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1. RESUMEN

El Fésforo juega un papel vital en todos los procesos que requieren transferencia
de energia en la planta, jugando un papel critico en la conversién y manejo de
ésta, en los nucleétidos fosfatados, como ATP, GTP, FAD y NADP*, y en la
regulacion de la actividad de muchas enzimas y proteinas de diversas actividades
celulares y metabdlicas, incluyendo aquellas relacionadas con la regulacion de la
expresion genética. La concentracion del fosfato inorganico asimilable para las
plantas en el suelo nunca rebasa el 10® M, por lo que las plantas han desarrollado
estrategias para tomarlo de manera eficiente, asi como habilidades fisiolégicas

para aprovechar de manera Optima la cantidad asimilada de este macronutriente.

Las pirofosfatasas inorganicas solubles son esenciales para los seres vivos cuya
funcién es eliminar el pirofosfato que se genera como subproducto durante la
biosintesis de macromoléculas. Diversas evidencias del laboratorio del Dr.
Rodriguez Sotres indican que estas enzimas tienen un papel importante en la
tolerancia al estrés por deficiencia de Foésforo y datos en la literatura sugieren su
participacion en la respuesta a otros tipos de estrés. La planta modelo A. thaliana
posee seis genes que codifican para pirofosfatasas inorganicas solubles (AtPPa 1
a 6), cinco de las proteinas se localizan en el citoplasma. Se ignora si estas
isoformas son redundantes, sin embargo, datos previos a este trabajo indican que

este no es el caso.
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En el laboratorio se tienen mutantes que poseen inserciones de tDNA en los
genes AtPPa1, AtPPa2, AtPPa4 y AtPPa5. Las dos primeras han sido estudiadas
en un trabajo previo y se encontré que su respuesta a condiciones de estrés esta

alterada.

En el presente trabajo se determind la actividad de pirofosfatasa en extractos de
hojas de plantas de A.thaliana silvestre y de la mutante AtAPPa5, ambas crecidas
en condiciones de estrés. Las condiciones a las que se sometieron durante su
desarrollo fueron condiciones control de Fésforo (1 mM K2HPOs4), inanicién de
Fosforo (1 mM K2SO4) y exceso de fosforo (2.5 mM K2HPO4). En estudios
anteriores realizados en el laboratorio se caracterizo fisiolégicamente a la mutante
AtPPa5 bajo condiciones 6ptimas de crecimiento y bajo condiciones de estrés
salino, térmico y por deficiencia de fosfato y alto fosfato. Se encontré que la planta
mutante crece menos que la silvestre en condiciones control, pero lo hace mejor
bajo condiciones de estrés abidtico; en particular, bajo estrés térmico (1 h a la

semana a 37 °C), salino (35 mM NaCl) y de fosfato alto (2.5 mM de PO4%).

La germinacion de las semillas se realizo por estratificacion. Las plantas mutantes
a AtAPPa5 se les asperjo con una solucién de herbicida PESTANAL® (50 uM)
para seleccionar las plantas puesto que la mutacidn esta ligada a la resistencia a

éste herbicida.

En el presente estudio se pudo observar que la mutantes AtPPa5 tiene mayor
cantidad de hojas pero menor tamafio en los tratamientos control y bajo fosfato

con respeto a la planta silvestre (wt). Adicionalmente se encontré que hay mayor

14
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cantidad de proteina en condiciones control y de menor fosfato, y una menor

afectacion cuando hay menos fosfato en la mutante AtPPa5 que en la wt.

En el estudio realizado se pudo observar que los cambios realizados en la
actividad de pirofosfatasa que se obtuvieron en la planta silvestre, bajo los
diferentes estados de nutricion, fueron distintos a los presentados en la mutante
AtPPa5, que se deben a la ausencia de la isoforma 5 y a la respuesta a las

pirofosfatasas inorganicas solubles restantes.
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2.  INTRODUCCION

La produccion de alimentos requiere de mejores técnicas agricolas debido a que
cada vez hay menos suelos disponibles y mayor demanda de alimentos. Estos
meétodos deben ademas ser amigables al medio ambiente, por lo que es deseable
reducir la aplicacion de fertilizantes y plaguicidas. Sin embargo, para poder
obtener la productividad requerida sin incrementar el uso de agroquimicos es
necesario entender mejor el comportamiento de las plantas bajo condiciones

ambientales diversas.

A medida que la produccién mundial de alimentos se ha expandido para satisfacer
la creciente demanda, los suelos se han ido empobreciendo, al grado que la
pérdida en la calidad agricola de los suelos hace necesaria la aplicaciéon de

fertilizantes, medida poco exitosa para revertir el deterioro.

Las plantas deben obtener de su entorno las materias primas especificas
necesarias para las complejas reacciones bioquimicas implicadas en el
mantenimiento de sus células y en el crecimiento. Gran parte de la evolucién de
las plantas se ha debido a una especializacién estructural y funcional para
optimizar la adquisicion de estas materias primas y su distribucién a todas las

células vivas de la planta [Raven et al., 1999].

Asi como todos los seres vivos, las plantas requieren de un aporte nutrimental
completo para sostener su crecimiento y las funciones normales. La deficiencia de

algun factor nutrimental se manifiesta en alteraciones fisiolégicas, que impactan en
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su morfologia, desarrollo y, por lo tanto, merman parcial o totalmente su

productividad agricola.

En las plantas la nutricibn por Fosforo esta limitada a la disponibilidad de sus
formas solubles en el suelo, orillando a la disminucion del crecimiento de ellas en
ecosistemas naturales, por lo que el Fosforo, junto con el Nitrdgeno se ha
convertido en el fertilizante mas empleado en la agricultura intensiva [Kochian,
2000]. El Fosforo puede existir en la plantas en diversas formas de aniones

inorganicos y formando parte de compuestos organofosfatados [Smith, 2000].

Para tratar de solucionar este problema de baja disponibilidad de Fdésforo, en los
sistemas agricolas se ha intensificado el uso de fertilizantes fosfatados,
principalmente como superfosfato de calcio triple, y se ha observado que el uso de
este fertilizante es efectivo para mejorar la productividad de los cultivos, sin
embargo, no todo el fosfato afadido es eficientemente asimilado y, mucho
fertilizante se desperdicia, llegando incluso a convertirse en un problema de
contaminacion para diversos ecosistemas acuaticos [Horst et al.,, 2001], teniendo
entonces un impacto ecoldgico negativo. El exceso de minerales se lava hacia los

rios y mares, afectando el equilibrio de los ecosistemas [Lynch, 1998].

El Pirofosfato (PPi) es un metabolito importante en el metabolismo de Fésforo en
las plantas. En particular, los estudios demuestran que posee importancia durante
la deficiencia de Fésforo, ya que a pesar de que haya poco fosfato disponible, la

concentracion de PPi en la planta se mantiene [Rycher y Randall, 1994].
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Las enzimas que degradan el PPi son las pirofosfatasas (PPasa) y son esenciales,
porque permiten el reaprovechamiento del Fésforo para la célula. Las
pirofosfatasas estan presentes en todos los seres vivos, pues impulsan la sintesis
de biomoléculas como el DNA, el RNA, las proteinas, el almidén o el glucogeno y

varias mas [Korngber, 1962].

En las plantas se ha observado que cuando se encuentran sometidas a estrés por
deficiencia de fosfato inorganico (Pi) se mantienen los niveles PPi en las células
aun cuando la concentracion de otros compuestos como ATP y todos los
nucledtidos disminuye significativamente [Kéck et al,, 2010]. Las pirofosfatasas
inorganicas solubles (iPPasas) son enzimas ubicuas en los seres vivos y estan
encargadas de mantener la disponibilidad de Pi en las células mediante la
hidrélisis de PPi en dos moléculas de Pi. El PPi es producido principalmente como
subproducto de muchas reacciones biosintéticas que utilizan ATP (u otros

nucleotidos trifosfatados) [Cooperman et al., 1992].

En este trabajo, el modelo elegido fue A. thaliana, ya que se cuenta con muchos
recursos genéticos. El tamafio de su genoma, organizado en 5 cromosomas, es
uno de los mas pequefos detectados en las plantas de 125 Mb. Es facilmente
transformable empleando la bacteria Agrobacterium tumefaciens [Clough y Bent,
1998]. Ademas de las ventajas naturales de la planta, la investigacion de
genomica funcional de Arabidopsis es utilizada ya que esta disponible la
secuencia de su genoma y en el laboratorio se cuentan con mutantes que carecen

de diversas proteinas pirofosfatasas. En este estudio, se exploré la planta mutante
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de A. thaliana carente de la proteina PPasa isoforma cinco (AtAPPa5) y la planta
A. thaliana silvestre (wt), crecida bajo condiciones Optimas de nutricion o
condiciones de alto fosfato y ausencia de fosfato en el medio, generando

condiciones de estrés durante el desarrollo de la planta.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Nutricién de las plantas

Las plantas deben de obtener de su entorno las materias primas especificas
necesarias para las complejas reacciones bioquimicas implicadas en el
mantenimiento de sus células y en el crecimiento. Gran parte de la evolucién de
las plantas se ha debido a una especializacién estructural y funcional para
optimizar la adquisicion de estas materias primas y su distribucion a todas las

células vivas de la planta [Raven et al.,1999].

Asi como todos los seres vivos, las plantas requieren de un aporte nutrimental
completo para sostener su crecimiento y funciones normales. La deficiencia de
algun factor nutrimental se manifiesta en alteraciones fisiolégicas, que impactan en
su morfologia, desarrollo y, por lo tanto, merman parcial o totalmente su

productividad agricola.

Los nutrimentos minerales esenciales para los vegetales superiores se subdividen
en macro y micronutrientes, los cuales se encuentran en forma de sales disueltas
y asociadas con arcillas y arenas, mientras que el aporte de diéxido de carbono,
hidrégeno y oxigeno puede tenerlo a través de la atmésfera y agua de lluvia

[Navarro, 2005].

Dentro de los macronutrientes se incluye al Hidrogeno (H), Carbono (C), Nitrogeno

(N), Oxigeno (O), Fosforo (P), Azufre (S) y Potasio (K), mientras que los
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micronutrientes son Magnesio (Mg), Calcio (Ca), Zinc (Zn), Hierro (Fe),
Manganeso (Mg), Molibdeno (Mo), Boro (B), Cobre (Cu), Cobalto (Co) y Cloro (Cl).
Todos y cada uno de estos nutrimentos deben ser absorbidos por las plantas
desde el suelo, pero son el P y el N los nutrimentos que con mayor frecuencia
resultan limitantes a la produccién agricola de cultivos vegetales, ya que a pesar
de encontrarse en cantidades relativamente altas, no se encuentran en forma

directamente asimilable [Raghothama, 1999 y Coello, 2001].

3.1.1 Fosforo

Los macronutrientes que necesitan las plantas para su 6ptimo desarrollo muchas
veces se encuentran como limitantes entre ellos esta el Fésforo. Existe de manera
natural en distintas proporciones en la atmosfera y corteza terrestre. En la corteza
terrestre se encuentra en forma de sales insolubles y es asimilado por las plantas

unicamente como ion fosfato inorganico (Pi) [Holford, 1997].

Habitualmente, el Pi se encuentra en la tierra en concentraciones menores que
algunos micronutrientes siendo la concentracion del Pi aun en tierras fértiles pocas
veces mayor a 10 pM [Raghothama, 1999]. El Pi tiene la peculiaridad de
reaccionar con otros nutrientes existentes en la tierra y algunos estudios han
demostrado que hasta el 80% de Pi aplicado como fertilizante es fijado por la tierra
[Schachtman et al.,1998]. Sus funciones no pueden ser cubiertas por ningun otro
nutriente y se requiere un adecuado suplemento de Fdésforo para que la planta

crezca y se reproduzca de forma adecuada. El Fésforo se clasifica como un
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nutrimento primario, pero sus formas minerales son poco solubles, razén por la
cual, es comunmente causa de limitaciones en la produccion agricola y la
agricultura intensiva requiere de la aplicacién de fertilizantes fosfatados en

cantidades relativamente grandes.

El Fosforo es un componente basico de las nucleoproteinas, los acidos nucléicos y
los fosfolipidos, asi como de todas las enzimas involucradas en el transporte de
energia. El Fésforo es esencial para ciertos procesos como la fosforilacién,
fotosintesis, la respiracidon y el transporte de energia y para la sintesis de
carbohidratos, proteinas y lipidos. La deficiencia de Fésforo es muy comun en
suelos acidos que tienen niveles elevados de hierro y aluminio [Reinhardt y

Howeler, 1987].

Las plantas adquieren el Fésforo de la tierra cuando este se encuentra como ion
ortofosfato H2PO4~ 0 HPO4?:, dependiendo del pH de la tierra. Para mantener los
niveles celulares necesarios para el funcionamiento normal de una planta, debe
existir una combinacién eficiente entre la absorcidon del fosfato y su translocacion.
Por lo que, debido a la baja concentracién de fosfato en la tierra (que rara vez
supera una concentracion de 10 pyM), las plantas se han adaptado desarrollando
diferentes estrategias morfoldgicas, fisioldgicas, bioquimicas y moleculares para
una mejor absorcidon y aprovechamiento del fosfato [Raghothama, 1999;

Raghothama et al., 2004 y Gaxiola et al., 2011].

22

—
| —



3.1.2 Pirofosfato

Una de las fuentes directas de Fésforo en las células de todos los seres vivos es
el PPi, producido durante numerosas actividades metabdlicas y cuya hidrdlisis
inmediata constituye una manera eficiente de mejorar la disponibilidad de Fésforo
inorganico [Cori et al., 1951]. Se sabe que es un subproducto biolégico de las
reacciones de biosintesis de acidos nucléicos, de carbohidratos y de proteinas

[Kornberg et al., 1999].

El PPi es un compuesto fosforilado producto de la condensacion de dos moléculas
de ortofosfato para dar un compuesto anhidrido (O3P-O-POs*). Es ademas un
subproducto por excelencia de diversas reacciones anabdlicas, por lo que su
produccion esta estrechamente relacionada con el crecimiento de los seres vivos
[Lara-Nufiez et al., 2001]. Mediante su hidrélisis proporciona un empuje
termodinamico a un gran numero de reacciones biosintéticas y, en muchos
organismos, sirve como intermediario en rutas metabdlicas tales como la
degradacion de sacarosa y almidén [Mansurova, 1989; Heinonen, 2001 y Perales

Banos, 2008].

El PPi fue descubierto en el siglo XIX, al calentar sales de ortofosfato de sodio o
potasio, sin embargo, su formacion en sistemas biologicos fue reportada hasta
1941 por Cori, al analizar extractos de rata incubados aerébicamente en presencia
de succinato y fructosa [Gaytan, 2013]. Es una molécula sencilla constituida por
dos grupos metafosfato unidos por un puente de oxigeno (o dos ortofosfato unidos

por un enlace fosfoanhidrido) y es el polimero de fosfato mas pequefo. La
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hidrdlisis de PPi en dos moléculas de Pi se lleva a cabo gracias a la presencia de
Pirofosfatasas (iPPasa) (Figura 1), enzimas ubicuas en los organismos vivos. La
reaccion de hidrdlisis es una reaccién altamente exergdnica (AG® = -33.5 kJ mol
), lo que compensa los valores de AG® cercanos a cero de muchas de las
reacciones biosintéticas de pirofosfordlisis y que proporciona la fuerza

termodinamica impulsora para muchos procesos anabdlicos [Kornberg, 1962]

Fig. 1.-Reaccién de hidrélisis del pirofosfato catalizada por las pirofosfatasas inorgénicas solubles

3.2 Pirofosfatasas (iPPasa)

Las iPPasa son las enzimas encargadas de la hidrdlisis del PPi como ya se
menciond es subproducto por excelencia de reacciones del metabolismo de
sintesis de varias macromoléculas y considerado también como fuente de energia
auténoma en las plantas, actuando como una alternativa al ATP [Dancewr et al.,
1990] y cuya produccién esta estrechamente relacionada con el crecimiento de la
plantas [Lara-Nufiez et al., 2001]. Estas enzimas catalizan la hidrolisis de PPi a

dos moléculas de Pi, en presencia de un cation divalente (Mg?* o Mn?*)
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favoreciendo el equilibrio termodinamico de muchas reacciones biosintéticas

[Kornber, 1962].

Todas las iPPasas hidrolizan al PPi produciendo Pi libre, son enzimas muy
activas, con gran afinidad por su sustrato y son consideradas catalizadores
perfectos (es decir su actividad esta limitada solo por la difusién del sustrato hacia
la enzima). Estan presentes en todos los seres vivos, siendo esenciales para la
supervivencia de las células [Heinonen, 2001]. Estas pueden subdividirse en tres
familias, de acuerdo a sus caracteristicas; las pirofosfatasas de protones, como la
de la membrana vacuolar [Maeshima et al., 1996] y de aparato de Golgi [Mitsuda
et al., 2001], que acoplan la hidrélisis del PPi a la generacion de un gradiente
electroquimico. Otro grupo lo conforman las iPPasas solubles que utilizan Mg?*
como cofactor exclusivo, las cuales se encuentran en forma ubicua en las células
de plantas, animales y hongos [Sivula et al., 1999]. Una tercera familia utiliza como
cofactor Mn?* y/o Co?* y se encuentra en las bacterias, exclusivamente [Kuhn y

Ward, 1998].

3.3 Pirofosfatasas de Arabidopsis thaliana (AtPPasas)

A. thaliana cuenta con seis isoenzimas (AtPPa1, AtPPa2, AtPPa3, AtPPa4,
AtPPa5 y AtPPa6), con una similitud promedio entre ellas de casi el 79%, se sabe
que los mensajeros de al menos cinco de ellas se expresan abundantemente en
casi todos los tejidos a cualquier edad de la planta [Navarro et al., 2007], mientras

que la sexta tiene una secuencia mas larga de aminoacidos, pero precedida por
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un péptido de transito al cloroplasto de manera que la proteina madura es
ligeramente mas pequefia. Esta Ultima proteina sélo cuenta con una semejanza
del 22% respecto a las demas [Schulze et al., 2004], y su secuencia de
aminoacidos esta mas emparentada con la pirofosfatasa de la levadura [Gomez et
al., 2006]. Se sabe que los mensajeros de al menos cinco de ellas se expresan

abundantemente en casi todos a cualquier edad de la planta [Navarro et al., 2007].

En el laboratorio del Dr. Rodriguez Sotres se caracterizaron cinética y
molecularmente a las isoenzimas AtPPa1 y AtPPA4, encontrando que ambas
proteinas tiene una alta especificidad a PPi y son activadas por Mg?* [Navarro,
2005]. La isoenzima AtPPa6 también es dependiente de Mg?* y su pH éptimo es
de 7.5 [Schulze et al., 2004]. En el mismo laboratorio también se ha estudiado la
localizacion de las diferentes isoformas en los compartimientos celulares mediante
la ligacién de una proteina fluorescente al gen de la AtPPasa. Se encontré que
AtPPa1 se localiza preferentemente en regiones citosdlicas encontrandose
también, aunque en menor proporcion, en el nucleo de las células. Las AtPPa2 y
AtPPa3 se localizan exclusivamente en citosol. La isoforma AtPPa4 no se localizé
claramente en A. thaliana, mientras que la isoforma AtPPa5 fue localizada en el
citosol y en otras particulas que podrian ser mitocondrias, pero cuya identidad no
fue establecida con certeza [Navarro, 2009]. La isoenzima AtPPa6, al menos en
experimentos de importacion in vitro, se localiza principalmente en cloroplastos

[Schulze et al., 2004].
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Se ha reportado el nivel de expresion de las diferentes isoenzimas AtPPasas de A.
thaliana a través de estrategias de biologia molecular y de microarreglos. En la
Figura 2 se observa la expresion de las AtPPiasas en cada uno de los 6rganos en

las diferentes etapas del desarrollo de la planta.
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Figura 2.- Nivel de expresion de mRNA de las seis AtAPPasas de A. thaliana [Navarro, 2009]

3.4 Transformacion de Arabidopsis thaliana

Una de las herramientas esenciales en el estudio del analisis funcional de los
genes, en un organismo cuyo genoma haya sido completamente secuenciado, es
la de generar la pérdida de la funcién de uno o mas genes. Para lograrlo una
estrategia frecuente en A. thaliana y en otras plantas es utilizar a la bacteria

Agrobacterium tumefaciens [Alonso et al., 2003].
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Agrobacterium tumefaciens, un fitopatdgeno presente en la tierra, es capaz de
transformar genéticamente a diversas plantas dicotiledoneas, infectando por
medio de heridas y causando tumores conocidos como agallas de cuello o corona.
Durante la transformacion, la bacteria transfiere un segmento especifico de su
DNA, una copia del llamado tDNA (secuencia T). EI tDNA es parte de un plasmido
de gran tamaino, denominado plasmido Ti por su capacidad inductora de tumores.
Se encuentra delimitado por dos secuencias de 25-pb de repeticiones directas,
llamadas bordes del tDNA. Cualquier secuencia de DNA contenida entre estos
bordes, sera transferida a la planta. En contraste con otros segmentos de DNA
moviles, el tDNA posee informacién para autotransferirse. Sin embargo, dentro del
plasmido Ti se encuentran genes vir, que son activados por proteinas liberadas
por la planta (VirA, VirB, VirC, VirD, VirG,...). Estos genes contienen la informacion
necesaria para generar, cortar y transferir la secuencia-T (una copia de cadena
sencilla del tDNA) de la célula bacteriana a la célula de la planta. Cuando la
secuencia T se encuentra en el nucleo de la planta, ésta se integra a un

cromosoma [Stachel y Nester, 1986; Zupupan y Zambryski, 1995].

El fragmento de tDNA contenido en dicho plasmido ha sido manipulado mediante
ingenieria genética, para eliminar las secuencias de interés y mutar el gen
objetivo. A esta secuencia se le inserta también un marcador, un gen de
resistencia a un herbicida o antibidtico, que permita seleccionar las plantas
transformadas. Lo anterior es posible debido a que los intrones de A. thaliana son
muy pequenos, por lo que, una insercién de tDNA de una longitud de 5 a 25 Kb en

un exén de un gen de la planta causa la interrupcion de la secuencia del gen, lo
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que lleva a la pérdida del mensaje y de la funcibn de dicho gen. Las
transformaciones se realizan al azar y, posteriormente, utilizando oligonucleétidos
dirigidos a la secuencia insertada en el vector para secuenciar fragmentos de DNA
adyacentes a dicho sitio, se puede identificar el sitio de insercién [De Block, 1993;

Radhomony, et al. 2005].

Uno de los herbicidas utilizados para la seleccién de plantas transformadas es el
glufosinato de amonio, conocido comercialmente como PESTANAL®, un potente
inhibidor de la enzima glutamina sintetasa. Esta enzima es esencial para la
asimilacion de nitrégeno en las plantas y el gen de resistencia proviene de un
glutaminosintetasa insensible al inhibidor que fue aislada de bacterias de género

Streptomices [Powles et al., 1996].

3.5 Respuesta de Arabidopsis thaliana ante condiciones de estrés biolégico y

adaptaciones fisiolégicas.

Un estrés bioldgico se define como una condicion o fuerza adversa que inhibe el
funcionamiento normal y el bienestar de un sistema biolégico [Mahajan y Tuteja,

2005].

Una gran variedad de condiciones ambientales pueden inducir estrés, alterando
significativamente el metabolismo, crecimiento y desarrollo de las plantas. Es
importante entender las respuestas de las plantas a condiciones de estrés si se

quiere mejorar el rendimiento de cultivo de vegetales bajo condiciones poco
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favorables de crecimiento. Las plantas responden y se adaptan al estrés a nivel

molecular, celular, fisiolégico y bioquimico [Urano et al., 2010].

Las plantas presentan respuestas para contrarrestar los efectos de las condiciones
adversas que dificulten su supervivencia. Las condiciones de insuficiencia o
exceso de Fésforo inducen respuestas adaptativas en diversas plantas que se

traducen en cambios metabdlicos, morfolégicos y estructurales [Navarro, 2005].

3.5.1 Respuesta a alto fosfato.

La presencia de concentraciones elevadas de algun nutriente en los suelos puede
conducir a alteraciones en la fisiologia de las plantas [Rogato et al., 2010]. Una
sobre acumulacion de nutrimento en los tejidos puede generar efectos negativos
en las células ademas de limitar la absorcion de otros nutrimentos por parte de la

planta [Bubier et al., 2011].

El Fésforo suele ser un nutriente escaso en los suelos naturales y raramente
alcanzaria niveles toxicos. Sin embargo, la excesiva aplicacién de fertilizantes ha
generado areas en donde los suelos se encuentran saturados con Fdésforo. Tal
elevacion provoca, a su vez, un fendmeno conocido como eutroficacion que se
caracteriza por crecimiento excesivo de ciertas algas que tienen efectos nocivos

sobre ecosistemas acuaticos [Behrendt y Boekhold, 1993]

Las plantas de A. thaliana se ven afectadas en el transporte de fosfato a altas

concentraciones de este mineral ya que se convierten en hiperacumuladoras de
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fosfato y acusan claros sintomas de intoxicacion. [Delhaize y Randall, 1995]. La
deficiencia de zinc puede también causar una elevacion en la toma de fosfato en
las plantas, lo que conduce a sintomas de toxicidad por este mineral [Singh et al.,
1988]. El exceso de fosfato puede tener también efectos negativos sobre la

absorcion de micronutrientes, particularmente hierro [Zheng et al., 2009].

3.5.2 Respuesta a deficiencia de fosfato.

Los cambios morfologicos que se han ido sido observando en estrecha asociacion
con la deficiencia de Fdsforo, consisten principalmente en un incremento en el
tamano y grosor de sus raices, formacion de raices proteoides [Navarro, 2005]. La
habilidad de las plantas de adquirir fosfato aumenta significativamente cuando
éstas se encuentran en deficiencia de Pi, este aumento es aparentemente

regulado, en parte, a nivel transcripcional [Raghothama et al., 2004].

Se han visto cambios bioquimicos asociados a la presencia de transportadores de
mayor afinidad por fosforo del suelo [Raghothama, 2000] y entre los diferentes
tejidos de la planta [Liu et al., 1997]. También se ha observado la reduccion en la
circulacion de Pi a través del floema cambios metabdlicos posiblemente
relacionados con un uso mas eficiente de Pi [Rivera, 2004], movilizacion de Pi de
la vacuola al citoplasma [Raghothama, 2000], secrecion de acidos organicos
[Dinkelaker et al.,1995], secrecion de fosfatasas y RNAsas [Duff et al., 1989] vy,
finalmente, alteraciones metabodlicas de la respiracion [Theodorou y Plaxton,

1993], del metabolismo del carbono [Farré et al., 2000], de la fijacidon de nitrdgeno
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y de la sintesis de aminoacidos aromaticos. Todos estos cambios metabdlicos se
asocian a la activacion de ciertos genes, al silenciamiento de otros y/o a los
cambios en actividad enzimatica por modificacion postraduccional, aunque los
cambios morfoldgicos suelen ser mas evidentes, los cambios fisiologicos,
bioquimicos y moleculares no juegan un papel menos importante en la respuesta
adaptativa de la planta y su papel en tal respuesta dificiimente puede separarse

[Navarro, 2005].

La deficiencia de Pi rapidamente induce la expresion de genes que codifican para
proteinas involucradas en transporte de Pi, llevando a un incremento en la
transcripcion y sintesis de fosfatasas &acidas tanto intracelulares como
extracelulares. Se sabe que los niveles de ATP y de todos los nucleétidos
disminuyen significativamente en cultivos celulares durante deficiencia de Pi y que
el PPi, que se mantiene en altos niveles, por lo que podria funcionar como una
fuente autébnoma de energia. Las enzimas consideradas como adaptativas de la
ruta de la glucdlisis, aquellas que no requieren al Pi como sustrato, son activadas
con condiciones de deficiencia de Pi, permitiendo que se lleve a cabo el

metabolismo del carbono en estas condiciones [Plaxton, 1996].
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4. HIPOTESIS

Dado que la planta mutante AtAPPa5 (A. thaliana carente de la proteina PPasa,
isoforma cinco) presenta un fenotipo alterado, su adaptacién al estado nutrimental
de Fésforo se alterara. Es decir, los cambios en la actividad de pirofosfatasa
inorganica soluble que se observen en la planta silvestre, bajo los diferentes
estados de nutricion, seran distintos a los que se presenten en la planta mutante,
no solo debido a la ausencia de la isoforma cinco, sino también por alteraciones

en la actividad de las pirofofatasas inorganicas solubles restantes.
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5. OBJETIVO

Determinar la actividad de pirofosfatasa en extractos de hojas de plantas de
A.thaliana silvestre y de la mutante AtPPa5,ambas crecidas bajo condiciones
control (Medio completo conteniendo 1 mM K2HPOs4), bajo condiciones de
inanicion de Foésforo (Medio completo sin fosfato, con 1 mM K2SOs4), o bajo

condiciones de exceso de Fésforo (Medio completo conteniendo 2.5 mM KaHPOa4).
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Materiales

6.1.1 Material y equipo de laboratorio

» Espectrofotometro UV/VIS Optizen® POP Bio, de Mecasys Co., Ltd.
= Centrifuga para tubos eppendorf Biofugue pico de Heraeus®

= Lector de placas de Elisa Bio-Rad Benchmark®

6.1.2 Material Bioldgico

Las semillas de A. thaliana de la mutante con la insercion del tDNA, fueron
adquiridas del Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC), de la universidad
de Ohio, EUA, a través de la iniciativa TAIR (The Arabidopsis Information

Resource).

6.1.3 Disoluciones

La composicidn de las disoluciones empleadas en este trabajo se indica en las

tablas 1 a la 16, que se muestran a continuacion.
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Tabla 1.- Concentracion de nutrientes para medios de control y tratamiento con

estrés por inanicion o alto fosfato.

COMPUESTOS

Sulfato de amonio
Acido bérico
Cloruro de calcio
Cloruro de cobalto (1l)

Sulfato de cobre (1)
pentahidratado

EDTA sal de sodio dihidratada

Sulfato de magnesio

heptahidratado

Sulfato de magnesio

heptahidratado
Sulfato de manganeso hidratado
Molibdato de sodio dihidratado
loduro de potasio
Nitrato de potasio
Fosfato monobasico de potasio
Sulfato de zinc heptahidratado

Sulfato de potasio

Control

1.014

0.049

1.020

1.08x10*

0.020

0.100

0.100

0.749

0.059

0.001

0.005

24.728

1.087

0.007

0.000

(nM)

Alto Fosfato

1.014

0.049

1.020

1.08x10*

0.020

0.100

0.100

0.749

0.059

0.001

0.005

24.728

2.500

0.007

0.000

Sin Fosfato

1.014

0.049

1.020

1.08x104

0.020

0.100

0.100

0.749

0.059

0.001

0.005

24.728

0.000

0.007

1.000

36

—

'



Tabla 2.- Amortiguador de extraccion de proteina

COMPUESTOS CONCENTRACION
(mM)
Tris-HCI 100
EDTA 1
MgCl. 3
pH7.5

Se agregd una pastilla de inhibidores de proteasas Complete (Roche Molecular Biochemicals.

Mannheim Germany) por cada 50 mL.

Tabla 3.- Amortiguador de elucién A

COMPUESTOS CONCENTRACION
(mM)
Tris-HCI 100
EDTA 1
MgCl; 3
(NH4)2804 500
pH7.5
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Tabla 4.- Amortiguador de elucion B

COMPUESTOS CONCENTRACION
(mM)
Tris-HCI 100
EDTA 1
MgCl2 3
pH7.5

Tabla 5.- Amortiguador de elucién C

COMPUESTOS CONCENTRACION
Tris-HCI 100 mM
EDTA 1 mM
MgCl2 3 mM
Etilenglicol 50 %
pH7.5
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Tabla 6.- Amortiguador para medir actividad pirofosfatasa con Magnesio.

COMPUESTOS CONCENTRACION
(mM)
Tris-HCI 100
EDTA 0.1
MgCl2 3
pH7.5

Tabla 7.-Amortiguador para medir actividad pirofosfatasa sin Magnesio.

COMPUESTOS CONCENTRACION
(mM)
Tris-HCI 100
EDTA 0.1

Tabla 8.- Reactivo de trabajo verde de Malaquita
COMPUESTO mL

Reactivo 1 Verde de malaquita 0.45 % 2
(v/v) en HCI 2 N

Reactivo 2 Molibdato de amonio 6 N 1
Reactivo3  Brijal 3 % saturado con NaCl 1
Agua 9
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Tabla 9.- Amortiguador de resuspension de proteina

COMPUESTOS CONCENTRACION
mM
Tris-HCI 100
EDTA 1
MgCl2 3
(NH4)2804 500

Tabla 10.-Amortiguador de carga para SDS-PAGE

COMPUESTOS CONCENTRACION
Tris-HCI 0.125M
SDS 4%
Glicerol 20 %
DTT 02M
Azul de bromofenol 0.02 %
pH 6.8
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Tabla 11.- Concentracion de soluciones para preparar un gel poliacrilamida

Solucion Gel concentrador Gel separador
4% 12 %
Acrilamida 30 %, Bis-Acrilamida 4 mL 8 mL
0.8 %
Tris 1.5 M, pH 6.8 25mL s
Tris1.5M,pH88 - 5mL
TEMED 4 uL 8 uL
Persulfato de amonio 10 % 200 L 400 pL
SDS 10 % 0.1 mL 0.2mL
Agua 3.35 mL 6.7 mL

Tabla 12.- Solucién de tincion de proteinas en gel

COMPUESTOS CONCENTRACION
(%)
Azul de coomassie R250 0.025
Metanol 40
Acido acético 7
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Tabla 13.-Solucion sensibilizadora para tincion de proteinas en gel
COMPUESTO CONCENTRACION
Tiosulfato de sodio 10 % 2mL

Volumen final 1L

Tabla 14.- Solucién de plata para tincion de proteinas en gel

COMPUESTO VOLUMEN
Nitrato de plata (1 N) 12.5mL
Volumen final 1L

Esta solucién se prepara al momento de usarse.

Tablal5.- Solucién de desarrollo para tincion de proteinas en gel

COMPUESTOS CONCENTRACION
Carbonato de potasio 309
Formaldehido (37 %) 250 L

Tiosulfato de sodio (1 N) 125 uL

Volumen final 1L
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Tablal6.- Solucién de paro para tincion de proteinas en gel

COMPUESTO

Tris 409
Acido acético 20 mL
Volumen final 1L
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6.2 Métodos

6.2.1 Preparacion del medio de crecimiento.

Los medios se prepararon con los nutrientes listados en la Tabla 1 adicionando a
cada uno 0.5 % p/v de sacarosa y MES 2.35 % p/v. Se ajustoé el pH a 5.7 y se
agreg6 0.33 % p/v de Gellam Gum a la solucién, adicionalmente a los medios para
el crecimiento de las plantas mutantes se agregd a una concentracion de 50 uM
Pestanal. Se verti6 la solucién en cajas Petri estériles y se almacenaron a 4 °C

hasta su uso.

6.2.2 Germinacién de semillas, crecimiento de plantas y seleccion de

plantas mutantes

Las semillas de A. thaliana silvestre y de la mutante AtAPPa5, se desinfectaron
con una solucién al 50 % de hipoclorito de sodio (cloro comercial) y 1 % de Triton
X-100 por 10 min. Se enjuagaron exhaustivamente con agua desionizada y estéril
hasta eliminar todo el residuo de detergente y cloro.Las semillas desinfectadas se
colocaron con micropipeta en cajas Petri elaboradas previamente con los distintos
medios de crecimiento (ver 6.2.1). Se sembraron 150 semillas de cada lote

experimental.

La germinacion de semillas se realizd por estratificacion. Las cajas Petri con

semillas se colocaron a 4 °C en ausencia de luz (se envuelven con papel aluminio)
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por 48 horas. Terminado este periodo el papel aluminio se retird y se transfirieron
a una camara de crecimiento a 22 °C con luz continua por un periodo de 4 a 6
horas (estimulando germinacion). Se envolvieron en papel aluminio nuevamente y
se colocaron a 22°C por 48 horas. Por ultimo, se retira el papel aluminio y las
semillas sembradas en las cajas Petri se colocaron verticalmente en una camara
de crecimiento a 22 °C con un fotoperiodo de 16/8 luz/oscuridad durante 15 dias.
Posteriormente, a las plantas mutantes se les asperjo con una solucion de
herbicida Pestanal (50 uM) para seleccionar las plastas resistentes ya que esta

aunada a la mutacién. Las plantas se dejaron dos dias mas.

Al dia 17 de crecimiento de las plantas WT y mutantes se cambiaron a frascos de
boca ancha con los medios de tratamiento descritos anteriormente (ver tabla
6.2.1). Las plantas se dejaron en estos medios (control, sin y exceso de P) durante

nueve dias mas.

6.2.3 Extraccién de proteina.

Al término de la etapa de experimentacion las plantas se molieron con nitrégeno
liquido hasta obtener un polvo fino para después agregar el amortiguador de
extraccion (Tabla 2) y finalmente obtener una mezcla homogénea. Estas muestras
se centrifugaron a 12000 x g por 10 min . Se descartd el precipitado y el
sobrenadante se dividié en dos fracciones. A una de las fracciones (extracto
crudo liofilizado) se le agrego glicerol estéril hasta completar el 10 % con respecto

al volumen total de esta fraccién. Posteriormente, se hicieron alicuotas de 200 uL
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las cuales se liofilizaron hasta obtener un volumen de aproximadamente 20 pL. Se
almacenaron a -20 °C para su posterior analisis (ver 6.2.3). A la segunda fraccion
(extracto crudo fresco) se le cuantifico la concentracién de proteina por el método

de Bradford (ver 6.2.4) y se le midi6 la actividad pirofosfatasa (ver 6.2.6).

6.2.4 Cuantificacién de proteina por el método de Bradford.

Esta cuantificacion se realizo al extracto crudo fresco en un analisis a micro escala
en placas de Elisa multipozo con 2 pL de muestra y 150 yL de reactivo de
Bradford (Quick Start Bradford marca Biorad No. 500-0205). La curva estandar se
realiza con albumina bovina sérica (BSA) como proteina patrén con una

concentracion desde 0 a 12 pg.

6.2.5 Fraccionamiento de actividad de la pirofosfatasa en columna de

fenilsefarosa.

La columna de fenilsefarosa se equilibré con, al menos cinco veces su volumen
con amortiguador de elucién A (Tabla 3). Se eluyen los 20 uL de proteina (ver
6.2.3) que se disolvieron previamente en 200 yL de amortiguador de elucion A
(Tabla 3). Se eluye con 10 mL de amortiguador de elucion A (Tabla 3), seguidos
de 10 mL de amortiguador de elucion B (Tabla 4) y, finalmente, 10 mL de

amortiguador C (Tabla 5). Las fracciones se colectan en volumenes de 1 mL.
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6.2.6 Medicion de actividad de pirofosfatasa.

Se colocan 25 L de las fracciones que se obtuvieron en la seccion 6.2.5 en dos
placas multipozo tipo Elisa, una placa debe contener 25 uL del amortiguador para
medir actividad pirofosfatasa con Magnesio (Tabla 6) y la otra placa 25 yL de
amortiguador para medir actividad pirofosfatasa sin Magnesio (Tabla 7). La
reaccion se detiene con 200 uL de reactivo verde de Malaquita (Tabla 8) después

de 30 min .

La placa se lee a 595 nm en un lector de placas de Elisa Bio-Rad Benchmark, con
una curva estandar de 0 a 20 nm de pirofosfato para dar un volumen total de 50 uL

por cada pozo.

6.2.7 Medicién de absorbencias de las fracciones

A las fracciones que se obtuvieron en la seccién 6.2.6 se les midié la absorbencia
a 280 nm en el Espectrofotometro UV/VIS Optizen® usando como blanco los

amortiguador de elucion utilizados para el fraccionamiento (Tablas 3, 4 y 5).

6.2.8 Desalado de fracciones.

Las fracciones que se obtuvieron en la seccion 6.2.5 que presentaron una
actividad pirofosfatasa mas alta, se desalaron en una columna de Sephadex G-25

Superfine®.
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Las fracciones se precipitaron con acetona-TCA al 10%. Se utilizé un volumen de
muestra por cinco volumenes de acetona-TCA. Las muestras se dejaron
precipitando por una noche a 4° C. Posteriormente, se centrifugaron cinco minutos
a 5000 rpm a 4 °C, conservando el precipitado. De nuevo, se agregd acetona fria 'y
se centrifugdé 5 min a 5000 rpm a 4 °C. Este ultimo paso se repitié una vez mas. Al
precipitado final se le agregé el amortiguador de carga (Tabla 10) y se cargé en el

gel de electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE).

6.2.9 Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE).

Para realizar la electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) se prepararan los
geles segun lo descrito en la Tabla 6.11, las muestras se suspenden en el

amortiguador de carga (Tabla 10) y se carga el gel y se corre a 70 mV

6.2.10 Tincién de geles con nitrato de plata.

Los geles se cubrieron con la solucién de tincién (Tabla 12) durante 30 min y se
enjuagaron con agua durante 10 min y se repitio la operacién tres veces. Para
sensibilizar el gel se cubrié con Solucién sensibilizadora (Tabla 13) durante 1 min
y se enjuagd con agua dos veces durante 1 min, enseguida se sumergié con
Solucion de plata (Tabla 14) por 30 min y se enjugo con agua de 5 a 15 seg. El gel

se sumergio en solucion de desarrollo (Tabla 15) de 10 a 20 min y se detuvo el
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desarrollo del color con la solucién de paro (Tabla 16) al sumergir de 30 a 60 min

para finalizar la tincion se enjuagé varias veces con agua desionizada.
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7. RESULTADOS Y ANALISIS

7.1.- Seleccion de las plantas mutantes AtAPPa5

Las plantas mutantes AtAPPa5 fueron seleccionadas con PESTANAL® puesto
que la mutacion esta ligada a la resistencia a este herbicida. Esta seleccion se
hizo toda vez que las plantas tenian 15 dias de crecimiento, esto fue para no
estresarlas en etapas mas jovenes en donde la planta esta estableciendo su
metabolismo de plantula a planta joven. Cuando se seleccionaron las plantas

resistentes al herbicida se obtuvieron las plantas mutadas en el gen de interés.

En un reporte en nuestro laboratorio se mostré que la mutante AtAPPa5 tiene un
fenotipo distinto respecto a la planta wt (Fig. 3 y 4) [Villafranca, 2011]. En el
presente trabajo se corrobord lo observado anteriormente, en el crecimiento en
condiciones control conforme pasa el tiempo aumenta la cantidad de hojas de
menor tamafno en la roseta de la mutante AtAPPa5, fendbmeno que no sucede en
la planta silvestre donde las hojas de la roseta tienden a aumentar su tamario a
medida que la planta se desarrolla (Fig. 3). En lo referente al sistema reproductivo,
la mutante AtAPPa5 mostré un notable incremento en el numero de tallos florales,
flores vainas y semillas (Fig. 4). La planta control presento hojas mas grandes y

con tendencia a aumentar de tamano.
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Fenotipo de las plantas wt y AtAPPa5 bajo deficiencia de
fosfato

Control wt Mutante AtAPPa5

(Semana 3) (Semana 3)

Fig. 3.- Fenotipo de las plantas wt y mutante AtAppA5 en el tratamiento por deficiencia de fosfato.

Fotografias tomadas al termino de cada semana durante 3 semanas.

Fenotipo de las plantas wt y AtAPPa5 bajo deficiencia de
fosfato

Control wt Mutante AtAPPa5

(Semana 3) (Semana 3)

Fig. 4.- Fenotipo de las plantas wt y mutante AtAPPa5 en tratamiento por alto fosfato. Fotografias

tomadas al termino de cada semana durante 3 semanas.




Al ser sometidas a los diferentes tratamientos a estrés se pudieron observar claras
diferencias. En el tratamiento de estrés por alta concentracién en Fosfato la planta
control wt se le observé un tono ligeramente amarillo al terminar el tratamiento
hojas ligeramente alargadas, brillo y tamafo superior al del tratamiento con
deficiencia de Fosfato; en las raices se observé un incremento en la longitud y
densidad, asi como la proliferacion de raices secundarias, y en la planta mutante
AtAPPa5 el color es mas uniforme durante este tratamiento. En el tratamiento de
estrés por deficiencia de fosfato desde la primera semana se observa que ambas
plantas tienen tejidos dafiados, observando un color amarillento y algunas hojas
clordticas, lo que se hace mas patente conforme pasa el tiempo, aunque ambas

crecen y desarrollan tallos floral a pesar de esto cambios.

7.2.- Cuantificacion de la concentracion de proteina en el extracto crudo

fresco de las plantas A. thaliana bajo los diferentes tratamientos

En la Tabla 17 se puede observar los resultados obtenidos luego de la extraccion
de proteina (Ver 6.2.3) de A. thaliana y la cuantificacion de la concentracion de
proteina que se realizd por el método de Bradford (Ver 6.2.4). De acuerdo a la
concentracion de proteina en los extractos crudos (Tabla 17) se pudo detectar una
mayor cantidad de proteina en las plantas mutantes que en la planta wt en
condiciones control e incluso en las plantas crecidas en deficiencia de Pi en el

medio, lo que se refleja un menor contenido de proteina por gramo de tejido, es
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decir que aunque bajo deficiencia de Pi, ambas plantas crecieron poco, la mutante

AtAPPa5 estaba menos afectada.

Tabla 17. Concentracion de proteina en los extractos crudos de plantas de A.

thaliana bajo diferentes tratamientos

Muestra Concentracion de
proteina (Mg/uL)
Wt Control 0.585
Wt Menos fosfato 0.197
Wt Alto fosfato 0.606
AtAPPa5 Control 0.357
AtAPPa5 Menos fosfato 0.531
AtAPPa5 Alto fosfato 0.661

La planta wt crecida en condiciones de bajo Pi es la que presenta una menor
concentracion de proteina con respecto a las otras, en la planta mutante crecida
en esta misma condicién se observa una aumento en la concentracion aun mayor
que la condicion control. Es necesario enfatizar que, aunque la planta carece de
unas isoforma de pirofosfatasa, ésta crece con mayor cantidad de hojas
arrosetadas e incluso se ve menos afectada cuando se crece en deficiencia de Pi

que la planta control.
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7.3.- Cuantificacion de la actividad proteina pirofosfatasa en el extracto

crudo fresco de las plantas A. thaliana bajo los diferentes tratamientos.

Se midié la actividad pirofosfatasa total en los extractos crudos de las plantas
sometidas a los diferentes tratamientos, se observaron cambios importantes en la
condicion de deficiencia de Pi. En la Tabla 18 se observa que la actividad de la
pirofosfatasa no se modifica en la planta wt cuando se pone un exceso de Pi en el
medio, al igual que la planta mutante bajo esta condicién. Aun mas interesante es
que la actividad pirofosfatasa se ve aumentada en la planta control cuando se
mantiene en condiciones de crecimiento deficiente de Pi, mientras que la planta
mutante AtAPPa5 tiene una disminucion muy notable al respectivo control. Esta
misma tendencia de actividad se mantiene cuando se considera la concentracion

de los diferentes extractos crudos (Tabla 19).
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Tabla 18. Actividad de pirofosfatasa del extracto crudo de A. thaliana wt y la

planta mutante AtAPPa5 bajo diferentes tratamientos.

Muestra Actividad pirofosfatasa

(nM de P . ugtejido fresco™®. min-1)

Wt Control 6.8

Wt menos fosfato 12.2

Wt alto fosfato 5.9

AtAPPa5 Control 8.3

AtAPPa5 Menos fosfato 3.8

AtAPPa5 Alto fosfato 10.1
[ =)



Tabla 19. Actividad especifica de pirofosfatasa del extracto crudo de A. thaliana

wt y la planta mutante AtAPPa5 bajo diferentes tratamientos.

Muestra Actividad especifica de
pirofosfatasa

(nM de P . ugproteina™® . min-)

Wt Control 0.145

Wt menos fosfato 0.776
Wt alto fosfato 0.122
AtAPPa5 Control 0.291
AtAPPa5 Menos fosfato 0.089
AtAPPa5 Alto fosfato 0.191

7.4.- Fraccionamiento en columna de los diferentes tratamientos para las
plantas A. thaliana wt y la mutante AtAPPa5.

Al realizar el fraccionamiento en columna se buscod conocer y observar la
variabilidad que presenta la expresion de las diferentes isoformas de la
pirofosfatasa de A. thaliana y ver el comportamiento que presentan las plantas
cuando son sometidas a condiciones de estrés. Se evaluaron todos los resultados
y se presentan aqui los datos para las distintas condiciones a los que se

sometieron las plantas.

En la Figura 5 se puede observar que los extractos crudos de las plantas de A.

thaliana silvestres pueden fraccionarse en cuatro picos de actividad. El primero
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eluye en presencia de sal, dos mas eluyen cuando se retira la sal del lavado y el
ultimo cuando se anade etilenglicol (50 %) al medio de elucion. El ancho se los
picos sugiere que podrian contener mas de un componente, especialmente el

ultimo que eluye con 50 % de etilenglicol.
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Figura 5.-Perfil de actividad de pirofosfatasa inorganica soluble, dependiente de Mg en los
extractos crudos de plantas silvestres de A. thaliana crecidas en condiciones control. Las isoformas
fueron separadas en columnas de fenilsefarosa, como se indica en métodos. La linea punteada
azul muestra la concentracién de proteina, la linea continua negra con diamantes la actividad
pirofosfatasa (como ug de fosfato producidos en 30 min)y la linea punteada vino el cambio de

medio de elucién (ver métodos).

Las absorbencias de las fracciones se leyeron en el espectofotometro a 280 nm
dado que la mayoria de las proteinas absorben a esta longitud de onda. Se puede
observar que en la figura 5 el primer pico de concentracion de proteina (linea
punteada azul) es alto pero no observa actividad pirofosfatasa de igual tamaro,
entonces podemos decir que aunque existe muchas proteinas, la presencia de

pirofosfatasas activas es insuficiente.
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Figura 6.-Perfil de actividad de pirofosfatasa inorganica soluble, dependiente de Mg en los
extractos crudos de plantas silvestres de A. thaliana crecidas en condiciones de exceso de fosfato.
Las isoformas fueron separadas en columnas de fenilsefarosa, como se indica en métodos. La
linea punteada azul muestra la proteina, la linea continua negra con diamantes la actividad
pirofosfatasa (como pg de fosfato producidos en 30 min) y la linea punteada vino el cambio de

medio de elucién (ver métodos).

La Figura 6 representa el perfil de actividad de pirofosfatasa inorganica soluble,
dependiente del Mg en la planta wt crecida en condiciones de exceso de fosfato,
se observa que hay nuevamente cuatro picos de activad. El primero nuevamente
eluye en presencia de la sal, la segunda entre el intercambio de los cambios de
amortiguador , el tercero en ausencia de sala y el ultimo pico cuando se afiadio el

etilenglicol. En este caso los picos eluidos en presencia de sal (1 y 2), son de
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mayor tamano, mientras que el ultimo pico, eluido con etilenglicol se subdivide en
dos picos mas pequefios. Aunque no sabemos qué isoforma de pirofosfatasas
corresponde a cada pico o incluso si algunos picos son debidos a proteinas con
modificaciones postraduccionales, es claro que la planta estd adaptando su

metabolismo de fésfato a la condicidon de crecimiento.
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Figura 7.-Perfil de actividad de pirofosfatasa inorganica soluble, dependiente de Mg en los
extractos crudos de plantas silvestres de A. thaliana crecidas en condiciones de bajo fosfato. Las
isoformas fueron separadas en columnas de fenilsefarosa, como se indica en métodos. La linea
punteada azul muestra la proteina, la linea continua negra con diamantes la actividad pirofosfatasa
(como ug de fosfato producidos en 30 min) y la linea punteada vino el cambio de medio de elucién

(ver métodos).
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En la Figura 7 se puede observar el perfil de actividad de la PPasa de la planta wt
crecida en condiciones de bajo fosfato que podemos comparar con las dos figuras
anteriores (5 y 6). Sin embargo, los dos primeros se observan en las primeras
fracciones (elucion con sal) y son mucho mayores que en el control. El tercero
presenta un hombro y parece coincidir con el pico 2 del perfil control juntos,
mientras que el tercero y cuarto parecen ser equivalentes al tercer pico control
subdividido. No se detectdé actividad en las ultimas fracciones eluidas con

etilenglicol.
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Figura 8.- Perfil de actividad de pirofosfatasa inorganica soluble, dependiente de Mg en los
extractos crudos de plantas mutantes AtAPPa5 de A. thaliana crecidas en condiciones control. Las
isoformas fueron separadas en columnas de fenilsefarosa, como se indica en métodos. La linea
punteada azul muestra la proteina, la linea continua negra con diamantes la actividad pirofosfatasa
(como pg de fosfato producidos en 30 min) y la linea punteada vino el cambio de medio de elucion

(ver métodos).

En la Figura 8 se observa el fraccionamiento en columna de las plantas mutantes
AtAPPa5 crecidas en condiciones control. Se observa un perfil semejante en
distribucidn de picos al de la figura 5, pero el tamafo del pico 1 en el control es
considerablemente menor quedando ambos picos subdivididos en dos cada uno.

Aparentemente la perdida de una isoforma puede ser compensada por la planta
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con la mayor expresion de otras isoformas, lo que se refleja en un cambio en el

tamano de los picos, si bien la distribucién del perfil es muy parecida.
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Figura 9.- Perfil de actividad de pirofosfatasa inorganica soluble, dependiente de Mg en los
extractos crudos de plantas mutantes AtAPPa5 de A. thaliana crecidas en condiciones de alto
fosfato. Las isoformas fueron separadas en columnas de fenilsefarosa, como se indica en métodos.
La linea punteada azul muestra la proteina, la linea continua negra con diamantes la actividad
pirofosfatasa (como pg de fosfato producidos en 30 min) y la linea vino el cambio de medio de
elucién (ver métodos).
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En la Figura 9 podemos ver el perfil de actividad que se gener6 con la plantas
AtAPPa5 crecidas bajo condiciones de alto fosfato, pero a diferencia del perfil de la
figura 5 en este caso los picos de actividad que eluyen con sal y luego de retirar la
sal son mucho mayores. Esta referencia correlaciona con una apariencia mas
uniforme y con menor senescencia de las hojas, bajo esta condicion de estrés, en
comparaciéon con la planta silvestre. Como se menciond en los antecedentes, la
actividad de estas enzimas es necesaria para impulsar la biosintesis y, por lo

tanto, un mejor establecimiento de los tejidos.
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Figura 10.-Perfil de actividad de pirofosfatasa inorganica soluble, dependiente de Mg en los
extractos crudos de plantas mutantes AtAPPa de A. thaliana crecidas en condiciones de bajo
fosfato. Las isoformas fueron separadas en columnas de fenilsefarosa, como se indica en métodos.
La linea punteada azul muestra la proteina, la linea continua con diamantes la actividad
pirofosfatasa (como pg de fosfato producidos en 30 min) y la linea punteada vino el cambio de

medio de elucién (ver métodos).

En la Figura 10 se observan 3 picos de actividad pirofosfatasa, cada uno de ellos
se eluye en seguida de los cambios de medios, que a diferencia de los perfiles de
actividad para las plantas AtAPPa5 crecidas en condiciones de exceso y control
(Figura 8 y 9) en el cambio del medio a etilenglicol la actividad es nula o muy bajo
con respecto a los otros cambios de medio que se hacen el en fraccionamiento en

columna. Resulta notorio que este perfil se parece al de la planta control bajo
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suficiencia de fosforo (Fig. 5), a pesar que tanto la mutante como la planta
silvestre redujeron su crecimiento y mostraron marchitamiento de las hojas bajo la

condicion de deficiencia de fosforo.

En los perfiles de fraccionamiento de la actividad pirofosfatasa se observa que la
planta mutante carece del ultimo pico de actividad (en el gradiente de etilenglicol)
en comparacion con la planta wt en condiciones control (Fig. 5) o en presencia de
exceso de fosfato (Fig. 6). En estos perfiles hay también concordancia de la
presencia de un solo pico de actividad cuando se eluye la columna de
fenilsefarosa con sulfato de amonio en la mutante con el perfil de la planta wt en
condiciones control. En términos generales, este primer pico de actividad esta
presente en todos los perfiles y s6lo se ve modificado en su tamafio en las

diferentes condiciones.

Con respecto al pico de actividad del perfil de separacion cuando se elimina la
fuerza idonica del medio de elucion en la columna de fenilsefarosa (linea punteada
vino segundo escalén) en todos los tratamientos con exceso o disminuciéon de
fosfato (Figuras 6, 7, 9 y 10) se observan muy disminuidos, en comparacion con
lo observado bajo condiciones control en la planta mutante y en la wt (Figuras 5 y
8). Esto pudiera significar que esta isoforma de pirofosfatasa que se logra
despegar de la columna disminuyendo la fuerza iénica (segundo escalén de la
linea punteada vino en las Figuras 6, 7, 9 y 10) de fosfato en el medio de
crecimiento. Por ultimo y muy interesante, es el ultimo pico de actividad que se

obtiene del fraccionamiento de la actividad esta isoforma que se despega cuando
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se cambia la hidrofobicidad del medio de elucién con etilenglicol (tercer escalén de

la linea punteada color vino en las Figuras 5, 6, 7, 8, 9y 10).

En la planta wt control (Fig. 5) hay presencia de un pico de proteina muy definido
con actividad pirofosfatasa, sin embargo, este pico se pierde en la misma planta
crecida en aumento o deficiencia de Pi (Figuras 6 y 7) pero se sigue observando
este pico en la mutante con escases de fosfato (Fig. 10). Esto nos sugiere que
esta actividad pirofofatasa no se ve afectada en la planta mutante aun cuando hay
baja disponibilidad de fosfato. Hay que recordar que las plantas presentan seis
isoformas de pirofosfatasa, cuatro de las cuales se expresan en el citoplasma de
manera constitutiva [Navarro, 2009]. La ausencia de una de ellas ejerce una
respuesta adaptativa a la disponibilidad de fosfato en el medio de crecimiento de
la planta. Ademas, podemos decir que la ausencia de esta isoforma tiene un papel
importante en la planta que pudiera ser reemplazable por las demas isoformas al
modificar los niveles de actividad en cada una de ellas. Desafortunadamente, la
identificacion de las isoformas que dan lugar a cada pico de actividad no ha sido
posible aun, a pesar de varios esfuerzos realizados en el laboratorio, lo cual
dificulta proponer una explicacion relacionando la expresion de las proteinas con
actividad pirofosfatasa con los cambios observados en actividad. La complejidad
de tener seis isoformas complica mucho el analisis, porque ademas podrian estar
sujetas a modificacion postraduccional, por ejemplo fosforilacién, como medida de

regulaciéon de su actividad.
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7.5.- Geles de electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) para los maximos
de actividad del fraccionamiento en columna de los distintos tratamientos
para las plantas A. thaliana wt y la mutante AtAPPa5.

Los geles de SDS-PAGE nos permitieron caracterizar y asegurar que las proteinas
que se obtuvieron son realmente PPasa. El peso molecular de las proteinas de
PPasa de A.thaliana es de alrededor de 25 kD.

En los geles solamente se cargaron las fracciones correspondientes a los
maximos de actividad mostrados en los distintos tratamientos por estrés y control
para las plantas wt y las AtAPPa5 (Fig. 6, 5, 8 y 9). Se juntaron los mayores picos

de actividad de los distintos perfiles para cargarlos al gel de electroforesis.
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Figura 11.-Perfil electroforético de proteinas de plantas wt crecidas en condiciones control.
Fracciones 16, 21 y 23 (ver materiales y métodos 6.2.5, Fig. 5); carril A. Marcadores de peso

molecular; carril B.
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Figura 12.-Perfil electroforético de plantas wt crecidas en condiciones de alto fosfato. Fracciones 6,
10 y 11, carril A; fracciones 12, 16 y 18, carril B; fracciones 25, 29 y 31, carril C (ver materiales y

métodos 6.2.5, Fig. 6)y marcadores de peso molecular, carril D.
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Figura 13.- Perfil electroforético de plantasmutantes AtAPPa5 crecidas en condiciones
control.Fracciones 6, 7, y 8,carril A; fracciones 16, 17 y 20, carril B; fracciones 24 y 26 carril C (ver

materiales y métodos 6.2.5, Fig. 8); y marcadores de peso molecular, carril D.
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Figura 14.- Perfil electroforético de plantas mutantes AtAPPa5 crecidas en condiciones de alto
fosfato. Fracciones 8, 9 y 10, carril A; fracciones 13, 15 y 16, carril B (ver materiales y métodos

6.2.5, Fig. 9); y marcadores de peso molecular, carril C.
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8. CONCLUSIONES

A pesar de tener cinco isogenes que codifican para enzimas con actividad de
pirofosfatasa inorganica soluble en el citosol, la ausencia de la proteina AtAPPa5
no puede ser compensada por completo en la planta, lo que sugiere que este
isoforma tiene un papel propio no redundante. Esta isoforma parece ser
importante en la respuesta a estrés por deficiencia de Fdésforo, ya que la planta

silvestre (wt) y la mutante no se comportan igual ante este estrés.

La actividad de las iPPasas son fundamentales para los seres vivos, pero lo
observado en este analisis es que la ausencia de un gen que codifique para una
de estas enzimas no es letal para la planta, por lo que podria decirse que la
actividad de esta isosenzima puede ser substituida, en su papel principal, aunque
la planta puede sobrevivir con la falta de alguna isoenzima, esto provoca que la
planta realice cambios en si estructura fisiologia y se genera una respuesta

adaptativa, que bajo condiciones de exceso de fosforo, parece resultar benéfica.

El que la planta tenga cinco isoenzimas no se explica solo por mera redundancia
de genes, pensar que cada una de ellas tiene una actividad especifica dentro de la

planta.
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9. PERSPECTIVAS

El trabajo revela una serie de alteraciones en el comportamiento fisiologico de la
planta cuando el gen de la isoforma 5 de la pirofosfatasa inorganica soluble es
suprimido y se ofrece un analisis a nivel bioquimico de la actividad de
pirofosfatasas que revela cambios compensatorios en el perfil de actividad de este
grupo de enzimas, que se manifiestan en la mutante nula bajo condiciones control,

pero sobretodo bajo estrés por inanicion de fésforo.

Maria José de Villafranca Casas (2011) realizé un analisis a nivel transcriptomico
que revelo cambios extensos en la transcripcidon en las plantas mutantes en
comparacion con el control. Sin embargo, dichos cambios no necesariamente se
reflejaran en cambios en la proteoma, por lo que un estudio de los cambios en el
proteoma de estas mutantes en condiciones control y bajo deficiencia de fosforo

esta pendiente.

Adicionalmente, es posible que los cambios observados en el crecimiento tengan
relacion con cambios en la planta mutante relacionados en la produccion o la
sensibilidad a fitorreguladores como auxinas, brasinoesteroides y citocininas. En
particular, entre los cambios observados por de Villafranca Casas (2011) se
encontraban varias transcitos que codifican para las proteinas relacionadas con la
respuesta auxinas y con senecencia. En este sentido la sensibilidad a auxinas,
brasinoesteroides, metil jasmonato y/o citocinas es un aspecto pendiente de

investigar en esta mutante.
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Ademas una de las vias metabdlicas que, por su nivel de actividad, contribuye
mas a la generacion de pirofosfato es la sintesis de di, tri, oligo y polisacaridos,

como sacarosa, fructonas, sacarosa y almidon.

Asi, en relacién con la planta de A. thaliana silvestre, la usencia de la isoforma 5
de pirofosfatasa en la mutante podria repercutir en cambios en el contenido de
azucares, disacaridos y almidén en la hojas (tejido fotosintético y fuente de
azucares para toda la planta) y/o los tejidos llamados de demanda (raiz, flores y
fruto), lo cual es un aspecto pendiente de explorar, a fin de entender mejor el

papel de la isoforma 5 de pirofosfatasa inorganica soluble en A. thaliana.

Finalmente A. thaliana es una planta modelo que no posee utilidad agricola, por lo
que seria de sumo interés extender este estudio a otras plantas de interés
agronomico, tales como frijol, maiz, trigo, chile, etc. Para determinar si existe en
estas especies una proteina con funciones equivalentes a la isoforma 5 de
pirofosfatasa de A. thaliana y, en su caso, investigar los efectos que tiene la

manipulacion de la expresion de dicha proteina.
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