UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

SN0 WAGIONAL AUTONGHA g 37
\ Ei I
Na,

NN

FACULTAD DE QUIMICA

FOSFORILACION DE LA ENZIMA DESPROPORCIONADORA DPE1
POR CINASAS DE LA FAMILIA SNRK1.

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO DE ALIMENTOS

PRESENTA

GABRIELA MORALES SOLANA.

CD.MX 2018




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

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

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

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

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



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: Francisco Javier Plasencia de la Parra
VOCAL: Profesor: Martha Patricia Coello Coutiio.
SECRETARIO: Profesor: Oscar Hernandez Meléndez.

ler. SUPLENTE: Profesor: Carmina Montiel Pacheco.

2° SUPLENTE: Profesor: Felix Morales Flores.

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA:

DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA, LABORATORIO 105. CONJUNTO E, FACULTAD DE
QuimicA, UNAM.

ASESOR DEL TEMA:

PATRICIA COELLO COUTINO

SUPERVISOR TECNICO:

ANA RUIZ GAYOSO

SUSTENTANTE:

GABRIELA MORALES SOLANA



Agradecimientos.

Esta tesis de licenciatura fue realizada gracias a los proyectos de
financiamiento PAPIIT IN216216, PAIP 5000-9126 y CONACyT 252001
y 252123.



INDICE.

1. RESUMIEN. ettt b ettt b et b et b e b e b e bt e st et et et e be et e e ebe e 3
2. INEFOAUCCION. ...ttt bbb s s s 4
ESLIES Y ENEIGIA. ..oveeeeeeeeeeeeeeee ettt r sttt tne 4
Familia SNFL/AMPK/ SNRK L. ..ottt sttt st et s 5
ComMPIEJO SNRK L. ..ottt st a e aeenas 9
SnRK1 y el metabolismo de carbohidratos. ..., 10
Almiddn: carbohidrato de reserva en plantas. ... 12
Degradacion de @lmMidON. ...ttt 13
Enzima desproporcionadora (DPEL). ..o 14
DPE1 como posible blanco de SNRKI1.......c.coiiiiceeeecceeee e 16
3. Antecedentes iINMEdIAtos. . ... 17
G, HIPOLESIS. ...ttt bbbt bbb s s 20
5. ObJELIVO GENEIAL. ...ttt 20
6. ObJetivos PartiCUIArES: ........o e 20
7. MELOAOIOGIA . .ottt ettt s e 21
Ensayo de restriccién de pGEM T Easy DPE1 y pET28b......cccccoveveereieeicececcnen, 21
Electroforesis en gel de@ @gar0Sa. ... 22
Purificacién del cDNA correspondiente a DPE1 y del vector de expresiéon
PET28b del gel de @gar0Sa. ..ot 23
Ligacion del cDNA de DPE1 al vector de expresion pET28b........ccccccevevevevevenenee. 23
Transformacion en células de E.coli DH5-a por choque térmico. ..........ccco......... 24
Purificacion del plASmMidO. ... 24
Ensayo de restriccidn para confirmar la ligacién de pET28b-DPEL1. ................... 24
Transformacion en E. coli BL21-RIL por choque térmico. .......cccccococeuererevceerncnnnee. 25

Determinacion de las condiciones doptimas de sobreexpresion de la proteina
reCoOmMbBINANTE DPEL. ..ottt 25

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes SDS-

Deteccidon de proteinas por Western-BlOot. .........ccoocrueeeicecieceeeeeeeeeee e, 27

1



Purificacidn de la proteina recombinante DPE1 a partir de cuerpos de

INCIUSION. ..ttt bbbttt bbb s b 28
Cuantificacién de la proteina por método de Bradford..........cccocoeeeeeererecrencnnes 28
Ensayos de fOSfOrilaCion. ... 29
Marca RAdiOACEIVA. ......ccouiuiiiee s 29
PRIOS TG ittt n et es 30

8. RESUITAUOS. ...ttt ettt s e 31
Ensayo de restriccion de pGEM-DPE1 y PET28b. ... 31
Ligacion de PET28D-DPEL. ...ttt 32
Determinacion de las condiciones dptimas de sobreexpresion. ..........ccccceueuee.... 34
Purificacidon de la proteina recombinante..........cooeeeeeeccceeceeeeeeeeeeeeeee e 35
Ensayo de fOSfOrilaCion. ..........cccviiiieieiesccce e 38
9. DIiSCUSION Y CONCIUSIONES. ..ottt ettt aeaeaeain 41
10. CONCIUSIONES ...ttt ettt b et s et be s 44
10, PeISPECHIVAS. oottt st sttt s b et ra et e re e ans 44
3 = 1] o) [ToTa =1 = OO 45
13, ANEXOS oo e r e araaaeaas 44



1. Resumen.

El almidon es una de las moléculas de reserva mas importantes del
reino vegetal. En este trabajo nos enfocamos en la enzima
desproporcionadora del almidéon (DPE1) involucrada directamente en la
de degradacion, que transfiere grupos glucosilos a una cadena mayor de
glucanos permitiendo que la molécula este disponible para las enzimas
hidroliticas. Los mecanismos moleculares que regulan la degradacién del
almidén son muy variados y algunos de ellos incluyen la modificaciéon
post-traduccional de enzimas a través de la fosforilacion por parte de
proteinas cinasas. En plantas existen varias familias de proteinas
cinasas que regulan la respuesta a factores medio-ambientales
cambiantes, entre ellas se encuentra la familia de cinasas SnRK1. Se ha
documentado, que mutantes especificos de las subunidades cataliticas
alteran su metabolismo y en particular un proceso que se ve
comprometido es la degradacion del almidon (Baena-Gonzalez et al.,
2009; Fragoso et al., 2010). Mediante un analisis in silico se han
identificado sitios potenciales de fosforilacion en diferentes enzimas que
participan en la degradacion del almidon, entre las que se puede
mencionar a la DPE1 (enzima desproporcionadora 1) como secuencia
blanco. En el presente trabajo se probod la actividad de cinasa de SnRK1
sobre la enzima desproporcionadora 1, observandose que es un blanco

importante de regulacién.



2. Introduccion.

Estrés y energia.

Todos los organismos vivos se enfrentan a multiples tipos de estrés,
particularmente las plantas al ser organismos sésiles se enfrentan
constantemente a cambios ambientales que ocasionan una fluctuacion
en los niveles de energia por lo que deben desarrollar mecanismos que
les permitan la percepcién rapida de perturbaciones en el ambiente para
reestablecer la homeostasis, mediante la reprogramacién del
metabolismo y la expresidon de genes. Estas fluctuaciones energéticas se
deben a diversos tipos de estrés incluyendo alteraciones causadas por el
fotoperiodo, ensombrecimiento, extension en las horas de la noche,
déficit en el flujo de carbono debido al secuestro del mismo por
patégenos o por diversas condiciones desfavorables como sequia,
temperaturas extremas o inundaciones interfiriendo con la respiracién
y/o0 asimilacién de carbono (Baena-Gonzalez et al., 2010, Smith A y Stitt

M, 2007).

Se han estudiado algunos de las respuestas de las plantas frente a estas
condiciones desfavorables que incluyen el cese del crecimiento,
activacién del catabolismo para obtener energia de otras fuentes y un
decremento en la activacién de enzimas biosintéticas. Se ha observado,

en el caso del ciclo natural dia-noche, que la planta es capaz de percibir



y responder a pequefios decrementos en el estatus de carbono
ajustando su crecimiento, almacenamiento y movilizacion de reservas
como se observa en la degradacién progresiva del almidon a lo largo de
la noche, mismo que fue sintetizado durante el dia (Baena-Gonzalez et

al., 2010; Fragoso et al., 2009)

En los ultimos afios se han identificado dos proteinas cinasas en
Arabidopsis thaliana, AKIN 10 y AKIN 11, las cuales forman parte del
heterotrimero SnRK1 (Sucrose non-fermenting Related Kinase 1), quien
es miembro de una familia de cinasas altamente conservadas en todos

los eucariontes identificada como SNF1/AMPK/SnRK1.

Familia SNF1/AMPK/ SnRK1.

La familia SNF1/AMPK/SnRK1, que funcionan como sensores
metabdlicos ante condiciones de estrés, cumple con diversas funciones
dependiendo del organismo. En levaduras, la SNF1 (Sucrose non-
fermenting one) tiene un papel fundamental para el cambio del
metabolismo fermentativo a oxidativo ante la ausencia de glucosa,
controlando la expresion de genes involucrados en el metabolismo de
fuentes alternas de carbono, respiracion, gluconeogénesis, transporte de
nutrientes y meiosis (Sanz et al.,, 2016). En mamiferos, la AMPK

responde ante un aumento en la concentracion de AMP y ADP con



respecto a la de ATP causado por ayuno, ejercicio o algun otro tipo de
estrés, desencadenando diversos mecanismos para mantener la
homeostasis energética, incluyendo sefalizacidn celular, crecimiento,
proliferacion, inmunidad, transcripcién y apoptosis (Crozet et al., 2014;
Hardie et al., 2007). En el caso de plantas, la SnRK1 (Sucrose non-
fermenting 1 related kinase, Cinasa Relacionada a SNF1) también se
encuentra involucrado en la respuesta a diferentes tipos de estrés
relacionado con multiples mecanismos como la modulacion de la
actividad enzimatica, via fosforilacion directa de enzimas o regulacion de

la expresion génica. (Halford y Hey, 2009),

Los complejos de esta familia comparten una estructura heterotrimérica
a,B,y, la cual estd altamente conservada a lo largo de la evolucion. La
subunidad catalitica a se compone por dos partes, el dominio de cinasa
y el dominio regulatorio, en el primero se encuentra el loop de
activacién (T-loop), el cual puede ser activado por la fosforilacién de
cinasas rio arriba en una treonina altamente conservada. Y el dominio
regulatorio esta conformado por el dominio de asociacion a proteinas
ubiquitinidas (UBA) y al dominio de asociacion a cinasa (KA1l), el
dominio a se une a B y y mediante este dominio. En el caso de SnRK1,
se han identificado dos cinasas rio arriba que son capaces de fosforilarla
denominadas GRIK1 y GRIK2 (Germinivirus replication interacting

kinase 1 y 2) que modifican la treonina 175 (Thr-175) de la subunidad



catalitica AKIN10 y a la 176 de AKIN11 (Harthill et al., 2006, Shen et

al., 2009).

Ademds de la subunidad catalitica, los heterotrimeros estan
conformados por otras dos subunidades regulatorias B y y. La subunidad
B actia como un andamiaje entre las otras dos subunidades, ademas de
gue contienen un dominio de unién a carbohidratos (CBM) que en AMPk
y en SNF1 unen glucdgeno in vitro, en el caso de plantas son dominios
de unién a almidon (SBM), este dominio se empalma parcialmente con
la secuencia KIS mediante la cual la subunidad B interactia con la
cinasa mientras que el dominio ASC (asociacion con SNF1) ayuda a la
interaccién con la subunidad y y con SBD. (Crozet et al., 2014). La
subunidad gamma, contiene motivos denominados CBS que forman
sitios de wunidn para nucleétidos de adenina, aunque no se ha
establecido cudl es la funcién de éstos en la actividad del complejo de

plantas. Cada par de dominios CBS forman un dominio Bateman.

En plantas existen dos subunidades atipicas, la subunidad B3 que carece
del dominio de unién a carbohidratos y la subunidad By, una subunidad
tipo y que cuenta con un dominio de unién a almidéon (SBM) en el amino

terminal (Figura 1).
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Figural. Estructura del complejo heterotrimérico de la familia SNF1/AMPk/SnRK1. Se
muestran las caracteristicas de cada uno de ellas y se destacan las diferencias sobre

todo en el caso de SnRK1, incluyendo las subunidades atipicas de esta. Modificado de

Crozet, 2014.
A) Estructura de dominios de las subunidades a
B) Estructura de dominios de las subunidades Y.
)] Estructura de dominios de las subunidades B.
D) Composicion del trimero activo.

Se ha postulado que existen 6 posibles trimeros activos, cada una de
ellas contiene alguna de las dos subunidades a, una de las subunidades

B y forzosamente la subunidad By. (Shane et. al/, 2015)



Complejo SnRK1.
Como se ha mencionado anteriormente, la SnRK1 estad involucrada en

las respuestas a estrés, involucrado en la regulacién del metabolismo de

carbohidratos por la modulacion de la actividad de enzimas.

Se ha observado que SnRK1, especificamente los genes que codifican
para la subunidad catalitica a denominados AKIN10 y AKIN11, son
capaces de sentir y mandar senales en respuesta a condiciones de
estrés como ciclos de obscuridad, ausencia de azUcares y falta de
energia disponible, identificando un amplio arreglo de genes vy
reprogramando su transcripcion promoviendo el catabolismo vy

suprimiendo el anabolismo (Baena-Gonzalez et al., 2007).

SnRK1 fosforila e inactiva enzimas metabdlicas como la HMG-CoA
reductasa, involucrada en la sintesis de isoprenoides, la sacarosa fosfato
sintasa, involucrada en la sintesis de sacarosa y nitrato reductasa,
enzima involucrada en el primer paso de la asimilacién de nitrégeno

(Sudgen et al., 1999)

SnRK1 dirige al carbono en el proceso del metabolismo del almidéon en
los 6rganos de reserva donde la sacarosa sintasa actla como un
sustrato de esta y mediante la activacién redox de la ADP-glucosa
pirofosforilasa en condiciones metabdlicamente favorables inducida por
la presencia de trehalosa-6-fosfato (molécula de sefializacidn que refleja

la disponibilidad de la sacarosa en la planta) . (Tiessen et al., 2003,
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McKibbin et al., 2006, Hey et al., 2010). Paraddjicamente, también es
requerida para la expresion de a-amilasa, involucrado en la degradacién

del almiddén (Laurie et al., 2003, Hey et al., 2010).

SnRK1 y el metabolismo de carbohidratos.
SnRK1 también esta involucrada directamente en la regulacién del

metabolismo de carbohidratos (Halford et al., 2003, Polge et al., 2007).
Se ha observado que SnRK1 es indispensable para la movilizacién de

almidén y para la sobrevivencia de la planta en el periodo nocturno.

SnRK1 estda involucrada con el metabolismo de carbohidratos, la
trehalosa 6-fosfato sintasa es fosforilada por la SnRK1 relacionandola
directamente con el contenido de trehalosa-6-fosfato. Como se
menciond en la seccién anterior en condiciones metabdlicamente
favorables la trehalosa-6-fosfato inhibe la actividad de SnRK1-
(Schluepmann et al., 2004, Harthill et al., 2006,Halford y Hey, 2009).
Por otra parte se observd que alimentando con trehalosa a hojas de
Arabidopsis thaliana se estimuld la producciéon de almidén en 30 minutos
acompanada por la activacion de la AGPasa, la primera enzima
involucrada en la biosintesis del almidon, dependiendo de la expresién

del complejo SnRK1 (Shane et al., 2015).
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También se ha reportado que en lineas transgénicas de papa las cuales
sobreexpresan a SnRK1 se incrementan los niveles de almidén y los
niveles de glucosas son mas bajos al compararlos con plantas wild-type,
lo que puede indicar que el proceso de degradacidon del almidon se ve

afectado de alguna manera. (McKibbin et al., 2006)

Se demostrd en 1998 que SnRK1 es requerido para expresion del gen de
la sacarosa sintasa (Purcell et al., 1998, Halford y Hey,2009) McKibbin
et al. en 2006 demostraron que la sobreexpresion de SnRK1 en papa
incrementa la expresion de sacarosa sintasa y de la ADP-glucosa
pirofosforilasa, causando un incremento en el contenido de almidén y un
decremento en la concentracidn de azUcares libres. (McKibbin et al.,

2006, Halford y Hey, 2009).

Por otro lado Kanegae et al (2005) dié evidencia que SnRK1 tiene un
papel importante en la acumulacién de almidén en arroz, mientras que
Jain et al. demostrdé que la expresién de un gen de SnRK1 (SnRK1b)
coincide con la acumulacién de almidén en el endospermo y las
microesporas de sorgo, esta acumulaciéon de almidén se puede deber a

gue SnRK1 tiene algun efecto sobre la degradacion del almidon.

Por otro lado se ha observado en moho (Physcomitrella patens)
deficiente de SnRK1 que no crece sin iluminacion continua y que

acumula almidén mientras que en un mutante knockdown de SnRK1 en
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Arabidopsis durante el periodo obscuro no se moviliza el almidéon en
hojas, demostrando el papel de SnRK1 en la movilizacion del almiddn
durante el periodo oscuro, aunado a esto SnRK1 estd involucrado en la
relocalizacién de carbono desde la fuente hasta su almacenamiento en el

tejido blanco en respuesta a la herbivoria (Shane et al., 2015).

También en Arabidopsis thaliana se ha observado que la degradacion de
almidon se altera en plantas, doble mutantes akin10/akin11 acumulando
almidén. En particular, se ha observado que esa alteracion ocurre
cuando existe un estrés energético (Baena-Gonzdlez et al., 2007;

Fragoso et al., 2009).

Un tipo de estrés energético comun en plantas es la deficiencia de
fosfato. SnRK1 esta involucrado en esta respuesta reportandose que
AKIN 10 aumenta su actividad mientras que AKIN11 se degrada. En una
mutante akin10 en deficiencia de fosfato, donde no existiria AKIN11, se
observa que el metabolismo del almidén en particular la degradacién se
ve afectada (Fragoso et al., 2009). Estos antecedentes sugieren que
existe una relacién entre el metabolismo del almidén, especificamente la

degradacion y el complejo SnRK1.

Almidon: carbohidrato de reserva en plantas.

El almidén es el principal y mas abundante polisacarido de

almacenamiento producido en plantas, depositado en forma de granulos

12



insolubles en los cloroplastos. Esta conformado por dos tipos de
polisacaridos, la amilosa y amilopectina. El primero es un polimero lineal
de glucosa que se encuentra unido por enlaces a(1-4), mientras que la
amilopectina es un polimero ramificado de glucosas, unidas
principalmente por enlaces a(1-4) y que tienen ramificaciones cada 24 6

30 glucosas mediante enlaces a(1-6).

Degradacion de almidoén.

La degradacién del almidon comienza cuando algunos residuos
glucosidicos de la amilopectina son fosforilados reversiblemente por
accion de las enzimas glucan water dikinase (GWD) y phosphoglucan
water dikinase (PWD) cuya accion relaja y abre las cadenas del almiddn
favoreciendo la accion de enzimas hidroliticas como la B-amilasa (BAM3)
responsable de metabolizar el almidon en maltosa y en
maltoligosacaridos también participan enzimas desramificadoras, como
la isoamilasa 3 (ISA3), la a-amilasa y la dextrinasa limite, también

conocida como pululunasa (Fettke y Fernie, 2015). (Fig. 2)
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Fig 2. Degradaciéon de granulo de almidon. Modificado de Lloyd J. et a/ .,2005.

Enzima desproporcionadora (DPE1).

La enzima desproporcionadora del almidén 1 es una a-(1-4)
glucotransferasa localizado en el cloroplasto, se ha caracterizado esta
enzima bioquimicamente en chicharo donde se encontré que su
PHopt=7.5-8-0, su actividad maxima es con maltotriosa como sustrato
con una Km= 3.3 mM, es posible que utilicé otros maltooligosacaridos

de cadena corta al igual que glucosa. (Kakefuda y Duke, 1989)
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La funcién de DPE1 en hojas de Arabidopsis fue estudiada mediante una
mutante dpel donde se concluyd que esta involucrada en el
metabolismo de maltooligosacaridos durante la degradacién del almiddn,
principalmente de la maltotriosa, la cual es un producto de la a-amilasa

y la B-amilasa al inicio del periodo nocturno. (Critchley, 2001)

La enzima B-amilasa es incapaz de actuar sobre cadenas de menos de
cuatro glucosas por lo que las maltotriosas deben ser metabolizadas por
otra enzima conocida como enzima desproporcionadora 1 (DPE1l). La
DPE1 transfiere dos de los glucosilos de la maltotriosa a una cadena
mayor de glucanos, permitiendo de esta manera que la molécula
generada esté disponible para la hidrélisis de la B-amilasa y la glucosa
restante pueda exportarse al citosol a través del transportador de

glucosa localizado en la membrana interna (Tetlow et al., 2004.)

DFE1

Fig. 3 Esquema de reaccién que

CHOH CHOH 7 CHOH CHOH

@ <o S @ @ cataliza DPE1.
OH o Yo OH OH f OH

OH
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DPE1 como posible blanco de ShnRK1.

Para determinar si una de estas proteinas cinasas podria ser el complejo
SnRK1, se realizd una busqueda de los sitios consenso de fosforilacidon
que son reconocidos por este tipo de cinasas en la secuencia de la
proteina DPE1 utilizando el programa ScanProsite y se encontraron dos
sitios fosforilables por SnRK1. La secuencia consenso de SnRK1 requiere
de un aminoacido hidrofdbico en la posicion -5 en este caso es leucina,
un basico en -3 que es la arginina y en +4 un hidrofébico que seria
leucina en ambos casos. La DPE1 consta de 576 aa y como se observa
en la figura 3 los sitios de fosforilacion estan muy cercanos entre si, el
primero de ellos se encuentra en la posicién 4 donde se observa una
leucina, para ser fosforilada por SnRK1 seria el sitio -5, en -3 le sigue
una arginina y dos aminoacidos después se observa la serina
posiblemente fosforilable por SnRK1 en +3 una serina seguida por una
leucina, el siguiente sitio estd en la posiciédn 19 con una secuencia de
aminoacidos muy similar como se observa en la figura 4 esto segun el

analisis in silico con el programa ScanPROSITE.
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Leu Leu Arg Phe Ser Ser Ser Phe Ser Leu DPEL(54)
Leu Phe Arg Leu Ser Ser Phe Asp Ser Leu DPEL(519)

FIG 4. Comparacion de la secuencia consenso donde SnRK1 fosforila con los sitios

donde podria actuar en la enzima desproporcionadora DPE1.

3. Antecedentes inmediatos.

En Arabidopsis thaliana las subunidades regulatorias que AKINBy vy
AKINB2 cuentan con un dominio de unién a almidén, que son motivos de
aproximadamente 100 aminoacidos que estan asociados, directa o
indirectamente con el metabolismo del almidén. Se observa en la figura
4 la unidon del almidén a la subunidad AKINBy y AKINB2. Se ha
reportado anteriormente que estas dos subunidades ademas de unirse
con el almidén son capaces de asociarse también con las subunidades

cataliticas AKIN10 y AKIN11 Avila-Castafieda et al., 2014).
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Figura 4. Muestras de las proteinas incubadas con almidén. Los complejos
carbohidrato-proteina fueron colectados por centrifugacién y la fraccion soluble (S) y
la unida (P) fueron separadas por SDS-PAGE vy se realiz6 Western Blot usando
anticuerpos especificos para las proteinas. Modificado de Avila Castafieda et al.,2014.

Se ha comprobado que la unién a almidén de las subunidades AKINBy vy
AKINB2 ocurre en el dominio SBD, la delecion de esta secuencia hace
que se pierda completamente la unién con el almidén. (Fig 5). El
almidon al unirse al complejo provoca un importante decremento en la

actividad de cinasa de éste. (Avila Castafieda, 2014)
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Figura 5. La proteina AKINBy(WT) es capaz de unirse al almiddn a través del dominio
SBD como se observa en la fraccién unida (P), la proteina que carece del dominio SBD

(ASBD) no es capaz de unir almidon. Modificado Gallegos Pacheco, 2015.

Aunado a esto se ha localizado a AKINBy dentro del cloroplasto, donde
encontramos a los granulos de almidon reforzando la hipdtesis del papel

de esta en el metabolismo del almidén. (Fig. 5) (Avila Castafieda,2014)

o ---

Fig 6. Cortes finos de hoja incubados con anticuerpos especificos contra AKINBy vy

AKINB2, utilizando el fluorocromo Alexa568 (sefial roja), clorofila (sefial verde) y las
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imagenes superpuestas donde se identifica que AKINBy se encuentra en los

cloroplastos (sefiales en color amarillo). Modificado de Avila Castafieda et al., 2014.

Estos antecedentes sugieren que existe una relacidn entre el
metabolismo del almiddn, especificamente su degradacidon y el complejo

SnRK1. Por lo que a partir de esto se ha postulado la siguiente hipdtesis.

4. Hipotesis.

La enzima DPE1 involucrada en la degradacion del almidén, es blanco de

fosforilacion del complejo SnRK1.

5. Objetivo general.

Determinar si la enzima DPE1 es blanco de fosforilacién por parte del

complejo SnRK1 in vitro.

6. Objetivos particulares:

- Clonar la secuencia codificante para la enzima desproporcionadora
1 (DPE1) en el vector de expresion pET28b.
- Determinar las condiciones Optimas para sobreexpresar en E. coli

y purificar a la enzima desproporcionadora (DPE1).
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- Realizar ensayos de fosforilacion de la enzima DPE1 por parte del

complejo SnRK1.

7. Metodologia.

Ensayo de restriccion de pGEM T Easy DPE1 y pET28b.

Se comenzo6 con la parte experimental a partir del vector de clonacién
va ligado al fragmento DPE1 obtenido de un PCR realizado con
anterioridad. Se realizd un ensayo de restriccién con las enzimas Xhol
(INVITROGEN) y EcoRI (INVITROGEN), las cuales fueron elegidas debido
a que los primers disefados para el PCR tenian estos sitios de

restriccion. Primero se realizé el ensayo de restriccion utilizando Xhol en
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un volumen de reaccion total de 20 pL, utilizando 2 uL de buffer 3.1 10x
(INVITROGEN) (100 mM NaCl , 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCI2 , 100
Hg/ml BSA), 1 ug de DNA tanto de DPE1 como de pET28b, 0.3 pL de la
enzima Xhol (INVITROGEN 10U/ uL) y agua para PCR hasta completar
el volumen final. Esta reaccion se incubd por 1 hora a 37 ° C, después
se tomdé una alicuota de esta reaccién (3 pL) y se afadid la enzima
EcoRI al resto de la reaccion y se incubé nuevamente a 37°C por una
hora. Por otra parte, el vector de expresion pET28b también se digirid
con las mismas enzimas y las mismas condiciones para poder realizar la
ligacion del vector con el fragmento de interés, pET28b se desfosforilé al
afadir la enzima CIAP (fosfatasa alcalina) junto con EcoR1, con el fin de

reducir la autoligacién.

Electroforesis en gel de agarosa.

Con el fin de separar los acidos nucleicos se realizd una electroforesis en
gel de agarosa al 1% (m/v) preparado en solucidon amortiguadora TAE
(40 mM de Tris-HCI, 20 mM de acido acético, 1 mM de acido
etilediaminotetraacético (EDTA) y se le agregd por cada 30 mL de gel de
agarosa, 2 uL de bromuro de etidio (10 mg/mL). Las muestras fueron
preparadas agregando buffer de carga 6x (25% (m/v) ficoll 400, 0.25%

(m/v) de azul de bromofenol y 0.25% (m/v) de xilen cianol). La
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electroforesis se realizd6 en presencia de solucidon amortiguadora TAE a

100 V aproximadamente 40 minutos.

Purificacion del cDNA correspondiente a DPE1 y del vector de
expresion pET28b del gel de agarosa.

A partir del gel de agarosa 1% se utilizé el kit comercial GenElute™ Gel
Extraction Kit (SIGMA-ALDRICH), siguiendo las indicaciones del manual
dado por el fabricante con el fin de purificar al vector de expresién y al

cDNA correspondiente a DPEL1.

Ligacion del cDNA de DPE1 al vector de expresion pET28b.

Se realizd una mezcla de reaccion en un volumen final de 20 pL,
afnadiendo 3 veces mas inserto DPE1 (1 ug) que vector de expresion. Se
utilizé 1U de la ligasa T4 (Promega) incubandose toda la noche a 4°C.
Se realizd un control solo con el vector de expresidon para descartar las

autoligaciones.
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Transformacion en células de E.coli DH5-a por choque térmico.

Se incubd 50 pL de células competentes de E. coli DH5-a en hielo por 10
minutos y se les agregd 10 uL de la reaccidon tanto de ligacion como de
auto ligacion y se incubaron en hielo por 30 minutos. Las mezclas se
sometieron a choque térmico por 30 segundos a 42°C e inmediatamente
se incubaron en hielo por dos minutos. Se afiadié 400 uL de medio LB y
se dejé en agitacidon constante por 2 horas a 37°C. Pasando este tiempo

se sembro en cajas con marcador de seleccion (kanamicina 50 pug/mL).

Purificacion del plasmido.

Se inoculé una de las colonias de E. coli DH5-a en 5 mL de medio liquido
LB con kanamicina (50ug/mL) durante toda la noche. Se utilizd el kit
GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Sigma Aldrich), siguiendo las

instrucciones del manual del fabricante.

Ensayo de restriccion para confirmar la ligacion de pET28b-DPEL1.

Se realizd un ensayo de restriccion con las enzimas XholI y EcoRI en un
volumen de reaccién total de 20 uL, utilizando 2 pyL de buffer H 10x
(PROMEGA) (90 mM Tris-HCL, 10 mM MgCl,, 50 mM NaCl), 1 ug de DNA,
0.3 pL de la enzima XholI (PROMEGA, 10U/ pL) y agua para PCR hasta

completar el volumen final. Esta reaccién se incubd por toda la noche y
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se afadid la enzima EcoRI y se incubd nuevamente a 37°C por dos
horas mas. Al terminar el tiempo de incubacién se hizo una

electroforesis en gel de agarosa.

Se mando a secuenciar este plasmido (Resultados)

Transformacion en E. coli BL21-RIL por choque térmico.

Se siguid el mismo procedimiento descrito anteriormente, pero
utilizando células competentes de E. coli BL21-RIL con 2 pL de la

construccién pET28b-DPE1 en lugar de la ligacion.

Determinacion de las condiciones optimas de sobreexpresion de
la proteina recombinante DPE1.

Se probaron diferentes condiciones de temperatura y diferentes
concentraciones del inductor isopropil-B-D-1-tiogalactopiranosido
(IPTG). Se tomd a las colonias transformadas de E. coli BL21-RIL
transformados con el plasmido pET28b- DPE1 y se inocularon 5 mL de
medio LB con kanamicina (50 ug/mL). Se incubd el medio toda la noche
a 37° C bajo agitacién (250 rpm). Con la suspension celular obtenida se
inocularon 50 mL de medio LB con kanamicina (50 pg/mL), adicionando
un volumen de precultivo (500 L) y se dejo crecer nuevamente a las
células hasta alcanzar un valor de DO600 entre 0.6 y 0.8. Una vez
alcanzada esa densidad optica, se adiciond una solucién de IPTG 1 M,

utilizdndose un volumen de solucion necesario para obtener

25



concentraciones del inductor en el cultivo de 0.1 mM 6 0.5 mM. Los
cultivos inducidos se incubaron bajo agitacion (250 rpm) a la
temperatura de incubacién correspondiente. El tiempo de incubacion de
la induccidén a una temperatura de 25°C fue de 4 horas y a 18°C toda la
noche. Una vez terminado el tiempo de incubacién, se centrifugd la
suspension celular a 4000xg por 15 minutos a 4°C, se descartd el
sobrenadante, la pastilla bacteriana se guardd a -80°C hasta el
momento de su uso. La pastilla se resuspendié en el buffer LEW (50 mM
NaH,PO4, 300 mM NaCl). A la suspension se le agregd el volumen
necesario para tener una concentracién final de PMSF y benzamidina de
1mM vy lisozima (1mg/ml). Se afiadid6 DNAsa (2uL) y RNAsa (5puL), la
solucién se incubd en hielo por 30 minutos, y posteriormente se sonico a
una amplitud de 21%, empleando 4 pulsos de 10 segundos con
intervalos de descanso entre cada pulso de 10 segundos. El lisado se
centrifugd a 10 000 xg por 30 minutos y se separd la fraccion soluble de

la insoluble.

Electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes SDS-PAGE.

Para la separacién de proteinas se siguid el procedimiento descrito por
Laemmli (1970). A las proteinas se le afadié buffer de carga 4x (125mM
Tris-HCI pH 6.0, 20% (v/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS), 0.4%

(m/v) de azul de bromofenol, en una relacion 1:4. Las muestras se
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calentaron a 90°C por 5 minutos y las proteinas desnaturalizadas se
colocaron en un gel de poliacrilamida, que consistia de un gel apilador
3% (m/v) de acrilamida y un gel separador 12% (m/v) de acrilamida. La
electroforesis se realizd con buffer de corrida (25mM de Tris-HCI pH
8.3, 192 mM de glicina y 0.1%(m/v) de SDS) a 120 V. Después de la
electroforesis se procedidé a tefir el gel con una disolucién de Azul de
Coomassie (0.25% (m/v), acido acético 10% (v/v) y metanol
50%(v/v)) por toda la noche y en agitacion. La solucion se destind con

agua destilada.

Deteccion de proteinas por Western-Blot.

Las proteinas separadas en geles de poliacrilamida SDS-PAGE, se
transfirieron durante una hora a 100 V a una membrana de difluoruro de
polivinilideno (PVDF). Al terminar la transferencia se bloqued a la
membrana con una solucion al 5% de leche descremada en PBS-
0.1%tween (137 mM NaCl, 10 mM Na;HPO4 pH 7, 2.7 mM KCl, 2mM
KH,PO4, 0.1% Tween 20) durante una hora. Después se dejé con el
anticuerpo primario anti histidina (1:10 000) durante toda la noche a
4°C en agitacion constante. La membrana al pasar este tiempo de
incubacion se lavd 3 veces con 20 mL de la solucién PBStween por 10
minutos con agitacion constante y la membrana se incubé con el
anticuerpo secundario (1:50 000) durante una hora. Después de lavar el
anticuerpo secundario durante 15 minutos utilizando PBST, el anticuerpo
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se reveld utilizando un kit de quimioluminiscencia de acuerdo al

protocolo establecido por el fabricante (Millipore).

Purificacion de la proteina recombinante DPE1 a partir de
cuerpos de inclusion.

La proteina recombinante se lavd dos veces en el buffer
desnaturalizante (8M urea, 20 mM NaH;PO4, 500 mM NaCl) durante 30
minutos, después de centrifugar a 10,000 Xg por 15 minutos, se colecté
el sobrenadante, se dializé por un dia y la proteina recombinante se
purific6 a través de una columna de afinidad (ProBond) a colas de
histidina siguiendo el manual dado por el fabricante.
Se cargo toda la muestra obtenida, se utilizd el buffer desnaturalizante
de lavado (8 M de urea, 20 mM de fosfato de sodio pH 7.8, 500 mM
NaCl) dado por el fabricante al igual que el buffer de elucién (8 M de

urea, 20 mM de bifosfato de sodio pH 4.0, 500 mM NaCl).

Cuantificacion de la proteina por método de Bradford.

Para la determinacién de proteina total se empled el método descrito
por Bradford (1976). Se cuantificd la proteina utilizando el reactivo de
Bradford, de acuerdo a las especificaciones de la casa comercial (BIO-
RAD). Se hizé una curva patrén utilizando una solucién de albumina
sérica bovina BSA (0.5mg/mL) (Tabla 1). Se determind el valor de
absorbancia A=595 nm en un espectrofotdmetro Ultrospec 2000. Para
las muestras se realizé un procedimiento similar, tomandose voliumenes
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de la proteina recombinante obtenida que dieran valores de absorbancia

dentro de la curva de calibracion.

Tabla 1. Curva patron para la cuantificacion de proteina.

Mg de BSA ML de BSA ML de | uL H,O
Bradford
1 0 0 30 120
2 1 2 30 118
3 2 4 30 116
4 3 6 30 114
5 4 8 30 112
6 5 10 30 110

Ensayos de fosforilacion.

Marca Radioactiva.

Una fraccion proteica obtenida anteriormente por el laboratorio que
contenia la subunidad catalitica de la SnRK1 se utilizé para fosforilar a la
proteina recombinante DPE1. Un pg de DPE1 y 1 pg de las cinasas
AKIN10/AKIN11 activadas por su cinasa rio arriba GRIK1, se incubaron
en una mezcla de reaccion que contenia HEPES 40 mM, MgCl, 5mM, ATP
30 mM, inhibidores de fosfatasas 0.5 mM, inhibidores de proteasas 1X y

2 uCi de y-3?P[ATP] por 1 h a 30 °C. La reaccién se detuvo al agregar
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buffer de carga y la mezcla se calenté por 5 min a 80 °C . Las proteinas
se separaron en un gel desnaturalizante SDS-PAGE y se transfirieron a
una membrana de PVDF. La marca radiactiva se identificd por la

exposicion de una pelicula KODAK.

Phos-Tag.

Para confirmar los resultados obtenidos en el ensayo de fosforilacidn
descrito anteriormente, se utilizé a la molécula Phos-Tag ™ la cual se
une a las proteinas fosforiladas reduciendo su migracién al someterlas a
electroforesis en gel de poliacrilamida. Se utilizé una fraccién proteica
con la subunidad catalitica SnRK1 para fosforilar a la proteina
recombinante DPE1. Un pg de DPEl1 y un g del complejo SnRK1
activado, se utilizaron 3 complejos de SnRK1 A10/By/B3, A10/By/B1,
A10/By/B2 y All, previamente activados por GRIK, se incubaron en una
mezcla de reaccién que contenia HEPES 40 mM, MgCl, 5mM, ATP 30
mM, inhibidores de fosfatasas 0.5 mM, inhibidores de proteasas 1X y 0.1
ATP por 2 horas a 30°C. La reaccién se detuvo al congelarse a -20°C
hasta su uso. Posteriormente las proteinas se separaron en un gel
desnaturalizante SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de PVDF

para realizar un Western-Blot descrito anteriormente.
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8. Resultados.

Ensayo de restriccion de PGEM-DPE1 \Y PET28b.
Se realizd un ensayo de restriccién con pGEM DPE1 y pET28b con las
enzimas Xhol y EcoRI (Fig 7). Las bandas pertenecen al inserto DPE1
(1711 pb) congruente con lo esperado ya que se observa por debajo de
la banda de 2000 pb vy pET28b (5400 pb). El vector de expresion se
digirié con las mismas enzimas con el fin de dejar extremos cohesivos
que faciliten la ligacion con la DPE1. Como se mencioné en la
metodologia, se afiadié al vector la enzima CIAP (fosfatas alcalina
intestinal), con el fin de tener el vector desfosforilado evitando que se

recircularice.

pGEM DPE1la pET28b

pb MHind!1l xhol Xhol+EcoR| EcoR EcoRl + Xho!

Fig. 7 Ensayo de restriccion de PGEMDPE1 y pET28b con las enzimas EcoR1 y Xhol.
Las bandas en rectangulos pertenecen al cDNA correspondiente a DPE1 y al vector de

expresion pET28b con los extremos cohesivos en gel de agarosa.
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Ligacion de pET28b-DPEL.

A partir de la purificacion del gel de agarosa, se realizo la ligacidon entre
el vector de expresion pET28b y el cDNA correspondiente a DPE1. Se
obtuvieron 11 colonias de la ligacion entre el vector y el inserto y no se
observé ninguna en el control (autoligacion) donde sdélo se agrego6 a

pET28b.

Para verificar que las colonias obtenidas correspondieran a pET28b
ligado al cDNA de DPE1, se purificd el plasmido y se realizé el mismo

ensayo de restriccion con EcoRI y Xhol de las colonias 8,9 y 10 (Fig. 8).

Colonia 8 Colonia 9 Colonia 10
x I
pb pET28b pET28b | pET28b  pET28b p ET28b pET28b
Xhol Xhol -EcoRl Xhol Xhol -EcoR Xhol Xhol -Ecofl

Fig. 8. Electroforesis en gel de agarosa del ensayo de restriccion de pET28b-DPE1 con

Xhol y EcoRI.

Se mando a secuenciar el pldsmido obtenido:
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Determinacion de las condiciones o6ptimas de sobreexpresion.
El plasmido purificado se utilizd para transformar cepas de E. coli BL21-
RIL, se utilizd esta cepa ya que contiene genes que codifican para ARNt
poco comunes en bacteria y que de no tenerlos la expresién de las
proteinas recombinantes se veria limitada. Se probaron 4 condiciones de
sobreexpresion a diferentes temperaturas y diferentes concentraciones
del inductor isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Las condiciones

probadas fueron las siguientes:

Condicién 1: 0.1 mM a 18°C por 24 horas.

Condicién 2: 0.5 mM a 18°C por 24 horas.

Condicion 3: 0.1 mM a 25°C por 4 horas.

Condicién 4: 0.5 mM a 25°C por 4 horas.

La proteina recombinante se espera en un peso tedérico de 64 kDa.
Después de su extraccién se observé que la mayor concentracidon de
proteina se obtiene a 25°C; sin embargo, la mayor parte de la proteina
recombinante se encuentra en agregados insolubles llamados cuerpos
de inclusién, lo que significa que la proteina de interés, DPE1, no fue
plegada correctamente. En la figura 9 la banda correspondiente a la

proteina recombinante DPE1 se muestra en recuadros amarillos.
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Fig 9. Electroforesis en gel de poliacrilamida 12%. Determinacion de las condiciones
optimas de sobreexpresion. En recuadros amarillos se resalta a DPE1 en las
condiciones 6ptimas. Ctrl IS= control insoluble, Ctrl S.= control soluble, FIS= Fraccion

insoluble, FS= fraccién soluble.

Purificacion de la proteina recombinante.

Debido a que en la fraccion insoluble la proteina se encuentra plegada
incorrectamente en los cuerpos de inclusion, se decidid probar si en la
fraccion soluble a una concentracién de 0.5 mM de IPTG y a 25°C se
encontraba la proteina recombinante aun en pequenas cantidades. Para
ello, la proteina presente en la fraccidon soluble e insoluble tanto de las

células control (E. coli BL21-RIL sin transformar) y las células
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transformadas, se seperaron en un gel de SDS-PAGE vy se transfirieron a
una membrana de PVDF para revelarlo mediante un Western blot
utilizando un anticuerpo que reconoce el tag de histidina presente en la
proteina recombinante. La figura 10 muestra un gel tefido con Azul de
Coomasie de las fracciones proteicas (Fig. 10 A) y los resultados del
Western blot indican que toda la proteina se encuentra en la fraccion
insoluble de las células transformantes (Fig. 10 B). La banda reconocida
en la fraccidon soluble que puede pertenecer a la proteina aparece de
igual manera en control, por lo que se descarta que pertenezca a la

proteina de interés.

A) B)

Ctrl. FI F Insoluble  Ctrl. FS  F. Soluble

Ctrl. FI F Insoluble Ctrl. FS F. Soluble

250 (kD)
150
100

Fig. 10 A) Proteinas separadas por SDS-PAGE y tefiidas con azul de Coomasie. Se
sefala con una flecha blanca a la banda que corresponde a la proteina de interés. B)

Western blot de las fracciones mostradas en A utilizando un anticuerpo contra el tag de
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HIS. El control representa las proteinas de E. coli sin transformar. Sefialado por una

flecha blanca la proteina de interés.

Dado que no era posible obtener la proteina en forma soluble, se decidié
utilizar a la proteina extraida de los cuerpos de inclusién. Para la
realizacién de la extraccion se utilizé un amortiguador en condiciones
desnaturalizantes y posteriormente la muestra se dializé para eliminar el
exceso de urea. La figura 11 muestra el gel tefido por azul de Coomasie
en donde se observa una proteina en la masa molecular esperada para
la DPE1 con un alto grado de pureza (Fig. 11 A) y el Western blot (Fig.

11B) indicé que el anticuerpo reconoce especificamente esta proteina.
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A) B)

I\D FS
150

100

SO

Fig. 11 A) SDS-PAGE de la DPE1 extraida de los cuerpos de inclusién y tefiidas con
Azul de Coomasie. Se observa claramente la banda correspondiente a la proteina de
interés. B) Western blot utilizando anticuerpo contra el tag anti-HIS confirmando que

la banda pertenece a la DPEL1.

Ensayo de fosforilacion.

Con el fin de saber si la proteina DPE1 es sustrato de fosforilacién de la
cinasa SnRK1, se realizaron los ensayos de fosforilacion. En la figura 12
se muestra un gel tefiido con Azul de Coomassie en donde se indican en
el carril 1 la DPE1 y la cinasa SnRK1; en el carril 2 la DPE1 vy la cinasa
activadora de SnRK1 (GRIK1) y en el carrii 3 el control de

autofosforilacion de la SnRK1. La autorradiografia de este gel (Fig 12 B)
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indica que la DPE1 es fosforilada por la SnRK1 (carril 1), mientras que la
GRIK1 solamente muestra autofosforilacion (carril 2). La SnRK1 tiene

una actividad de autofosforilacion muy baja (carril 3).

A) Azul de Coomasie.

1 2 3
GRIK1 ~
DPE1 —— -
SnRK1 C— | cm—
B)Autorradiografia
1 2 3

Fig. 12. A) Separacién de las proteinas después de la reaccién de fosforilacion a través
de un SDS-PAGE. B) Autorradiografia de la exposicidon a una pelicula de Rayos X para
identificar la incorporacién de la marca radioactiva. 1) DPE1 y SnRK1; 2) DPE1 Y

GRIK1; 3) Control SnRK1.

Para verificar los resultados obtenido con la marca radioactiva se realizd
un ensayo de Phos-Tag en un gel de poliacrilamida SDS-PAGE el cual es

indicativo de las formas fosforiladas de la proteina, ya que la molécula
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Phos-tag interacciona con el fosfato de las proteinas, disminuyendo la
velocidad de migracidon y separandolas de las proteinas no fosforiladas.
En la figura 12, se observa el Western Blot donde en el carril 1 se
encuentra la DPE1 sola, en los siguientes carriles DPE1 se observa
fosforilada por distintos complejos de SnRK1, en igual medida. Con
excepcion de lo observado en el ultimo carril con la subunidad A1l
donde disminuye la migracion significativamente en comparacion con los
demas indicando un mayor grado de fosforilacién. Los complejos fueron

obtenidos previamente en el laboratorio.

Fig 13. Western Blot de ensayo con Phos-Tag donde se observa la fosforilacion de
DPE1 por distintos complejos de SnRK1. En el carril 1 se encuentra DPE1 sola, en el
carril 2, DPE1+SnRK1 (A10/By/B3), en el carril 3 DPE1 +SnRK1 (A10/By/B2), en el
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carril 4, DPE1 + SnRK1 (A10/By/Bl), vy en el carril 5, DPE1 + A1l (subunidad

catalitica).

9. Discusion y conclusiones.

El metabolismo del almidén en las plantas es un proceso de gran
importancia ya que es el principal carbohidrato de reserva de energia, lo
que le permite a la planta sobrevivir a diferentes condiciones donde su
suministro de energia se ve disminuido. Por este motivo el conocimiento
de los mecanismos de regulacibn de su metabolismo resulta
trascendental y pueden ser utilizadas para aplicaciones biotecnoldgicas e
industriales. Se ha documentado que tanto la sintesis como la
degradacion del almidén se llevan a cabo por la acciéon de una serie de
enzimas localizadas tanto en el cloroplasto como en el citoplasma
celular. La actividad y localizacién de las enzimas depende de
modificaciones post-traduccionales, dentro de las cudles se encuentra la
fosforilacion, que es llevada a cabo por proteinas con actividad de
cinasa. En plantas destaca la familia de cinasas SnRK1 que tiene una
participacion muy importante en el proceso de degradacion del almidén
(Baena-Gonzadlez et al., 2007; Fragoso et al., 2009) y que ademas es
clave para el mantenimiento de la homoestasis y regulacién metabdlica.
La busqueda in silico de la secuencia consenso que reconoce la SnRK1
en enzimas que participan en la degradacién del almidén, permitid

determinar que la proteina DPE1 contiene dos sitios potenciales de
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fosforilacion (Figura 3) por parte de la cinasa (Ruiz-Gayosso, datos no

publicados).

La clonacién del cDNA, asi como la sobre-expresiéon y la purificacién de
la proteina recombinante DPE1, permitié analizar aspectos interesantes
de esta enzima. Durante la optimizacion de la sobre-expresién, se
encontrd que algunas de las condiciones que fueron utilizadas favorecian
la acumulacién de la proteina en cuerpos de inclusién (Figura 9)
probablemente como consecuencia del mal plegamiento de la proteina,
lo que conduce a una enzima inactiva. Debido a que esta caracteristica
puede no ser limitante para evaluar la fosforilacion de esta enzima por
parte de la SnRK1 porque la cinasa podria reconocer el sitio de
fosforilacion incluso cuando la estructura secundaria y terciaria no fuera
la nativa, se decidid solubilizar a la proteina con urea (Figura 11) y

después retirarla mediante dialisis.

Los ensayos de fosforilacién con marca radiactiva (*?P) realizados con la
proteina recombinante renaturalizada de los cuerpos de inclusién indican
gue esta puede ser fosforilada por el dominio catalitico de la cinasa

SnRK1.2 (Figura 12), pero no por la cinasa activadora GRIK1.

A pesar de que estos experimentos sugieren que la cinasa puede
fosforilar a la enzima DPE1, en la naturaleza la SnRK1 se encuentra en

forma heterotrimérica. Por esta razdon, se analizé la fosforilacion en un
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gel de poliacrilmida Phos-tag utilizando varias combinaciones de las
subunidades de SnRK1 (Figura 13) para formar los heterotrimeros
recombinantes, los cuales fueron obtenidos en el Ilaboratorio
previamente. Este ensayo, sugiere que los complejos formados por
AKIN10-AKINBy-AKINB1/82/83 son capaces de fosforilar a DPE1,
aparentemente en igual medida. La fosforilacion llevada a cabo
Unicamente con el dominio catalitico de AKIN 11 sugiere un estado
diferente de fosforilaciéon (Figura 13, carril 5) respecto a la que realizan
los trimeros, lo cual podria ser indicativo de que las subunidades

reguladoras sirven para darle especificidad a la cinasa.

Estos experimentos, permitieron corroborar que la enzima DPE1l es un
blanco in vitro de SnRK1, aunque permanece la interrogante acerca de
la influencia de esta modificacidon post-traduccional en la actividad de la

DPEL.

En este sentido, la fosforilacion de DPE1 por parte de SnRK1 podria
tener como consecuencia la activacién de la enzima permitiendo que

actue y siga con el proceso de degradacién del almidén.
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10. Conclusiones

e Se obtuvo la proteina recombinante DPE1 solubilizada de cuerpos

de inclusion.

e La proteina DPE1 se fosforila por el complejo con actividad de

cinasa SnRK1.

11. Perspectivas.

e Analizar cudles y cuantos son los sitios de fosforilacion

modificados por SnRK1 en la proteina DPE!.

e Estudiar la actividad de la enzima DPE1 en un estado fosforilado y

no fosforilado.

e Estudiar los estados de fosforilacion de la proteina DPE1 in vivo y

evaluar el efecto sobre la degradacién del almidon.
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13. ANEXOS.

Secuencia de Primers empleados para amplificar la secuecia DPE1.

pET28bDPE1_EcoRI_Fwd : 5'-gaattctatgtcgattctacttaggccg-3'

pET28bDPE1_Xhol_Rev : 5'-ctcgagaagccgtccgtacaatgacaa-3'
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Mapa del vector pET28b.

El tag 6-HIS se encuentra en el carboxilo de la proteina.
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