos
sitios que reconoce la cinasa en PHR1. Resultados obtenidos de la base de datos
PhosPhAt, demuestran que PHR1 se ha encontrado fosforilada en tres sitios diferentes
a los dos identificados en este trabajo o que sugiere que otras cinasas, ademas de
SnRKH1, estan involucradas en su regulacion.

Los ensayos de fosforilacién utilizando a la proteina recombinante SnRK2.6, indicaron
que esta cinasa no fosforila a PHR1. Sin embargo, el hecho de que la autofosforilacién
de la SnRK2.6 se reduzca en presencia de PHR1 y que esa reduccion sea mas
marcada con las proteinas mutantes, podria sugerir que ambas proteinas
interaccionaran y que debido a esa interaccion SnRK2.6 inhiba su autofosforilacion.
Esto requiere de experimentos adicionales que nos permitan contestar esta hipétesis.
Se ha documentado que la expresion de PHR1 a nivel de transcrito y a nivel de proteina
no se modifica en condiciones de deficiencia de Pi (Rubio et al., 2001; Bustos et al.,
2010), por lo que se asume que su capacidad de detectar situaciones de estrés
depende de modificaciones post-traduccionales. Se ha descrito que PHR1 de
Arabidopsis thaliana es sumoilada por la SUMO E3 ligasa AtSIZ1. La conjugacién de
las proteinas de la superfamilia SUMO a sustratos especificos pueden tener efectos
tanto positivos como negativos en la modulaciéon de la interaccion proteina-proteina y
proteina-DNA. En el caso particular de PHR1 no hay evidencias directas del efecto de
la modificacion, pero si se ha descrito que el mutante en AtSIZ1, reduce la induccién de
dos genes (AtIPS1 y AtRNS1) controlados por PHR1, lo que sugeriria una modulacién
positiva (Miura et al., 2005).
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El presente trabajo aporta datos importantes sobre nuevas vias de regulacion de PHR1
a través de modificaciones post-traduccionales por fosforilacion. Se ha descrito que las
cinasas de la familia SnRK juegan un papel muy importante en la respuesta a diversos
estreses en plantas que conducen, entre otras respuestas, a un ajuste metabdlico
celular (Baena-Gonzalez et al., 2008; Fragoso et al., 2009). En Arabidopsis thaliana,
esta familia de cinasas esta compuesta por cerca de 40 proteinas, algunas de las
cuales tienen funciones especificas. La subfamilia de las SnRK1 estan involucradas en
la respuesta a estrés energético y en el desarrollo normal de las plantas, mientras que
las subfamilias SnRK2 y SnRK3 estan mas especializadas en las respuestas a estreses
abidticos como sequia, alta presidon osmaética y concentraciones altas de sal (Coello et
al., 2011). Nuestros resultados indican, que cinasas de la subfamilia SnRK1 fosforilan
en sitios especificos a PHR1, mientras que esta proteina no es reconocida como
sustrato por proteinas cinasas de la subfamilia SnRK2.6. Estos datos concuerdan con
las funciones establecidas para cada una de estas cinasas. Trabajos a futuro tendran
que definir si hay funcién diferencial de los dos sitios de fosforilacion encontrados para
PHR1 y su efecto en la deteccion del estrés energético promovido por la deficiencia de
Pi. Ademas, sera necesario aportar evidencias de la interaccion de estas dos proteinas

in planta.
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6.1 Conclusiones

Cinasas de la familia SnRK1, reconocen y fosforilan la Ser11 y la Ser304 presentes
en la secuencia del factor de transcripcion PHR1. Lo anterior se confirmé al observar
que la doble mutante (S11A S304A) abate la fosforilacion.

La proteina recombinante SnRK2.6 no fosforila al factor de transcripcion PHRA1.

6.2 Perspectivas

Determinar la interaccion de PHR1 y el complejo de cinasa SnRK1 y la localizacién
subcelular de ésta mediante la técnica de fluorescencia por complementacion
bimolecular (BiFC).

Generar plantas mutantes de Arabidopsis thaliana que sobreexpresen a Phr1-DM'y
determinar si hay un apagamiento en la expresion de genes especificos que son

regulados por PHR1.
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Anexo I: Estrategia de mutagénesis
Mutante Phr1-1
Se disend un oligonucledtido en direccion forward (MPhr1-1) que inserta la mutacion
(S11A), utilizando el oligonucleétido rev wt y partiendo del cDNA molde de PHR1
(wt) mediante PCR, se amplifico el cDNA de la mutante Phr1-1 (Figura 26).

PHR1

e RV W
MPhri-1

PCR

. Phri-1

Figura 26. Estrategia de mutagénesis llevada a cabo para obtener el cDNA
de Phr1-1.

Mutante Phr1-2

Debido a la posicion del codon que codifica para el aminoacido a mutar hacia el
extremo carboxilo, fue necesario disefiar dos oligonucleétidos uno denominado
Midantisense, en direccion reverse (MAPhr1-2) y otro Midsense en direccion forward
(MSPhr1-2), ambos son complementarios e insertan la mutacion (S304A), utilizando
los oligonucledtidos fwd wt y rev wt respectivamente y partiendo del cDNA molde del
wt mediante PCR, se obtuvieron dos fragmentos, uno de 900 pb y otro de 350 pb
(Figura 27).
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PHR1

MAPhr1-2 Rev wt
< €«
— ——>
Fwd wt MSPhr1-2
PR |, PR |,
£
$ S
Fragmento 1 (900pb) Fragmento 2 (350pb)

Figura 27. Amplificacion de dos fragmentos de diferente extension.

Estos dos fragmentos se desnaturalizaron para permitir el alineamiento de las cadenas,
y posteriormente, con ayuda de la Taq polimerasa la cadena se elonga formando una
doble cadena que ya tiene la mutacion. Agregando los oligonucledtidos para la wt y
mediante PCR, se amplificé el cDNA de la mutante Phr1-2 (Figura 28).

e 06

Desnaturalizacion

—

ki

Alineamiento

<
<

Elongacion de la cadena

: - - - -

G-

Agregar oligos wt
\ 4

& Rev wt
Fwd wt &
PCR l
4 Phri1-2

Figura 28. Estrategia de mutagénesis llevada a cabo para obtener el cDNA
de Phr1-2.
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Doble mutante
Se partié del cDNA molde de Phr1-2 que tiene una mutacién puntual. Utilizando el
oligonucledtido MPhr1-1y el rev wt mediante PCR, se amplificé el cDNA de la doble
mutante (Phr1-DM) (Figura 29).

Phri-2

<€ Rev wt
MPhri-1 *—>

PCR

3 4 Phri-DM

Figura 29. Estrategia de mutagénesis llevada a cabo para obtener el
cDNA de Phr1-DM.
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Anexo lI: Secuencia de las construcciones PHR1 y mutantes
Secuencia PHR1, sin cambios con respecto a la base de datos de TAIR; en rojo,
etiqueta 6 xHis en ambos extremos de la proteina; en azul, secuencia del

oligonucledtido fwd wt; en verde, secuencia del oligonucledtido rev wt.

TAIR )
PHR1 ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCCG 102
M G s s H H H H H H s s G L v P R G S H M A s M T G G Q Q M G R D P

M E A RPV HR S G S RDZLT RT S S I P ST QXK P S P V E D S

TAIR ——————. ATGGAGGCTCGTCCAGTTCATAGATCAGGTTCGAGAGACCTCACACGCACTTCTTCAATCCCATCTACA AAAAACCTTC CCAGTAGAA GA AGT 96
asaaad AU RR RN NN NNy

PHR1 AATTCGATGGAGGCTCGTCCAGTTCATAGATCAGGTTCGAGAGACCTCACACGCACTTCTTCAATCCCATCTACAC AAAAACCTTCACCAGTAGAAGA 204
N S M E ARPV HR S G SRDTLTT RT S S I P S TOQTZXKP S P V E D S

F M R S D N N S Q L M SR PLGQT Y HLIL S S S NGGA AUV GH I C

TAIR TTCATGAGATCAGATAACAACAGTCAGTTAATGTCTAGACCATTAGGACAAACCTACCATTTACTTTCATCTAGTAACGGTGGAGCTGTTGGACATATATGT 198
FELEEEREEEE et e e e e e e e e e e e e b e bbb e e el

PHR1 TTCATGAGATCAGATAACAACAGTCAGTTAATGTCTAGACCATTAGGACAAACCTACCATTTACTTTCATCTAGTAACGGTGGAGCTGTTGGACATATATGT 306
F M R S D NN S QLMSZ RUPTULTG QT Y HLL S S S NGGA ATV GH I C

s s s s s G F A TNTULHTY S T M V s H E XK Q Q H Y T G S S S N N A V

TAIR TCTTCTTCATCATCTGGTTTTGCAACCAATCTCCATTACTCAACTATGGTATCTCATGAGAAACAACAACACTACACAGGAAGCAGCAGTAATAATGCTGTG 300
IIIIIIIII|IIlIIIllIIIIIIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||I|||||I||||IIIIIII|I||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|||

PHR1 TCTTCTTCATCATCTGGTTTTGCAACCAATCTCCATTACTCAACTATGGTATCTC. TACACAGGAAGCAGCAGTAATAATGCTGTG 408
s s s S S G F A TNTZLTHTZY S TMUV S H z x Q Q H y T G S S S N N A V

T P S N N DS A WSOCHUD S L P G G F L D F H E T N p A I Q N N C

TAIR CAGACACCAAGCAACAACGATAGTGCTTGGTGTCATGATTCATTGCCAGGAGGGTTTCTTGACTTCCATGARACCAACCCGGCGATTCAAAACAACTGTC
||I|IIIIIII|||||I|I|I|IIIIIIIIIIIIIlIlIIIIII||||I|l||Il||I|||||I|I|I|I||||| I|||||I|I|||||I|I||||I|

PHR1 CAGACACCAAGCAACAACGATAGTGCTTGGTGTCATGATTCATTGCCAGGAGGGTTTCTTGACTTCCATGARACCAACCCGGCGATTCAAAACAACTGTC
Q T P S N N D s A W CHD S L P G G F L DF HETNUPATITGQNNC Q

TG 402
AG 510

I E D G G I A AAF DD I Q KR S D WHEWA ATD HTILTITDDTD P L M

TAIR ATTGAGGATGGTGGCATTGCGGCTGCTTTTGATGACATTCAAAAACGAAGTGATTGGCATGAATGGGCTGACCATTTGATCACTGATGATGATCCTTTGATG 504
||||||||| ||||||||||I|II|l||IIIIIIIIIIIIIIII*IIIIIII||IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII||||||l||||[|l|||||||l||||

PHR1 AGGATGGTGGCATTGCGGCTGCTTTTGATGACATTCAAAAGCGAAGTGATTGGCATGAATGGGCTGACCATTTGATCACTGATGATGATCCTTTGATG 612
x E D G G I A A AT FDTDTI QKR S D W H E WA DU H UL I T D DD P L M

S T N W NDILTULTLE TN S N S D S KD QK TLQTIPQPOQTIUVQOQQ
TAIR TCTACTAACTGGAATGATCTCTTGCTTGAAACAAATTCCAATTCAGAT TCAAAGGACCAGAAGACACTGCAAATTCCGCAACCTCAGATTGTTCAGCAGCAA 606
11111 IIIIIIIIIIIIIIIIIIIl|||I|I|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIlIlIIIIIIIIIIIII]IIlIlI|I|||||I|I

PHR1 TCTACTAACTGGAATGATCTCTTGCTTGAAACAAATT! TTCAAAGGACH CACTGCAAATTCCGCAACCTCAGATTGTTCAGCAGCAA 714
S T N WNDIL L L E T N s N s D S K D Q x T L Q@ I P Q P Q I V. Q Q 0o

P S P S V ELURUPUV S TT S S NS NUNGT G K A R M R W T P E L H E

TAIR CCTTCTCCGTCTGTGGAATTGCGACCTGTTAGCACAACATCTTCAAACAGCAATAACGGAACGGGCAAGG AATGCGTTGGACGCCAGAGCTTCACGAG 708
II||||||||II|l|||||||l|||||llIIIIIII|||||||||||||||||||IIIIIIIII|1|||||||||||||||||||||||||||||||||I|

PHR1 CCTTCTCCGTCTGTGGAATTGCGACCTGTTAGCACAACATCTTCAAACAGCAATAACGGAACGGGCAAGGCACGAATGCGTTGGACGCCAGAGCTTCACGAG 816
P S P S VELTRTPJVSTT S S NS NINTGT G K A R M R W T P E L H E

AFVEAVNSLGGSBRATPKGVLKIHKVBGLTIYEV

TAIR GCTTTTGTTG GCTGTCAACAGTCTTGGCGG AGTGAAAGA TTATGAAAGTT ATCATGTT 810
||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||I|||||I||||[|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

PHR1 GCTTTTGTTGAGGCTGTCAACAG ALxrhuL TAGTGAAAGA! TACTGAAGATTATGAA TTGACTATATATCATGTT 918
A F V E AV NS LG G S E R A 1 P x G v L K I MEKUVETGTLTTIQYHaV

K S H L Q K Y R T A R Y R P E P S E TG S P ERKILTPLEHTIT S

TAIR AAAAGCCATTTACAGAAATATAGGACAGCTAGATATCGGCCAGAACCATCAGAAACTGGTTCGCCAGAAAGGAAGTTGACACCGCTTGAACATATAACATCT 912
FEERLEEEEEE e e b e e bbb e e b e e e e e e e il

PHR1 AAAAGCCATTTACAGAAATATAGGACAGCTAGATATCGGCCAGAACCATCAGAAACTGGT

GTTCGCCAGAAAGGAAGTTGACACCGCTTGAACATATAACATCT 1020
s E

K s H L Q K Y R T A R Y R P E P s E T G P E R K L T P L H I T S

L P L K G G I G x r E A L R L Q M E v Q K Q L H E Q L E I Q R N L Q

TAIR CTTGATTTGAAAGGTGGGA AGA CTTCAGATGGAAG GAAGCAACTCCATGAGCAGCTCGAGATTCAAAGAAACCTGCAA 1014
III|||II|||I|I|I||||||||I||||||||||||||I||||||||||I|||lII|I||I|||I|||||||||||||||||||||||||||||||||||

PHR1 CTTGATTTGAAAGGTGGGATAGGTATTACAGAGGCTC' CTTCAGATGGAAGTACAGAAGCAACTCCATGAGCAGCTCGAGATTCAAAGARACCTGCAA 1122

L D L K G G I G I T E A L R L Q M E V Q K Q L H E Q L E I Q R N L Q

L R I E E Q G K Y L Q M M F E K Q N s G L T K G T A S T S D S A A K

TAIR CTCCGAATAGAAGAACAAGGCAAGTACCTGCAAATGATGTTCGAGAAGCAAAACTCTGGTC CAAAG GCCTCAACATCAGATTCCGCAGCCAAA 1116
|||||||||||||IIIIIII|||I||||||||||l||||||||||I|||||||l||||||||||||||II||||||||||IIII\IIIIIIIIIIIIIIII

PHR1 CTCCGAATAGAAGAACAAGG! GCCTCAACATCAGATTCCGCAGCCAAA 1224

L R I E E Q G K Y L Q M M F E K Q N S G L T K G T A S T s D S A A K

s E Q E D K K T A D s K E v P E E E T R K Cc E E L E S P Q P K R P K
TAIR TCTGAACAAGAAGACAAGAAGAC ’I‘GCTGATTCGMGGAGGmCAGMGAAGMACCAGGMATGTGAGGMCTAGMTCTCCACAGCCAMGCGT CCCAAA 1218
Ny Ly R N ROy
PHR1 TCTGAACAAGAAGACAAG, CTGCTGATTCGAAGGAGGTTCCAGAGGAAGAAACCAGGAAATGTGAGGAACTAGAATCTCCACAGCCAAAG 'CCAAA 1326
s E Q E D K K '!‘ A D s K E v P E E E T R K Cc E E L E s P Q P K R P K
I D N -
TAIR ATCGATAAT. TGA 1230

FLLEIETELETLLLd
PHR1 ATCGATAATAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 1376
I p N K L A A AL E H H H H H H =
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Secuencia Phr1-1, resalta a la vista la mutacién S11A; en rojo, etiqueta 6 xHis en
ambos extremos de la proteina; en anaranjado, secuencia del oligonucleétido MPhr1-1;

en verde, secuencia del oligonucleétido rev wt.

TAIR 0
Phrl-1 ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGECCTGE TGCOGCEUGGCAGCCATATGEC TAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCCS 102
M G 5 &§ B M H B B M 5§ 5§ G L ¥V P R G 5 H M A S B T G G 0 9@ ¥ G R D P

M E A R P ¥ H R S 6 §8 R D L. T R T S 8 I P 8 T Q K P 8 P V E D =

TAIR TCGTCCAGT TCACACGCACTTCTTCAATCCCATCTACACARARACCTTCACCAGTAGAAGATAGT g6
et AL R RN

Phrl-1 AATTCCGATCGAGECTOGT COAGTICATAGATCAGGTGCOAGAIACCTCACACGCACTTCTTCAATCCCATCTACACAAARACCTTCACCAGTACRAAGATAGT 204
H 5 M A R p #" R s e AR p L TRT S S5 I PSTOQTZKTPS PV ETUDS

F M R & D R N § ¢ L M 8 R P L € Q@ T ¥ H L L § § 58 W &6 € A VvV ¢ H I C

TAIR TTCATGAGATCAGATAACAACAGTCAGTTAATGTCTACGACCATTAGGACARAACCTACCATTTACTTTCATCTACGTAACGETCCAGCTCTTGEGACATATATCT 198
PELFRLEER R Rt R e i e e i e g e e i i i i R e e eigeininl
Phrl-] TTCATGAGATCACATAACAACAGTCAGT TAATE T TACACCAT TAGGAC AR ACC TACCATT TAC T I TCATC TACTAACCETCEACC TCTTCEACATATATET 106
T M R 8 D W W 5§ 0 L M 5 R P L €@ © T Y B L L 5 5 58 R 6 G A vV G 8 I C
S &% § § § € F AT N L H ¥ S T M v S H E K 0 0 H ¥ T 6 S S 8 H N A V¥
TAIR TCTTCTICATCATCTGGTTTTGCAACCAATCTCCATTACTCAACTATGGTATCTCATGAGAAACARCAACACTACACAGGAAGCAGCAGTAATAATGCTGTG  amd
FRLERREI R R R e R r g R e i e e et i e e b e e e e e ninntl
Phrl=1 TCTTCTTCATCATCTGGTTITGCAACCAATC TCCATTACTCAACTATGETATC TCATGAGARACAACAACACTACACAGGAAGCAGCAGTAATAATGCTGTG 408
§ § 5§ 5 § 6 F AT NILMB Y 5 THM V 5 B E K QO Q B ¥ TG 5 8 5 H N AV
Q T P § E W D S A W C BE D 5§ L P &€ € F L. D F H E T N P A I g B B C ¢
TAIR CAGACACCAAGCAACARACGAT. ZCTTGG TTCAT AGG, TTTCTTGACTTCCATGAAACCAACCCGGCGATTCAAAACAACTGTCAG 402
LELTRRRLRR LR R R R e e i e iR R e i i e i e p R i e g i veninnininill
Phrl-1 CAGACACCAAGCAR A CCATAGTGC TTGGTGTCATGAT TCATTGCCAGGAGGGTTTCTTGACTTCCATGAAACCAACCCGECCGATTCAAAACSACTETCAE 510
@ T P 5 B N D 5 A W C B D 5 L P G G F L D F H E TN P A I © B B C 0
I E b 6 G I A A A F DD I @ K R & D W H E W A D H L I T D D D P L M
TAIR ATTGACGATCCTCOCATTGCGCCTOCTTITGATCACATTICAMAMAACCAACTCATTCCCATCAATCOCCTCACCATTTGATCACTCATCATCATCCTTTGATE S04
I
Phrl-1 ATTGAGGATGCTGCCATTCCGCC TGO TT TTGATCACATTICARAACCCAACTCATTCCCATCAATGCGCTCGACCATTTGATCACTCGATCATCATCCTTTGATG 612
I B D G G I A A A PFP DD I 0 K R S D W H E W ADHBULTITDODD P L R
S T M W N P L L L ET K S N S DS X DOI KTILOTITPOZPGQTITVGOOGG Q
TAIR TCTACTAACTGGAATGATCTCTIGCTTGAAACAARTTCCAATTCAGATTCARAAGGACCAGAAGACACTGCARATTCCGCAACCTCAGATTGTTCAGCAGCAR AD6
FELTEER TR R R R R e et e e it ek be e v iRt e e e i e tieietl
Phrl-1 TCTACTAACTGGAATGATCTCTTGCTTGAAACARATTCCAATTCAGATTCS? CAGAAGACALC AATTCCGCAACCTCAGATTGTTCAGCAGCAR 714
8 T W W H P L L L E T N 5 N 5 D 5§ K D @ £ETULOGOQTI P Q@ P @ I V Q @ Q
P S P §8 VE LR PV ST T S8 S K S N NGEETGIXEKABRMDBERDWT®PETLHEHEE
TAIR COTTCTCCGTCTGTGGAATTGCGACCTGTTAGCACAACATCTTCAAACAGCAATAACCCAACCCCCAAGGCACCAATGCCTTCGGACCCCACACGCTTCACGAS 708
N N
PArl-1 CCTTCTCCGTCTGTGGAATTGCGACCTGTTAGCACAACATC TTCAAACAGCAATAACGCAACGEECAAGGCACGAATGCGT TGGACGCCACGAGCTTCACGAG Bl6
P 8 P 8 vV E L R P ¥V B T T E S B 8 N M € T € K A R H R ¥ T P E L R =E
A F V E A V B 5§ L 6 6 8 E R A T P £K 6 V L K T M K V E 6 L T I ¥ H WV
TAIR GCTTTIGCTTIGAGGCTCTCAACAGTCTTCGCGOTAGTGARAACACCTACTCCTAAAGCGGCTACTCGAACATTATCARAACTTGAAGCGCTTCACTATATATCATGTT B10
R R R RN R RANE
Phrl-] GCTITTIGT I GACCCTCTCAAC A TC T TCGCCE TAGTCAAACACC TACTCC TAAACCCECTACTGAACATTATCAAACTTCAAGCCTTGACTATATATCATGTT F18
A F VvV E A V B 5 L G 6 8 ERAMTUPUEGV L KETIMHNUEUVEGTILTTIUYMHYV
K S B L Q £ ¥ R T A R Y R P E P 8 E T G 8 P E R K L T P L E B I
TAIR TTTAC TAT, AGATATCOGGCCAGAACCA ARy TATAACA' 12
PERRRR R R R Rt R R LR R R LR R R LR it
Phel-1 AGATATCGG TAACATCT (1020
K S B L ¢ K ¥ R T A R Y R P E P § E T G 5§ P E R K L T P L E B I T S
L P L K 6 6 I 6 T T E A L R L O M E Vv @ ¥ 0 L H E 0 L B T @ R M L O
TAIR CIHIGATTTGAAAGGTCCCGATAGGTATTACAGAGGCTCTACGACTTCAGATCGAAGTACAGAAGCAACTCCATCAGCAGCTCCAGATICAAACAAACCTGCAA 1014
Ny
Phrl-1 CTIGATTIGAAACCTCCCATACC TATTAC AGACCCTCTACCGACTTCAGATGCAACTACAGAACCAACTCCATCACCACCTCCACATTCAAACARACCTCCAR (1122
L b L K G G I €@ I T EAULDRILOGMTEUVVYOQIEKOQULU®HZEGOQTLETIOQMRWNIEGD
L R I E E 0 6 XK ¥ L O M M F E K 0 N 8§ 6 L T K 6 T A S T S D S A A K
TAIR CICCGAATAGAAGAACAAGGCAAGTACCTGCAAATGATGTTCGAGAAGCAAAAC TCTGGTCTTACCAAAGGGACAGCCTCAACATCAGATTCCGCAGCCAAA 1116
ERLRET R R R R r e e i e e e e e e ik e e e R i e e e iR netnntugyl
Phri-1 CTCCGAATACAAGAACAACGCAAGTACCTGCAAATGATGT TCGAGAAGCAAAAC TCTGGTCTTACCAAAGCGGACAGCCTCAACATCACGATTCCGCAGCCAAA 1224
L R I E E 9@ @ E Y L Q M M F E EK Q@ W 5 ¢ L T KE G T AMJGS T 8 D E A A K
= E ¢ E D K XK T A D S K E ¥V P E E E T R K C E E L B 5 P O P K R P K
TAIR TCTCAACAACAACACAACAACACTGCTCGATTCCGAAGGACG TTCCAGAAGAAGAAACCAGCAAATGCTGAGGAACTAGAATCTCCACAGCCAAAGCGTCCCAAR 1218
R NN nnuN Ay
Phri-] TCIGAACAACAACACARCAACACTGCTCATTCCGAAGGACGTTCCACAGCAACAAACCAGCAAATCTCGAGGAACTAGAATCTCCACAGCCARAGCGTCCCARR (1324
& E O E P K E T M D § K E V P E E E T R K C E E L E 8§ P ¢ P K R P K
I D N -
TAIR ATCGATAAT- —_— — TCA 1230
TELLERRTRNIntel it el
phri-1 ATCOATARTAACCTTCOCCOCGCACTCEAGCACCACCACCACCACCACTAR 1376

I D XK L A A ALEUGEHHHE B R »*
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Secuencia Phri1-2, resalta a la vista la mutacién S304A; en rojo, etiqueta 6 xHis en
ambos extremos de la proteina; en azul, secuencia del oligonucledétido fwd wt; en
morado, secuencia del oligonucléotido MSPhr1-2 y MAPhr1-2; en verde, secuencia del

oligonucledtido rev wt.

TAIR o

Phrl-2 ATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCTGGTGCCGCGCGGCAGCCATATGGCTAGCATGACTGGTGGACAGCAAATGGGTCGGGATCCG 102
M G 8 8§ H H H H H H 8§ 8§ 6 L V P R G S H M A 8 M T G G Q 0 M G R D P

HEARPVHRSGSRDLTRTSSIPSTOKPSPVBDS

TAIR =------ATGGAGGCTCGTCCAGTTC. TCAGGT CTCACACGCACTTCTTCAATCCCATCTACACAAAAACCTTCACCAGTAGAAGATAGT 96
”””IIIIII|||||||||||||||I||I||IIII||I|I| LELERLEEEE R e e e e e et
Phrl-2 AATTCGATGGAGGCTC AGTTCA mmmmmchccrcacncGCAcm'rcurcccarc‘r:uc:ucmucc‘rmmcm‘mcu&wmr 204

NSN!ARPVHRSGSRDLTRTSS!PSTOKPSPVBDS

F M R S D N N S Q L M S R F L 6 Q T Y H L L S S S N G G A V G H I c
TAIR TTCATGAGATCAGATAACAACAGTCAGTTAATGTCTAGACCATTAGGACAAACCTACCATTTACTTTCATCTAGTAACGGTGGAGCTGTTGGACATATATGT 198
IIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Phri-2 TCAGATAA TCTAGAC AGGACAAAC CTTTCATC! GGTGGAGCTGTTGGACA' 306
l’ M R s D N N s o L n s R P x. G o T Y u L L s s s N c G A vV G H 1 c

ssssscrnrnx.uysrnvsuzxoouvrcsssuuav
TCTTCTTCATCATCTGGTTTTGCAACC, CATTACTCAACTATGGTATCTCATGAGAAACAACAACACTACACAGGAAGCAGCAG AATGCTGTG 300
IIIIII|I|IIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlII[
Phrl-2 TCTTCTTCATCATCTGGTTTTGCAA ATGAGAAACAACAACACTACACAGGAAGCAGCAG AATGCTGTG 408
ssssscr:xrux.nxs-ruvsnxxoonv-rcsssuunv

TAIR

rpsuupsnwcuDsnpccrnnruzruprouuc
TAIR AAGCAACAACGATAGTGCTTGGTGTCATGATTCATTGCCAGGAGGGTTTCTTGACTTCCATGAAACCAACCCGGCGATTCAAAAC. 402
|l||Illll|||||||l|||||||||lI|IIII|||||||I|I|||||||||||l|||||||||||||||||l|||||||||||||||||||||||||||||
Phrl-2 CAGACACCAAGCAACAACGATAGTGCTTGGTGTCATGATTCATTGCCAGGAGGGTTTCTTGACTTCCATGARACCAACCCGGCGATTCARAACAACTGTC, 510
QTPSNNDSAHCHDSLPGGFLDFHETNPAIQNNCQ

!BDGGlAAAPDDIQKRSD“H!“ADHL!TDDDPLH
TAIR ATTGAGGATGGTGGCATTGCGGCTGCTTTTGATGACATTCAAAAACGAAGTGATTGGCATCAATCCCCTCACCATTTCGATCACTGATCGATGATCCTTTGATG 504

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIlIIIIIIlIIIIIO‘IlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIlIIIIIIIIIIlIIIIIlIIIIl

Phrl1-2 ATTGAGGATGGTGGCATTGCGGCTGCTTTTGATGACATTCAAAAGCGAAGTGATTGGCATGAATGGGCTGACCATTTGATCACTGATGATGATCCTTTG. 612
IBDGGIAAAPDDIQKRSDHHZHADHLXTDDDPLH

S T N W N D L L L E T N S N S D S K D Q K T L ©Q I P Q P Q I V Q Q 0

TAIR TCTACTAACTGGAATGATCTCTTGCTTGAAACAAATTCCAATTCAGAT TCAAAGGACCAGAAGACACTGCAAATTCCGCAACCTCAGATTGTTCAGCAGCAA 606
PELELERT LR e e e et e e e bbb e e e e e iennn
Phrl-2 TCTACTAACTGGAATGATCTCTTGCTTGAAACAAATTCCAATTCAGAT TCAAAGGACCAGAAGACACTGCAAATTCCGCAACCTCAGATTGTTCAGCAGCAA 714

S T N W N D L L L E T N S N S D §S K D Q K T L ©Q I P Q P Q@ I V Q Q 0

P S P S V E L R P VvV 8 T T S S N S N N GG T G K A R M R W T P E L H E
TAIR CCTTCTCCGTCTGTGGAATTGCGACCTGTTAGCACAACATCTTCAAACAGCAATAACGGAACGGGCAAGGCACGAATGCGTTGGACGCCAGAGCTTCACGAG 708

NNy
Phrl-2 CCTTCTCCGTCTGTGGAATTGCGACCTGTTAGCACAACATCTTCAAACAGCAATAACGGAACGGGCAAGGCACGAATGCGTTGGACGCCAGAGCTTCACGAG 816

P s P 8 V E L R P V 8 T T S8 § N 8 N N 6 T GG K A R M R W T P E L H E

A F V E A V N S :.. c c S E R A r p X S v 1. K I M K V E G L T
TAIR GCTTTTGTTGAGGCTGTCAACAGTC! TAGTGAAAGAG TTGAAGGCTTGACTATAT.
IIIlIlIIIIIlIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Phrl-2 GCTTTTGTTGAGGCTGTCAACAGTC! AGTGAAAG. TACTGA TAT AGGCT

A F V E A V N S L c G s E R A 'r P x GV L K IMEKTVEGHL

H Vv
TCATGTT 810
Il I
CTATATATCATGTT 918
Y H V

—»

xsuLoxxnrnnvnpxpszrcspxnxhrPL!BITS

TAIR AAAAGCCATTTACAGAAATATAGGACAGCTAGATATCGGCCAGAACCATCAGAAACTGGTTCGCCAGAAAGGAAGTTGACACCGCTTGAACATATAACATCT 912
IIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIII'I'
Phri-2 AAAAGCCATTTACAGAAATATAGGACAGCT. AGAACCATCAGAAACTGGTTCGCCAGAAAGGAAGTTGACACCGCTTGAACATATAACAGCG 1020

KSBLQKYR'I‘ARYRPBPSETGSPBRKLTPLBHXTA

L DL K GG I G I TEA ATLTZRTILUG QMEVOQZXOQZLHEUGQZLTETIGQRNTILQ
TAIR CTTGATTTGAAAGGTGGGATAGGTATTACAGAGGCTCTACGACTTCAGATGGAAGTACAGAAGCAACTCCATGAGCAGCTCGAGATTCAAAGAAACCTGCAR 1014
NN
Phri-2 CTTGATTTGAAAGGTGGGATAGGTATTACAGAGGCTCTACGACTTCAGATGGAAGTACAGAAGCAACTCCATGAGCAGCTCGAGATTCAARGARACCTGCAA 1122
L DL K GG I G ITZEA ALTZ RTULTG OMTETVOQZXKTGQTLT EH EET G QTLTETIG QRNTLQ

L R I E E Q G K ¥ L Q M M F E K Q N 8§ 6 L T K 6 T A S T S D S A A K
rarr CTCCGAATAGAAGAACAAGGCAAGTACCTGCAAATGATGTTCGAGAAGCAAAACTCTGGTCTTACCAAAGGGACAGCCTCAACATCAGATTCCGCAGCCAAA 1116

LLLELE e e e e e e e e e e e e e e e e il
Phri-2 CTCCGAATAGAAGAACAAGGCAAGTACCTGCAAATGATGTTCGAGAAGCAAAACTCTGGTCTTACCAAAGGGACAGCCTCAACATCAGATTCCGCAGCCARA 1224
L R I E E Q G K Y L Q M M F E KOQNGSGTULTTZXKGTA AST S D S A A K

S E Q E D K K T A D S K E vV P E E E T R K C E E L E S P Q P K R P K
TAIR TCTGAACAAGAAGACAAGAAGACTGCTGATTCGAAGGAGGTTCCAGAAGAAGAAACCAGGAAATGTGAGGAACTAGAATCTCCACAGCCAAAGCGTCCCAAA 1218

N NNy
phr1-2 TCTGAACAAGAAGACAAGAAGACTGCTGATTCGAAGGAGGTTCCAGAGGAAGAAACCAGGAAATGTGAGGAACTAGAATCTCCACAGCCAAAGCGTCCCAAA 1326
S E Q E D K K T A DS K E V P E E E T R K CEELE S P Q P K R P K

I D n N
TAIR ATCGATAAT- -~ - - 1230
IIIIIIIIIIIIIII
Phrl-2 AATAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 1376
n N K L A A A L E H H H H H H =~
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Secuencia Phr1-DM, resalta a la vista la doble mutacion, S11A S304A; en rojo, etiqueta
6 xHis en ambos extremos de la proteina; en anaranjado, secuencia del oligonucledtido

MPhr1-1; en verde, secuencia del oligonucledtido rev wt.

TAIR o

#
Phrl-DM m..;t-c.\u.rcxrcATLcmmrammummmmc 102
e 5§ S § 8 @ " B 8§ § €@ L V P R € 5 B M A 5 M T G G O O M @ R D P

RBQR"V“’ISGD.BLTlTISIPSTQKPSPVIDS

TAIR 3G .mrmwmmmmmmm AGTAGAAGATAGT 0
et LLLL LR R N R N R N NN RNy
Phrl-DN ARTTCGATCOAGGL TCGTCCAGTTEATAGATTAGS "'G-. A AGACCTCACACGCACTTCTTCAATCCCATC TACACARARMNCCTTCACCAGTAGARGATAGT 204
®m S M E AR # o LT R T S S I P S TOIKZPSPVEDS

3 L -] = = & A

F "R R S D WM @M S 0 L M 5 R PLGOT Y MHNILILSSSNGCGAVGHE I C
TAIR  TTCATGAGATCAGATAACAMAGTCAGTTAATGTCTAGACCATTAGGACAAACCTACCATTTACTTTCATCTAGTAACGOTGSAGCTOTTGGACATATATGT 198
LIRS ER R Rt e i e i et et e et bt
PRrl1-DH TTC CARCAGTCAGTTAATGTCTAGACCAT TAGGACARACC TACCATTTACTTICATCTAGTAACGGTGEAGCTGTTGGACATATATGT 306
F M R S DN ¥ S Q L M § RPLGA®OTYHLLTSSSNKGGAVUV G HTIC

SSSSSGI’RT#LHYS?HUSH!KOOHYTGSSSNNR\F

TCTTCTTCATCATCTGGTTTTGCAACCAATCTCCATTACTCAACTATGGTATC TCATGAGAAACANCANC ACTACACAGGANGC AGCA ARTGCTGTG 300
|IIIII!IIIIIlIIHII|IIIIIIHIIIIIIIIHIIHI|III!IIIIJIIIJ|I|lII|IIIIILIIIIIIIIIIIIIJIIIIIIIIIIIIIIIJIJ
|Phri-08 CPTCTTCATCATCTGGTTTTGCAACCAATCTCCATTACTCAACTATGGTATCTCATGAGARACAACAACACTACACAGGAAGCAGCAGTAATAATGCTGTG 408
ssssssrnrnnursrnvsn:uqell!'.rcassuuav
@ T P S M N D 5 AW ¢ HD S L P & €6 F L D F H ET ¥ P A I 0 H B € @
TAIR  CAGACACCAAGCARCAACGATAGTGCTTGGTGTCATGATTCATTGCCAGGAGGGTTTCTTGACTTCCATGARACCAACCCGGOGA! TCAG 402

TTCAAAACAACTG
LECERRRE IR i e e e e e gt e e g
FArl-DN conar ACCAAGCAACAACCATACTGC TTCG TG TCATCATTCAT TCCCAGGALGETTTCTTGACTTCCATCARACCAACCCGGCGATTCAAAACAACTOTCAG 510

@ T P S N M D 5§ A W CHD S L P 6 6 F L D F B ET®N PFPATIONWDSENTCOUGO

i E P €6 @€ I A A AT P D I 9 KR S D WHEWAUDHILTITDODDP LN
TAIR  ATTGAGGATGCTGGCATTCCGGCTGCTTTTGATGACATTCAAAAACGAANG TGATTGGCATGAATGGGCTGACCATTTGATCACTGATGATGATCCTTTGATG 504
|

TELERRE R Rt e e n i et it b e it b e e e et h el
PArl-OM 3 rGAGEATCETGECATTGCGGC TECTTTTGATGACATICAARAGCGAAGTGATTGECATGAATGEGCTGACCATTTGATCACTGATGATGATCCTITTGATE 612

I E D @ @ I A A A F DD I O KR S D WHEWAUPDU ETLTITDUDUDFP?P L N

T B ¥ N D L L L E T B S N S5 D 5§ E D Q E T L Q@ I P Q P Q I V O QO 0
TAIR m AR TG AA TG AT T T T GC T TGAARCARATTCCAATTCAGAT TCAARGCGAC CAGARAGAC ACTGCAARTTCCGCAACCTCACATTGTTCAGCAGCAR. 606
POR RO RN R R iR iR iR iR i bRy iR i innn il
Phrl-DM ICTACTAACTGEAATGATCTC T TG T TCARACA R A TTCCARTTCAGA T TCAARCGACCASARCACACTCCARATTCCGCARCCTCAGATTGTTCAGCAGCAR 714
S T m ¥ ¥ D L L L E T N 5 M 5S b 5§ ED O KT L O I P 0 P 0 I VO O 0

P S P S VELREPV ST T S S5 H S B 8 6T GKARMEBMGWTTPETETLHE
TAIR CTGTTAGCACAACATCTTCAAACACCAATAACCCAACCCCCAAGCCACGAATCCCTTGCACGCCCAGAGCTTCACGAS 708
I|IIIII|I|]IIIIIlIIII|I|I|l|IIIIII]IllIIJIIIIIJIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IlIlIIIIIIlIIlIIII[lIlIIIIIIIIII
PRrI-DM mccmummcﬁﬂmmmm AACGGAACGGGCAAGGCACGAATGCGTTGEACGCCAGAGCTTCACGAG 818

P S VELURPEPVSETTS S N S5 N NN GTGKARMEBRBGNTTGPETLHE

A Ff vV E AV NS LGGSERATTPEGTVLEIMESVYEGLTIY ®# V
AAGACCTACTCCT CTGAAGATTATGAAAGTTGAAGGCTTGACTATATATCATGTT  #10
IIIIIFH!IIIIIHIlllliilIIFIIIIlHIII!II!llIIIliH!IEIHIIFIIIIi[I!IIIIIIII!IIIIIIIIIIII[IIII]IIIIIIII
Pasi-DH GCTTTTUTTOAGGCTUTCAACAGT CTTGGCCETAGTEARAGAGC TAC TCCTAAMGGGGTACTGAAGATTATGAAAGTTGANGGC TTGACTATATATCATGTT 918
A F VEAV NS LGGS ERATPEGV VLETIM WKV VEGTLTTIZYMHV

K 5 E L @ E ¥ R T A R Y R P E P § E T G § P E R K L T P L B 8 I T §
TAIR | AAAACCCATTTACACAAATATACCACACCTAGATATCCCCCAGAACCATCAGAAACTGETTCGCCAGAAAGGANGTTGACACCGTTTGAACATATAACATCT 412
PRRRRRRR R iR e e it e bR p i iR bR iRl nnieniyinieie
Phri-DM AAAAGCCATT ACAGCTAGATATCGGCCACAACCATCACAAACTCOTTCCCCAGAAACCAAGT TCACACCCCTTGAMACATATAMCAGCSE 1020
K S ¥ L Q E Y R T A RY R P E P S ET G S5 P ERKULT p L EN I TA

L P L K @ @G I € T T E AL R L O W E V 0 K 0 L B B 0 L E T Q©Q R N L Q
TTTGAAAGETGGGA

CTTGA’ TRGGTATTACAGAGGCTCTACGAC TTCAGATGGAAGTACAGARGCAACTCCATGAGCAGC TCGAGATTCARAGARACCTGCAA
PERRE R R R e e g e n i e e e e e it e et enninnl

Phrl-DM CTTGATTTGAAAGGTGGGATAGGTATTACAGAGGCTCTACGACTTCAGATGGAAGTACAGAAGCARCTCCATGAGCAGCTCGAGATTCARAGARRCCTGCAR 1122
L DL EGG I G I TEOALTSRILTOSQMETYOGQOZXSOEQLHEGQQTLTETIHOEQHS EREHNTLDRQ

1014

L R I E E Q C XK ¥ L Q M M F E XK O NS G L TXKGTASTSDS5AATK
CTCCGAATAGAAGAACAAGGCAAGTACCTGCAAATGATGTTCGAGAAGCAAAACTC TGGTCTTACCAARGGGACAGCCTCAACATCAGATTCOGCAGCCAAR
ey

Phrl-DM CTCCGAATAGAAGAACAAGGCAAGTACCTGCAAATGATGTTCGAGAAGCAAAMCTCTGCTCTTACCAAAGGGACAGCCTCAACATCAGATTCCGCAGCCAAA 1224
L R I E E Q @ K ¥ L @ M M F E K QN § ¢ L T K GTAS T S D S A AK

1116

szazux:tnns:lvpztnrnxctzr_tsvorxnr:

TAIR TCTGAACAAGAAGRACAAGAAGACTGCTGATTCGAAGGAGGTTCCAGAAGAAGAAACCAGGAAATGTGAGGAACTAGAATCTCCACAGCCAAAGCETCC 1218
HiIIIlli[|IIIHIIJiI!IIIIiIEIfIHIIHIHIIH|i'llilI!|IIfIIJHIIIIllHlrIIIIIIIfIIlIIIHHI{III”IIH

PAr1-pM TCTGAACAAGAAGACAAGAAGACTGCTGATTCGAAGGAGGTTCCAGAGGAAGAAACCAGGARATGTGAGGAACTAGAATCTCCACAGCCAAAGCGTCCCARR 1326
S E Q@ E D KK TAODSKETYPETSEETH RUEKTSECETETULTEST PO®QPUERTP K

1 oW »

TAIR | ATCGATAAT TGA 1230
PEERLERRLLLRnL ## FEFFEEIF IS i

Phrl-OM ATCGATAATAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGR 1176
I D @ K L A A AL E &E B B 8 8B B =
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