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Resumen

En las plantas superiores, el flujo del carbono y la energia metabdlica difieren segun las
caracteristicas troficas del tejido y también varian entre las distintas especies y etapas del desarrollo.
Algunos tejidos, como las hojas, tienen principalmente un metabolismo fotosintético o autotréfico
por el cual se sintetizan de novo triosas-P y a partir de ellas el almidén y la sacarosa; siendo este
disacérido el principal metabolito transportado para proveer de fuentes de carbono y energia a toda
la planta. En tejidos como las semillas, el metabolismo es principalmente no-fotosintético o
heterotréfico y depende de la sacarosa que proviene de los tejidos fotosintéticos para suplir sus
necesidades metabdlicas. Ademads, el metabolismo en las hojas varia segun el ciclo de luz/oscuridad
y en las semillas segtn las etapas de desarrollo y de acuerdo a si el carbono se almacena en forma
de almid6n (como en las semillas de trigo, maiz o cebada) o lipidos (como en las semillas de ricino,
girasol o soja). Frente a las variaciones que ocurren a nivel metab6lico en un mismo tejido y una
misma célula, la comprensién de la regulacion y coordinacién del metabolismo es de gran interés
para la bioquimica vegetal. En los tejidos fotosintéticos, el estudio de la regulacién del metabolismo
en relacion al ciclo de luz/oscuridad ha permitido dilucidar que las modificaciones
postraduccionales por oxidacidn-reduccion y por fosforilacién cumplen un rol fundamental. Sin
embargo, la regulacion del metabolismo vegetal en tejidos heterotréficos ha sido menos estudiada,
incluso cuando los mismos son los centros de almacenamiento de compuestos que son de gran
importancia para la dieta humana y como materias primas renovables para procesos tecnoldgicos
como la produccién de bioplasticos y biocombustibles.

Se ha demostrado que durante el desarrollo de las semillas el flujo del carbono no es igual en
cada etapa. Al inicio del desarrollo el metabolismo estd principalmente destinado a solventar la
formacion del nuevo tejido, pero, una vez desarrollado el embrion y las estructuras celulares
fundamentales, el metabolismo del carbono y la energia es destinado a la acumulacién de
compuestos de reserva que permitirdn en el futuro la germinacion y el establecimiento de una nueva
planta. Todo este desarrollo estd genéticamente programado, pero numerosas sefiales metabdlicas
inducen el cambio de etapa que, a su vez, genera cambios en el metabolismo del carbono y la
energia. Dentro de las sefiales involucradas, se ha observado que las quinasas de proteinas de las
familias SnRK1 (relacionadas con las SNF1 de levadoras y las AMPK de mamiferos) y las CDPK,
juegan un rol fundamental en la particion de los hidratos de carbono y en la transicidn hacia la fase
de acumulacién de reservas, actuando como integradoras globales frente a seiales energéticas y del
desarrollo. Estas quinasas de proteinas se encargan de regular postraduccionalmente por

fosforilacion diferentes actores de metabolismo. En plantas, se ha informado que la actividad de
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varias enzimas, que participan del metabolismo primario del carbono y el nitrégeno, se encuentran
reguladas por mecanismos de fosforilacion-desfosforilacién de residuos de serinas o treoninas.
Algunos ejemplos de ello son la sacarosa-P sintasa, la fosfoenolpiruvato carboxilasa, la nitrato
reductasa, la trehalosa-6-P sintasa, la sacarosa sintasa, la piruvato quinasa, la gliceraldehido-3-P

deshidrogenasa no fosforilante y la gliceraldehido-3-P deshidrogenasa fosforilante.

Con el objetivo de contribuir al conocimiento de la regulacion global del metabolismo y la
particion intracelular e intercelular del carbono en plantas, particularmente en tejidos heterotréficos,
en este trabajo de Tesis nuestros estudios se focalizaron en evaluar la regulacién alostérica y la
ocurrencia de la modificacién postraduccional por fosforilacién de enzimas claves en distintos
tejidos vegetales en forma global y conjunta, determinando la secuencia temporal, asi como las
consecuencias funcionales de la misma. Ademds, se estudiaron las quinasas de proteinas
involucradas en la regulacion global del metabolismo del carbono por fosforilaciéon en los

organismos de interés.

Particularmente, hemos estudiado la regulacion alostérica y la modificacion postraduccional
por fosforilacién de la ADP-glucosa pirofosforilasa (ADPGlcPPasa) de endosperma de trigo
(TaeADPGlIcPPasa). Esta enzima cataliza el paso clave y mas regulado de la sintesis del almidon
en plantas, generando los dadores glucosidicos necesarios para la elongacidon del polimero de
reserva; utilizando como sustratos glucosa-1P y ATP para dar como productos ADP-glucosa y PPi.
Estructuralmente, estd compuesta de dos subunidades, una pequefia o S y una grande o L, formando
un heterotetramero (S2L2). En general, se ha demostrado que las subunidades L funcionan como
reguladoras de la actividad enzimdtica, mientras que las subunidades S tienen un rol catalitico
ademds de regulatorio. Se conoce que esta enzima estd altamente regulada, no s6lo a nivel
transcripcional, sino también alostéricamente por metabolitos (siendo el 3-P-glicerato el principal
activador y el Pi su principal inhibidor) y por modulacién redox.

Para profundizar los estudios acerca de las propiedades cinéticas y regulatorias de la
Tae ADPGIcPPasa y también evaluar el rol de cada subunidad en el contexto del heterotetramero, la
obtuvimos en forma recombinante, tanto sus subunidades de manera individual (TaeS y Tael.) como
coexpresadas (TaeS/Tael.), a partir de la sintesis de novo de los genes que la codifican y su expresion
heter6loga en células de Escherichia coli BL21 (DE3).

Nuestros resultados son novedosos, ya que no habia sido estudiada la enzima recombinante.
Luego de la caracterizacion, observamos que tanto TaeS/Tael., como TaeS fueron cinéticamente
activas, aunque esta dltima tiene ~15 veces menos actividad que el heterotetrdmero. Si bien TaelL

no tiene actividad enzimadtica significativa, en este trabajo evidenciamos que esta subunidad
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contribuye a la formacién del heterotetrimero, aumentando su eficiencia catalitica y, ademads,
generandole propiedades regulatorias particulares. El heterotetrdmero TaelL/TaeS result6 insensible
a 3-P-glicerato, frutosa-6-P y glucosa-6-P, metabolitos que son activadores de distintas
ADPGlIcPPasas de plantas. Ademas, la actividad de TaeS/TaeL fue inhibida (con baja afinidad) por
fructosa-1,6-bisP, fosfoenolpiruvato y Pi. Por otro lado, observamos que el 3-P-glicerato (y la
fructosa-6-P) revertian levemente la inhibicién por Pi. Aunque el heterotetrdimero Tael./TaeS
resultd insensible al agregado de agentes oxidantes o reductores, la actividad de TaeS estd regulada
de manera redox y alostérica, activaindose por 3PGA sdlo en condiciones reductoras e inactivaindose
en condiciones oxidantes. Demostramos también, que la interaccion de las subunidades del
heterotetramero es favorecida en condiciones reductoras. Si bien TaeL no tiene actividad enzimatica
significativa, a partir de la realizacion de proteinas hibridas con las subunidades (StuS y StuL) de la
enzima de tubérculo de papa (que es altamente sensible a la regulaciéon alostérica por 3-P-
glicerato/P1) evidenciamos su funcionalidad regulatoria. Asi, determinamos que Tael es la
responsable de la insensibilidad de la enzima de endosperma de trigo a 3-P-glicerato y a
fructosa-6-P. Por otro lado, StuLL confiere a la enzima alta sensibilidad a efectores alostéricos, siendo
los principales activadores el 3-P-glicerato, el fosfoenolpiruvato, la ribosa-5-P, la glucosamina-6-P
y la fructosa-6-P. Particularmente, observamos que el hibrido StuS/Tael. tiene propiedades de
mayor estabilidad al calor e insensibilidad a efectores alostéricos, asi como elevada eficiencia
catalitica (propiedades similares a la enzima TaeS/Tael.). La transgénesis con el hibrido StuS/TaelL
podria producir una planta de trigo estable al calor, con un potencial aumento en su capacidad de
acumular almidén. Con respecto a la subunidad S, los resultados sugieren que su rol en el
heterotetrdmero es el de conferir afinidad a la unién de Pi; hecho que es critico para la estabilidad
térmica de la enzima.

A partir de estos resultados, proponemos que, en condiciones fisioldgicas, dentro del
endosperma, podrian coexistir tanto la forma homodimérica de TaeS como el heterotetrdmero
TaeS/TaeL y regular de diferentes maneras la sintesis de almidon. TaeS es sensible a los cambios
redox y a la regulacién alostérica, siendo activado en condiciones reductoras y en presencia de
3-P-glicerato, e inhibida por Pi y oxidantes. En determinados momentos del desarrollo o cambios
en el metabolismo de la semilla (como aumentos en las cantidades de azucares), el gen de la
subunidad L se expresa, traduce e interacciona con la subunidad S. La nueva conformacién
heterotetramérica, torna insensible a la enzima, dando lugar a una actividad constante, aunque sigue
conservando la inhibicién por Pi. Favorablemente, este metabolito (en conjunto con el 3-P-glicerato
y la fructosa-6-P) le confiere estabilidad a la enzima frente a temperaturas elevadas. En este

contexto, gana importancia la fosforilacion que ocurre especificamente sobre la subunidad L,
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aportando un nivel adicional de regulacién de la ADPGIcPPasa. Alin queda por determinar en
futuros estudios el efecto de esta modificacion sobre los mecanismos de regulacion y actividad de

la enzima.

Realizamos un andlisis comparativo a lo largo del desarrollo de semillas de trigo (7riticum
aestivum) y de ricino (Ricinus communis), ya que ambas acumulan sus compuestos de reserva en el
endosperma, pero en forma de almidén o de triacilglicéridos, respectivamente. A partir de estudios
in vivo, detectamos la ocurrencia de la ADPGIcPPasa en muestras de endosperma de trigo y de
ricino a lo largo del desarrollo de las semillas. A pesar de la estar presente en ambas semillas con
diferentes patrones de ocurrencia, observamos que esta enzima se recupera en extractos
enriquecidos en fosfopéptidos tnicamente en semillas de trigo, y no de ricino (cuya principal fuente
de reserva no es el almidon sino los triacilglicéridos). Esta modificacién postraduccional por
fosforilacion en trigo, estd ausente en las fases tempranas del desarrollo de las semillas, y ocurre
desde la etapa de transicidn hacia la fase de acumulacién de reservas, donde justamente la enzima
tiene un rol fundamental en la sintesis de almidon. Ademas, es en las etapas tardias del desarrollo
donde se observa un incremento en la actividad ADPGIlcPPasa con la consecuente acumulacion del
polisacdarido en las semillas de trigo.

Como consecuencia de estos resultados, y con el fin de conocer la subunidad que se fosforila
y la familia de quinasa involucrada en esta modificacidén postraduccional, realizamos estudios de
fosforilacion in vitro. Observamos que el heterotetramero TaeS/Tael. es fosforilado tanto por
quinasas provenientes de extractos crudos de semillas de trigo como por quinasas recombinantes de
plantas (SOS2 y CDPKI1), especificamente en condiciones que involucran a quinasas
independientes de Ca?*. Ademds, observamos que particularmente la subunidad regulatoria TaeL es
la que se fosforila. Este trabajo es la primera evidencia in vivo e in vitro de la modificacién por
fosforilaciéon de una ADPGIcPPasa. Es por ello que, junto a los antecedentes presentes hasta el
momento, podemos plantear la hipétesis de que la fosforilaciéon de la TaeADPGIlcPPasa ocurriria
durante el contexto fisiolégico de la etapa de acumulacién de reservas en semillas de trigo en
desarrollo, periodo en el cual la degradacion de sacarosa se encuentra fundamentalmente asociada
a la sacarosa sintasa y el principal destino de las hexosas-P es hacia la sintesis de compuestos de
reserva (principalmente almidén). Es en este periodo donde las quinasas del tipo SnRK/CDPK
tienen un rol fundamental y se encargan de regular y coordinar el metabolismo de los hidratos de
carbono en respuesta a las disponibilidades del mismo, la demanda de energia y los niveles de

oxigeno dentro de la célula.
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Aunque los fines de la regulacién por fosforilacién de la Tae ADPGIlcPPasa no se encuentran
completamente dilucidados, la suma de todos los antecedentes permite especular que las SnRK
(especificamente las de la familia SnRK3, como la SOS2) y las CDPK podrian estar involucradas
en la regulacion de la via glucolitica y la de sintesis de almidén en semillas durante la fase de
acumulacion de reservas.

A partir de los resultados de este trabajo de Tesis contribuimos al conocimiento de la
regulacion global del metabolismo y la particion intracelular e intercelular del carbono en plantas,
particularmente en tejidos heterotroficos. La informacion obtenida en este trabajo abre muchas
lineas de investigacion para alcanzar una mejor comprension (a nivel molecular) de la sintesis de
almidon en el endosperma de trigo y de otros cereales que producen el polisacirido como reserva
principal. Estos estudios, en conjunto con los andlisis cinéticos y regulatorios de la ADPGIcPPasa,
serdn importantes para el disefio de estrategias y herramientas biotecnoldgicas para mejorar los
rendimientos de cultivos de interés agrondmico e incluso considerar la aplicacién del almidén en
fuentes renovables como los biocombustibles y biopldsticos. Esto lo convierte en un producto

natural clave para el desarrollo de futuras bioindustrias y biorefinerias.
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Abstract

In higher plants, metabolic flux of carbon and energy differs according to the trophic
characteristics of the tissue and also varies between different species and development stages. Some
tissues as leaves, mainly have a photosynthetic or autotrophic metabolism where the triose-Ps are
synthesized de novo and then used to produce starch and sucrose; being the latter disaccharide the
metabolite that is mobilized to provide sources of carbon and energy to the entire plant. In seeds,
the metabolism is primarily non-photosynthetic or heterotrophic and is feed by the sucrose coming
from photosynthetic tissues. In addition, the metabolism varies in the leaves according to the
light/dark cycle and in the seeds according to the stages of development as well according to the
carbon form it stores: starch (as is the case of wheat, corn or barley seeds) or lipids (as in castor

beans, sunflower seeds or soybeans).

Given variations occurring at the metabolic level in the same tissue and even the same cell,
the understanding of the regulation and coordination of metabolism is of relevance to plant
biochemistry. From the study of the regulation of metabolism in concerning the light/dark cycle in
photosynthetic tissues, it was possible to elucidate that posttranslational modifications, such as
oxidation-reduction and phosphorylation, play a fundamental role. However, the regulation of plant
metabolism in heterotrophic tissues has been poorly studied, even when they are the storage centers
for compounds that are of great importance for the human diet and as a renewable source of raw

materials for technological production of bioplastics and biofuels.

It has been shown that during the seed development the carbon flux is variable at each stage.
At the beginning, the metabolism is mainly destined to solve the formation of new tissue, but once
the embryo and the fundamental cellular structures have been developed, the metabolism of carbon
and energy is destined to the accumulation of reserve compounds that will allow future germination
and generation of a new plant. All this development is genetically programmed, but numerous
metabolic signals induce the change of stage that, in turn, generates changes in the metabolism of
carbon and energy. Among the signals involved, it has been observed that the protein kinases of the
types SnRK1 (SNF1-related of yeast and the AMPK of mammals) and CDPK play a fundamental
role in the partition of carbohydrates and the transition to the accumulation of reserves, acting as
global integrators at the energy and development signals. These protein kinases are responsible for

the posttranslational regulation of different metabolism actors by phosphorylation.

In plants, it has been reported that the activity of several enzymes, which participate in the

primary metabolism of carbon and nitrogen, are regulated by phosphorylation-dephosphorylation
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mechanisms in Ser or Thr residues. Some examples of this are sucrose-P synthase,
phosphoenolpyruvate carboxylase, nitrate reductase, trehalose-6-P synthase, sucrose synthase,

pyruvate kinase, as well non-phosphorylating and glyceraldehyde-3-P dehydrogenase.

With the aim of contribute to the knowledge of the global regulation of metabolism and the
intracellular and intercellular partition of carbon in plants, particularly in heterotrophic tissues, in
this work our studies focused on assessing the occurrence of allosteric regulation and post-
translational modification by phosphorylation of enzymes in different plant tissues in a global and
joint way, determining the temporal sequence, as well as its functional consequences. Besides, we
studied the kinases involved in the global regulation of carbon metabolism by phosphorylation in

the organisms of interest.

We studied the post-translational regulation of wheat endosperm ADP-glucose
pyrophosphorylase (TaeADPGIcPPase). This enzyme catalyzes the rate-limiting step of starch
synthesis in plants, generating the glycosidic donors necessary for the elongation of the polymer. It
uses glucose-1-P and ATP as substrates to produce ADP-glucose and PPi. Structurally, it is
composed of two subunits, a small or S and a large or L, forming a heterotetramer (S;L>). Mainly
the L subunits function as regulators of the enzymatic activity, while the S subunits have a catalytic
role as well as a regulatory one. It is known that this enzyme is highly regulated, not only
transcriptionally but also allosterically by metabolites (mainly, 3-P-glycerate as activator and Pi as
inhibitor), and by redox modulation.

We deepen the studies about the kinetic and regulatory properties of the Tae ADPGIcPPasa by
evaluating the regulatory role of each subunit in the context of the heterotetramer. We obtained the
recombinant TaeADPGIcPPase. Both subunits, individually (7TaeS and Tael.) or coexpressed
(TaeS/Tael), were expressed in Escherichia coli BL21 cells (DE3) from de novo synthesized genes.
Our approach represents the first study performed with the wheat enzyme produced recombinantly.
After the characterization, we observed that both TaeS/TaelL and TaeS were kinetically active,
although the activity of the latter was ~20-fold lower than that of the heterotetramer. Although Tael
exhibited no significant enzymatic activity, we determined that this subunit contributes to the
formation of the heterotetramer, which is an enzyme form with increased catalytic efficiency and
particular regulatory properties respect to those of TaeS. The heterotetramer Tael./TaeS was
insensitive to 3P-glycerate, fructose-6P, and glucose-6P, which are activators of different plant
ADPGICPPases. Also, Tael./TaeS was inhibited (with low affinity) by fructose-1,6-bisP,
phosphoenolpyruvate, and Pi. We observed that neither 3P-glycerate, nor fructose-6P reversed the

enzyme inhibition by Pi. Even when the Tael./TaeS heterotetramer was insensitive to the addition
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of oxidizing or reducing agents, the activity of TaeS was regulated in a redox and allosteric manner,
being activated by 3-P-glycerate only under reducing conditions and inactivated by the opposed
situation. Further, we show that the formation of the heterotetramer formation is favored under
reducing conditions. Although Tael. lacks enzymatic activity, we determined its regulatory
functionality by constructing hybrid proteins with the subunits (StuS and Stul) of the potato tuber
enzyme (which is highly sensitive to allosteric regulation by 3-P-glycerate and Pi). Thus, we
evidenced that TaeL is responsible for the insensitivity to 3-P-glycerate and fructose-6-P. Besides,
Stull gave to the enzyme high sensitivity to allosteric effectors, mainly to 3-P-glycerate,
phosphoenolpyruvate, ribose-5-P, glucosamine-6-P, and fructose-6-P. In particular, we observed
that the StuS/Tael. hybrid has properties of greater heat stability and insensitivity to allosteric
effectors with high catalytic efficiencies (similar to 7aeS/Tael. enzyme). The biotechnological use
of the hybrid StuS/TaelL. would produce a heat-stable transgenic wheat plant, with potential
enhanced capacity to accumulate starch. Concerning the S subunit, our results suggest a role in the
heterotetramer by conferring affinity to bind Pi, this being critical for the thermal stability of the
enzyme.

From these results, we propose that under physiological conditions both, TaeS (homodimeric)
and TaeS/TaeL (heterotetrameric) forms could coexist and regulate the key step of starch synthesis
in different ways. The homodimer is sensitive to redox and allosteric regulation, being activated by
3-P-glycerate under reducing conditions, and inhibited by Pi and oxidants. At a certain level of
development, changes in seed metabolism are produced (such as increases in the amounts of sugars)
and the L subunit gene is expressed and it interacts with the S subunit. The heterotetrameric form
becomes insensitive to allosteric regulation, being pre-activated and conferring a constant catalytic
activity, although it still retains inhibition by Pi. Favorably, this metabolite (together with 3-P-
glycerate and fructose-6-P) gives the enzyme stability against high temperatures. In this context, it
would gain importance the phosphorylation, mainly on the L subunit, to add a new level of
regulation of the wheat ADPGIcPPase. The effect of this modification on the mechanisms of
regulation and activity of the enzyme remains to be determined in future studies. Although the
purposes of the phosphorylation regulation of TaeADPGIcPPase are not completely elucidated, all
the data accumulated make tempting to speculate that the SnRK and the CDPK could be involved
in the regulation of the glycolytic pathway and that of starch synthesis in seeds during the

accumulation of reserves phase.
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On the other hand, we made a comparative analysis along with the development of wheat
(Triticum aestivum) and castor bean (Ricinus communis) seeds since both accumulate their reserve
compounds in the endosperm, but in the form of starch or triacylglycerides, respectively.

From in vivo studies, we detected the occurrence of ADPGIcPPase in wheat and castor
samples along with the endosperm development of the seeds. Despite being present in both seeds,
we observe that this enzyme is recovered in extracts enriched in phosphopeptides only in wheat
seeds, and not in castor beans (whose main source of the reserve is not starch but triacylglycerides).
In wheat, this phosphorylation in ADPGlcPPase is absent in the early stages of seed development,
but it occurs along the further transition stages to the accumulation of carbon reserves, precisely
where the enzyme has a fundamental role in the synthesis of starch. Moreover, it is in the late stages
of development where was observed an increase in ADPGIcPPase activity with the consequent
accumulation of the polysaccharide in wheat seeds. Then, with the aim to know the phosphorylated
subunit and the kinase family involved in this post-translational modification, we made in vitro
phosphorylation assays. We observed that TaeS/TaeL heterotetramer is phosphorylated by kinases
from wheat seed crude extracts and by recombinant plant kinases (SOS2 and CDPK1), specifically
under Ca®*-independent conditions. Interestingly, we observed that TaeL regulatory subunit is the
one that is phosphorylated. This work is the first in vivo and in vitro evidence of phosphorylation
regulation of ADPGIcPPase. So, together with the antecedents present so far, we can hypothesize
that phosphorylation of Tae ADPGIcPPase would occur during the physiological context of the stage
of accumulation of reserves in developing wheat seeds, period in which degradation of sucrose is
fundamentally associated with sucrose synthase and the main destination of hexoses-P is towards
the synthesis of reserve compounds (mainly starch). It is during this period that SnRK (SnRK3
family, specifically SOS2) and CDPK kinases have a fundamental role and are responsible for
regulating and coordinating the metabolism of carbohydrates in response to their availability, energy
demand and oxygen levels within the cell.

This work contributes to the knowledge of the global regulation of metabolism and the
partition of carbon in plants. The information obtained in this work opens many lines of research to
achieve a better understanding of the synthesis of starch in the endosperm of wheat and other cereals.
These studies, together with the kinetic and regulatory analyzes of the ADPGIcPPasa, will be
important for the design of biotechnological strategies and tools to improve yields in crops of
agronomic interest and even consider the starch application in renewable sources such as biofuels
and bioplastics. In fact, the polysaccharide constitutes a key natural product for the development of

future bioindustries and biorefineries.
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1. Introduccion

1.1 El origen de la atmoésfera y la evolucion

La evolucién puede entenderse como un conjunto de cambios que ocurren a lo largo del
tiempo en el perfil genético de algunos organismos; dichas modificaciones permiten mejorar la
adaptacion de ciertos individuos a distintos ambientes. Desde que se originé la forma de vida més
primitiva, los organismos se han enfrentado a situaciones ambientales adversas. En los primeros mil
millones de afios de la Tierra la vida ocurria estrictamente en un ambiente anaerdbico, en una
atmosfera con relativamente alta cantidad de N2 y CO», pero muy poca cantidad de oxigeno [1]. Es
aceptado cientificamente que los primeros organismos fueron anaerdbicos, representados por dos
reinos Eubacteria y Arqueobacteria [2]. La aparicién de algunos organismos en el grupo Eubacteria
asegurd la ocurrencia de la principal fuente de oxigeno libre en nuestro planeta [1], siendo la
fotosintesis oxigénica, probablemente, el segundo acontecimiento biolégico en importancia de la
historia de nuestro planeta luego de la aparicion de la vida misma [3]. De hecho, tal evento bioldgico
fue de trascendencia para producir un cambio critico en la composicién de la atmoésfera. Las
cianobacterias tuvieron la ventaja y capacidad de poder utilizar el CO, atmosférico y la energia solar
para sintetizar compuestos orgdnicos (azucares), liberando oxigeno al medio ambiente como parte
del proceso fotosintético [4]. Inicialmente, la mayoria de ese oxigeno fue consumido en la formacion
de 6xidos metdlicos depositados en las rocas. Cuando este proceso fue completado, el oxigeno se
fue acumulando en la atmdsfera, algo ventajoso en al menos dos maneras: i) llevé a la formacién de
la capa de ozono en la estratosfera, que protege a los organismos vivos de la radiacién UV-C (lo
cual pudo haber ayudado a que los organismos vivos ancestrales abandonen el mar y comiencen a
expandirse sobre la superficie terrestre); y 1) removio las grandes cantidades de hierro en estado
ferroso presentes en el medio ambiente acudtico formando complejos férricos insolubles que fueron
precipitando hasta dejar, actualmente, s6lo trazas de hierro soluble en el mar [1]. La importancia de
esto tltimo radica en que la remocién del Fe** disminuye la ocurrencia de su interaccién con H>O,

y la consecuente formacion de radicales libres toxicos.

A pesar de las ventajas que presento el aumento de oxigeno atmosférico, también ocasioné la
muerte de muchos organismos anaerobios, ya que actué como un componente téxico, especialmente
a través de algunos compuestos como el anién superdxido (O2") y el peréxido de hidrégeno (H20»).
Algunos microrganismos se recluyeron a microambientes adecuados, mientas que otros

evolucionaron y comenzaron a seleccionar defensas antioxidantes que los protegieron de la
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toxicidad del oxigeno [5]. Los procariotas fueron dotados de organelas intracelulares (mitocondrias
y plastidos) gracias a eventos endosimbidticos, generdndose de esta manera la aparicién de los
primeros organismos unicelulares eucariotas [6]. Estas células, tolerantes al oxigeno, lo incluyeron
en reacciones metabdlicas (catalizadas por oxidasas, oxigenasas e hidrolasas), permitiéndoles
utilizar cadenas de transporte de electrones con el oxigeno como aceptor final, facilitando una
eficiente produccion de energia [1]. A partir de este punto, los organismos continuaron
evolucionando para generar no sélo la aparicion de otros unicelulares eucariotas sino que, ademads,
la asociacion con otras células dio origen a organismos pluricelulares aerobios [5]. Estos ultimos
lograron desarrollar una elevada complejidad, siendo capaces de especializar diferentes subgrupos
de células y generando distintos tipos de tejidos y érganos en estricta comunicacion e interaccion,

dando origen a las plantas y los animales.

Con todo, la ocurrencia del proceso evolutivo desde la aparicién de los organismos aerébicos
unicelulares hasta la aparicion de las plantas y los animales no hubiera sido posible sin el aumento
de la concentracién de oxigeno libre en la atmdsfera [1]. La evolucion hacia una produccién de
energia eficiente permiti6 el desarrollo de organismos multicelulares complejos; destacando que la
cooperacion simbidtica incremento la eficiencia celular. Todos los compartimentos, incluyendo las
organelas, debieron ser estrictamente coordinados por mensajes internos, lo cual representd una
ventaja al conocer caracteristicas del medio ambiente a través de un sistema de mensajes. En este
escenario biosintético, las plantas representan componentes con un alto niimero de compartimentos
intracelulares ubicados en tejidos con distintas caracteristicas tréficas. En los vegetales, los tejidos
fotosintéticos (que pueden utilizar el CO» y la luz solar para sintetizar compuestos de carbono como
fuente de energia) sirven como fuente de esqueletos carbonados para el resto del organismo. Para la
distribucion de los compuestos de carbono fijados durante el proceso fotosintético, una parte de
ellos es convertida en sacarosa y transportada a través de un sistema vascular con el objetivo de ser
utilizada como fuente de carbono y energia en el resto de los 6érganos sin capacidad fotosintética [7,
8]. Es por ello que los organismos vegetales se encuentran ubicados en la base de la cadena
alimentaria y que el estudio bioquimico de los mismos sea critico tanto para la comprensién de los
procesos bdsicos, como asi también para plantear alternativas de ingenieria metabdlica con fines

biotecnolégicos.

Las plantas dependen de las bacterias para proveerse de nitrégeno y de los hongos para los
minerales, devolviéndoles a estos organismos compuestos carbonados en el establecimiento de una
cadena tréfica. La vida de los animales superiores depende totalmente de las plantas para su

alimentacion y de bacterias para su digestion. Los desechos animales, por su parte, alimentan a las
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plantas. La cooperacion quimica es la esencia del desarrollo en la organizacién y la evolucién de un
ecosistema efectivo [5]. Para que la transferencia de carbono en su forma orgdnica pueda realizarse,
el mismo tiene que ser generado por alguna clase de organismo, como por ejemplo las plantas. El
flujo de las distintas formas moleculares que incluyen este elemento entre los distintos organismos
genera un ciclo, denominado del carbono. El carbono atmosférico se encuentra en su forma
inorgdnica y gaseosa (CO2) a relativamente bajas concentraciones; a pesar de ello, el mismo es de
suma importancia para el desarrollo de los organismos vivos en el planeta. Mediante la fotosintesis,
las plantas (autotr6ficas) pueden captar el CO; e incorporarlo en las moléculas organicas que
conforman sus células. Cuando los quimioheterétrofos se alimentan de otros, se genera un flujo de
carbono que retorna a la atmdsfera por el proceso respiratorio de los diferentes organismos. Por otra
parte, la actividad humana, principalmente a través de la combustion de restos fésiles, contribuye

en la liberaciéon de CO; a la atmésfera [9].

1.2 Organizacion intracelular de las células vegetales

Las células vegetales estdn formadas por diferentes compartimentos intracelulares y distintos
tipos de organelas, tal como se representa en la Figura 1. Dentro de los distintos tipos de organelas

presentes sélo en las células vegetales y algas, se encuentran los plastidos.

Citoesqueleto
filamentoso
Reticulo enlgioplasmético
iso

Vesicula
membranosa
Plasmodesmos

Cloroplasto

Vacuola

Mitocondria

Membrana
plasmatica

Peroxisoma

Pared celular

Aparato de Golgi

Citoplasma Envoltura nuclear

Leucoplasto -
Reticulo endoplasmatico
rugoso

Figura 1: Esquema de la estructura de las células vegetales. Modificado de Taiz y Zeiger, 2010 [10].

Los pléstidos estdn presentes en todas las células de las plantas superiores, excepto en el polen,

y sus variados nombres indican su plasticidad metabdlica, estructural y funcional. Dentro de sus
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principales funciones se encuentran la de biosintesis y asimilacién de compuestos orgdnicos de
carbono (fijacién del CO> y sintesis de almidén), asi como también son sitios de sintesis de acidos
grasos, de pigmentos y de aminodcidos a partir de nitrégeno inorganico; ademas, pueden ser sitios
de almacenamiento de carbono y energia. Todos los plastidos se encuentran rodeados de una doble
membrana denominada envoltura, donde la interna funciona como una barrera selectiva al
movimiento de las proteinas y otros tipos de moléculas; conteniendo las proteinas transportadoras
que permiten el intercambio de solutos con el citosol [11, 12].

Las diferentes clases de plastidos se pueden clasificar, segtin su capacidad fotosintética, en: 1)
autotroficos, que son los que estdn presentes en las células que realizan fotosintesis, y comtinmente
son llamados cloroplastos; o ii) heterotréficos, que se encuentran en las células no fotosintéticas y
particularmente en los tejidos de reserva de energia como lo son las semillas; los plastidos

encargados de acumular almidén en este tipo de 6rganos cominmente se denominan amiloplastos

[13].

1.3 La fotosintesis

La fotosintesis es un proceso bioldgico que permite utilizar la luz solar como fuente de energia
para la sintesis de enlaces quimicos, que se utilizan posteriormente para fijar el CO, atmosférico en
moléculas de hidratos de carbono, siendo la sacarosa y el almiddn sus principales productos finales
[8]. La fotosintesis es un proceso metabdlico complejo que ocurre especificamente dentro del
cloroplasto. El proceso consta de dos etapas que ocurren de manera coordinada. La primera,
cominmente denominada fase luminosa, involucra la captura de la energia solar mediante los
centros de reaccion fotosintéticos para generar ATP y NADPH, moléculas de alto contenido
energético y poder reductor, respectivamente. La segunda etapa, llamada comunmente fase sintética,
permite fijar el CO, atmosférico utilizando las moléculas de alta energia y reductoras sintetizadas
en la etapa luminosa, para sintetizar hidratos de carbono. La fase sintética depende de la fase
luminosa, ya que sin las moléculas de alto contenido energético y equivalentes de reduccién no es
posible asimilar el CO; para sintetizar azucares [14]. La siguiente ecuacion representa el balance
global de las reacciones que ocurren durante la fotosintesis, donde queda en evidencia que la
reaccion fotosintética no es espontdnea y que necesita de la energia aportada por la luz solar para

que la misma ocurra. En la Figura 2 se presenta un esquema simplificado de este proceso.

6 CO,; + 6 H O + fotones — CgHi1206 + 6 O2 AG%=2.870 kJ mol!
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Figura 2: Esquema simplificado de la fotosintesis. Fase luminosa (izquierda), donde la energia de la luz se convierte en
energia quimica, formando ATP y NADPH. Estos productos son utilizados en la fase sintética (derecha) donde,
mediante reacciones independientes de la luz, se fija el CO; y se producen moléculas de carbono orgénico. Modificada
a partir de: https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/photosynthesis/.

1.3.1 Fase luminosa

La fase luminosa ocurre en las membranas tilacoidales, donde se encuentran anclados los
pigmentos y las proteinas que intervienen en el proceso. En esta etapa, la energia luminica es
trasformada en energia quimica y poder reductor: ATP y NADPH. Para esto, como se describe en
la Figura 3, los fotones son capturados por dos centros activos llamados fotosistemas. Cuando la
antena de clorofila del fotosistema II (PS II) logra capturar suficiente energia luminica, se genera
una reaccion de fotdlisis del agua, la que libera dos electrones que son transportados por una serie
de pigmentos [principalmente plastoquinona (PQ), citocromo, y plastocianina (Pc) que se ubican
asimétricamente en la membrana] hasta llegar al fotosistema I (PS I). Aqui, se produce una nueva
captacion de energia luminica que va a permitir transportar los electrones por intermedio del sistema
ferredoxina hasta el aceptor final de esta cadena, el NADPH. Asociado a todo este transporte de
electrones se encuentra un complejo proteico transmembrana denominado bomba de protones
asociada a una ATP-sintasa, que permite sintetizar ATP utilizando como fuente de energia la fuerza

motriz del transporte de protones desde el lumen tilacoidal hacia el estroma del cloroplasto [14].
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Figura 3: Esquema de los eventos que ocurren durante la fotosintesis en el cloroplasto. (A) Eventos que ocurren en la
membrana tilacoide, en la fase luminosa. Los fotosistemas I y II (PSI y PSII, respectivamente) se encuentran en la
membrana tilacoidal. El electrén (e”) de alta energia de PSII se pasa a una cadena de transporte de electrones, que genera
una fuerza motriz de protones para la sintesis de ATP por quimio-osmosis, y finalmente reemplaza el electrén perdido
por el centro de reaccién de PSI. El electrén del centro de reaccién PSI se usa para hacer NADPH. (B) Cuando se
requieren ATP y NADPH, la fotofosforilacioén no ciclica (en cianobacterias y plantas) proporciona ambos. El flujo de
electrones descrito aqui se denomina esquema Z (se muestra en amarillo en [A]). Cuando las necesidades de ATP de la
célula superan a las de NADPH, las cianobacterias y las plantas usardn solo PSI, y su electrén del centro de reaccion se
pasa a la cadena de transporte para generar una fuerza motriz proténica utilizada para la sintesis de ATP. Modificada a
partir de: https://courses.lumenlearning.com/microbiology/chapter/photosynthesis/.

1.3.2 Fase sintética

La fase sintética se dilucid6 hacia fines de la década de 1940, siendo la primera ruta metabodlica
establecida integramente con el uso del is6topo *C, que habia sido descubierto unos afios antes [15].
Melvin Calvin, Andrew Benson y James Bassham, lograron generar un mapa metabdlico del ciclo
de fijacién del carbono utilizando técnicas de cromatografia bidimensional en papel y radioisétopos
('*C0O,), en el alga fotosintética Chlorella pyrenoidosa [16—18]. Este importante hallazgo, les valié
el Premio Nobel en Quimica en el afio 1961. Ademads, estos estudios fueron los primeros en los que
se utilizé el '*C para dilucidar una via metabélica completa. La fase sintética, comiin a todos los
organismos fotosintéticos, ocurre en el estroma del cloroplasto durante periodos de luz y es llamada
también ciclo reductivo de las pentosas fosfato. En el ciclo de Benson-Calvin-Bassham (CBCB) se
utilizan el ATP y el NADPH generados en la etapa luminosa para reducir el CO> y sintetizar hidratos
de carbono complejos en un ciclo de varias reacciones. Las reacciones involucradas en el CBCB
pueden subdividirse en tres etapas (Figura 4): carboxilacién, reduccién y regeneracién [15, 19, 20].
La suma de todas las reacciones, se puede representar en una reacciéon global que da cuenta de la

alta cantidad de energia que se utiliza para sintetizar una molécula de Glc:

6 CO2 + 18 ATP + 12 NADPH + 12 H* + 12 H2O = CsHi206 + 18 Pi + 18 ADP + 12 NADP*
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Figura 4: Ciclo de Benson-Calvin-Bassham (fase sintética de la fotosintesis).

Carboxilacion

En esta primera etapa se combina la ribulosa-1,5-bisP (Rull,5bisP) con el CO, para generar
3-P-glicerato (3PGA), mediante una reaccién catalizada por la enzima Rull,5bisP
carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO, EC 4.1.1.39), que fue descripta inicialmente por Quayle y col. en
1954 [21]. La RuBisCO es una enzima poco eficiente en la catdlisis de la reaccién de carboxilacion,
debido a que tiene una baja actividad especifica y a que las concentraciones de CO> en la atmdsfera
son menores a las requeridas para alcanzar la mitad de la velocidad méxima de la enzima. Esta
ineficiencia es compensada por las plantas sintetizando grandes cantidades de RuBisCO, siendo ésta
mas del 50% del total de las proteinas solubles de las hojas [22]. La RuBisCO, como muchas otras
enzimas presentes en las células, es objeto de regulacién de su actividad enzimética. En este caso,
la RuBisCO puede ser activada de forma reversible mediante una reaccién de carbamilacién entre
una molécula de CO: (diferente a la involucrada en el proceso de carboxilacion) y un residuo de
lisina ubicado en el sitio activo de la subunidad grande de la RuBisCO, en presencia de Mg?* [15,
19, 20]. La reaccién de activacion es catalizada in vivo por una enzima llamada RuBisCO activasa
[23]. Ademas de la reaccion de carboxilacion, la RuBisCO puede catalizar una reaccién alternativa,
en la cual el oxigeno, reacciona con la Rull,5bisP generando fosfoglicolato, un compuesto de dos
carbonos. Este fosfoglicolato es luego metabolizado mediante un proceso denominado

fotorrespiracion [24]. En este proceso, que involucra mas de 15 enzimas y transportadores de
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membrana distribuidos en el cloroplasto, los peroxisomas y las mitocondrias, libera una molécula
de CO» cada dos moléculas de fosfoglicolato convertidas. De este modo, la reaccién de 1a Rul1,5bisP
con oxigeno en lugar de CO; reduce la productividad de la fotosintesis en condiciones atmosféricas

normales (21% de Oz y 0,036% de CO») [20, 25].

Reduccién

Luego de la etapa de carboxilacion, el 3PGA se reduce a triosa-fosfato (triosa-P). Esta etapa
de reduccién consume el ATP y el NADPH generados durante la fase luminosa mediante dos
reacciones. La primera de ellas es catalizada por la enzima fosfoglicerato quinasa (PGKasa,
EC 2.7.2.3) que transfiere un grupo fosfato desde el ATP al grupo carboxilo del 3PGA generando
una molécula de 1,3-bisfosfoglicerato (1,3bisPGA). La etapa siguiente es catalizada por una
gliceraldehido-3-P (Ga3P) deshidrogenasa dependiente de NADPH (Ga3PDHasa A/B, EC 1.2.1.13)
que reduce el 1,3bisPGA a Ga3P utilizando una molécula de NADPH y liberando una de ortofosfato
inorgdnico (Pi) [20]. El termino triosas-P se utiliza para llamar colectivamente al Ga3P y la
dihidroxiacetona-P (DHAP), moléculas que son rdpidamente interconvertidas en una reaccion

catalizada por la enzima triosa-P isomerasa (TPlasa, EC 4.1.2.13).

Regeneracion

Es la dltima etapa del CBCB, donde se regenera la Rull,5bisP a través de la accion de siete
enzimas en diez pasos, en los cuales se consume otra molécula de ATP. La regeneracién comienza
con la aldolasa (EC 4.1.2.13) que cataliza la unién de dos moléculas de triosa-P (una de Ga3P y otra
de DHAP) para formar fructosa-1,6-bisP (FBP), que es luego hidrolizada irreversiblemente a
fructosa-6-P (Fru6P) por la enzima fructosa-1,6-bisfosfatasa (FBPasa, EC 3.1.3.11). La enzima
transcetolasa (EC 2.2.1.1) continda el ciclo transfiriendo un grupo de dos carbonos a partir de la
Fru6P a una tercera molécula de triosa-P (Ga3P) para formar eritrosa-4-P (Eri4P) y xilulosa-5-P
(Xul5P). Ahora, actda nuevamente la aldolasa, que cataliza la unién de la Eri4P con la cuarta
triosa-P  (DHAP) para formar sedoheptulosa-1,7-bisP que es luego hidrolizada de manera
irreversible a sedoheptulosa-7-P y Pi por la enzima sedoheptulosa-1,7-bisfosfatasa (SBPasa, EC
3.1.3.37). En el siguiente paso la transcetolasa transfiere un grupo de dos carbonos desde la
sedoheptulosa-7-P a la quinta molécula de triosa-P (DHAP) para formar ribosa-5-P (Rib5P) y
Xul5P, que son luego convertidas a ribulosa-5-P (Rul5P). Las dos moléculas de Xul5P son
convertidas por la enzima Rul5P epimerasa (EC 5.1.30) y la molécula de Rib5SP es convertida en
una reaccion catalizada por la RibSP isomerasa (EC 5.3.1.6). Finalmente, las tres moléculas iniciales
de Rull,5bisP son regeneradas mediante una reaccion de fosforilacion irreversible dependiente de

ATP catalizada por la enzima fosforribuloquinasa (PRKasa, EC 2.7.1.19) [15, 20].
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El andlisis global del CBCB indica que por cada 3 moléculas de CO> que ingresan al mismo
se genera una de triosa-P. El ciclo se esquematiza en la Figura 4. La conversion de CO a triosas-P
es llevada a cabo por un ciclo que es autocatalitico, el cual alcanza los niveles apropiados en los
compuestos intermediarios en un corto periodo de tiempo, de esta forma las plantas son capaces de
lograr un estado estacionario en la velocidad fotosintética, generando mds aceptor de CO> del que
consume. En consecuencia, hay una ganancia neta de carbono, que permite que la triosa-P no
utilizada en la fase regenerativa quede disponible para ser convertida en los principales productos

finales de la fotosintesis [15].

1.4 Particion del carbono en células autétrofas y heterdtrofas

En las plantas superiores, la fotosintesis tiene lugar en los tejidos verdes, principalmente las
hojas. La maquinaria fotosintética se encuentra dentro de los cloroplastos, lugar de sintesis de novo
de las triosas-P que son la fuente inmediata de carbono para la sintesis de hidratos de carbono mas
complejos. El principal destino de los fotosintatos dentro del mismo cloroplasto es la sintesis de
almidoén, para almacenarlo transitoriamente como molécula de reserva de carbono y energia.
Alternativamente, las triosas-P pueden exportarse al citosol y ser utilizadas como fuente de carbono
para la sintesis de sacarosa. Con algunas excepciones, el almidén es el principal compuesto de
reserva acumulado en tejidos fotosintéticos y no-fotosintéticos de las células de las plantas
superiores. La acumulacién de almidén en las hojas es una fuente transitoria de carbono que
experimenta variaciones a lo largo del dia. Por otra parte, el almacenamiento de almid6n a largo
plazo estd confinado a los amiloplastos presentes en células especializadas de organos
heterotroficos. Sin embargo, la sacarosa no es menos importante, ya que es la forma principal en la
cual el carbono es transportado desde los tejidos fotosintéticos de la planta a todos los tejidos no-
fotosintéticos, como son los de reserva y las raices [8]. En base a lo dicho anteriormente, vale
remarcar que las triosas-P sintetizadas en las células fotosintéticas son particionadas dentro de la
misma célula entre una fase relativamente estacionaria (almidén) y otra mévil (sacarosa) [8].

La particiéon de hidratos de carbono no ocurre sélo a nivel subcelular entre el plastido, el
citosol y otros compartimentos intracelulares, sino que ocurre también entre los distintos tipos de
tejidos y 6rganos de la planta, donde son distribuidos a través de la sacarosa. Las plantas, como
organismos multicelulares altamente evolucionados, han repartido las diferentes funciones entre
6rganos especializados. Mientras que las hojas son las responsables de la asimilacién del CO» y de
otros nutrientes, las raices se han especializado en la toma de sales minerales y agua a partir del

suelo. Para permitir el intercambio de nutrientes entre los distintos 6rganos, las plantas han
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desarrollado dos conductos distribuidores: el xilema, encargado del transporte de los nutrientes
desde las raices hacia el tallo y hojas; y el floema, encargado del transporte de nutrientes (por ej.
sacarosa) desde las hojas hacia las raices, brotes y 6rganos reproductivos [26]. El ingreso de los
metabolitos intercambiados entre los distintos organos y tejidos a las células destino o los
compartimentos presentes dentro de la célula estd mediado por proteinas transportadoras
especificas, que permiten utilizar los compuestos adquiridos y coordinar e interconectar las vias
metabolicas presentes en los diferentes compartimentos [8]. Los transportadores presentes en una
misma planta son diferentes segun el tejido sea especializado en la asimilacion de carbono, la toma
de agua y sales minerales, la acumulacion de compuestos de reserva o la reproducciéon. Una vez
dentro de la célula o compartimento destino los compuestos son metabolizados con un fin especifico
y determinado, segun el tipo de tejido involucrado.

La particion de las vias metabolicas a nivel subcelular en los variados compartimentos de las
células vegetales, es una consecuencia del proceso evolutivo que permite coordinar la operacion
simultdnea de vias metabdlicas que compiten por los mismos sustratos, evitando la ocurrencia de
ciclos futiles. Es asi que las proteinas transportadoras de metabolitos presentes en las membranas
de los distintos compartimentos juegan un rol critico como conectores de vias catabdlicas y
biosintéticas paralelas e interdependientes, actuando como integradoras de las redes metabdlicas
[27]. Un ejemplo de esto se da en los cloroplastos, donde los transportadores que intercambian Pi y
triosas-P son las proteinas mds abundantes de la membrana interna de la envoltura [8]. Las
particularidades que le confiere la compartimentacion intracelular a las células eucariotas hacen
necesario, para entender su funcionamiento, conocer no sélo la distribucién de los procesos
metabolicos, sino también como estin interconectados y regulados. Inclusive, comprender como
funcionan las células vegetales es ain mdas complejo, dada la presencia de compartimentos
adicionales como pléstidos, paredes celulares y vacuolas, que no estdn presentes en otras células
eucariotas; lo que esta asociado a la gran diversidad de rutas metabodlicas que presentan los vegetales

[28].

1.4.1 Metabolismo del carbono en células fotosintéticas o autotrofas

Durante los periodos de luz, una vez que la fotosintesis ha alcanzado la fase estacionaria, las
triosas-P no utilizadas en la fase regenerativa del CBCB quedan disponibles para ser convertidas en
los principales productos finales de la fotosintesis, tal como se muestra en la Figura 5 [29].
Aproximadamente un 30% del CO; fijado durante los periodos de luz es utilizado para la sintesis

de almiddn dentro del cloroplasto, el cual es acumulado en forma transitoria [8].
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Figura 5: Esquema simplificado de la particion del carbono en distintos tejidos vegetales. (A) Principales destinos

metabdlicos de las triosas-P generadas en el proceso de fotosintesis en los tejidos autotréficos durante el periodo diurno.
(B) En los tejidos heterotréficos, la sacarosa transportada desde los tejidos autotréficos es utilizada principalmente para

almacenar compuestos de reserva y satisfacer las necesidades metabdlicas.
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El almidén es sintetizado dentro del cloroplasto a partir de azicares-P intermediarios,
producidos durante la asimilacién fotosintética del carbono (Figura 5-A). Un intermediario clave
que es utilizado para iniciar la sintesis de almidén en las células fotosintéticas es la Fru6P. Las
enzimas cloroplastidicas GIc6P isomerasa (EC 5.3.1.9; Fru6P<>Glc6P) y fosfoglucomutasa (EC
5.4.2.2; Glc6P<—=Glc1P) interconvierten la Fru6P, Glc6P y Glc1P, generando un “pool” de hexosas-
P que, en células vegetales, estd cercano al equilibrio. Posteriormente, la GIc1P es utilizada para la
sintesis de almidén a través de una ruta metabdlica que involucra a tres enzimas: la ADP-glucosa
(ADPGlc) pirofosforilasa (ADPGIcPPasa, EC 2.7.7.27), la almidén sintasa (EC 2.4.1.21) y la
enzima ramificante (EC 2.4.1.18) [8, 30]. Las otras vias metabdlicas en las que pueden ingresar las
triosas-P producidas durante la asimilacion fotosintética del carbono, involucran su transporte desde
el cloroplasto hacia el citosol mediante una proteina transportadora que la intercambia por Pi
(transportador de triosa-P de la membrana cloroplastidica, TTP). El TTP se encuentra
fundamentalmente en los tejidos fotosintéticos, es especifico para triosas-P y 3PGA, y no puede
transportar fosfoenolpiruvato (PEP), pentosas-P o hexosas-P [27, 31]. El intercambio de triosas-P
por Pi, mediado por el TTP, es el principal transporte de carbono en las células verdes.

Una vez en el citosol de la célula fotosintética, las triosas-P pueden ser utilizadas para la
sintesis del disacdrido sacarosa, fuente de carbono y energia transportada desde las hojas hacia los
distintos tejidos no-fotosintéticos de la planta (Figura 5-A). La sintesis de sacarosa requiere de una
serie de pasos que permiten convertir las triosas-P en GIc6P y luego en el disacdrido. En primer
lugar, el Ga3P y la DHAP son convertidos en FBP mediante la enzima FBP aldolasa (EC 4.1.2.13);
la FBP es luego hidrolizada a Fru6P mediante la enzima FBP fosfatasa citosdlica (EC 3.1.3.11) o
mediante la conversidn reversible catalizada por la fosfofructoquinasa (PFPasa, EC 2.7.1.90)
dependiente de pirofosfato inorgdnico (P.O7*, PPi). La Fru6P generada de este modo es luego
convertida a GIc6P y GIc1P por la secuencia de enzimas citosélicas hexosa-P isomerasa y fosfo-
glucomutasa. Posteriormente, la UDP-glucosa (UDPGlIc) pirofosforilasa (UDPGIcPPasa, EC
2.7.7.9) sintetiza UDPGlc a partir de Glc1P y UTP [8].

Las moléculas de UDPGIc y Fru6P generadas segin los pasos recién detallados, son los
sustratos necesarios para la sintesis de sacarosa, la cual ocurre a través de dos reacciones. En primer
lugar, la sacarosa-fosfato sintasa (SPSasa, EC 2.4.1.14) genera sacarosa-6-P (Suc6P) a partir de
UDPGlc y Fru6P; finalmente, la sacarosa se genera por hidrdlisis de la Suc6P en una reaccion
irreversible catalizada por una fosfatasa especifica (EC 3.1.3.24). La reaccidn catalizada por la
SPSasa es reversible, pero la rapida remocién por hidrélisis de la Suc6P mantiene los niveles de la
misma a concentraciones muy bajas, lo cual convierte a la reaccién de la SPSasa en practicamente

irreversible [32]. La sacarosa sintetizada durante el dia puede también almacenarse dentro de las
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vacuolas y junto al almidén acumulado transitoriamente dentro del cloroplasto permiten alimentar
toda la planta, incluso durante la noche, cuando la fotosintesis no ocurre. Pero las triosas-P
generadas durante la fijacion fotosintética del carbono no sélo se utilizan para sintetizar sacarosa y
almidon, sino que ademads una gran proporcion de las mismas es derivada al metabolismo energético
en el citosol, al ser catabolizadas por medio de la glucdlisis y el ciclo oxidativo de las pentosas-P.
Estas rutas metabdlicas sirven como fuente de intermediarios para la sintesis de aminoécidos,
proteinas, dcidos nucleicos, dcidos orgdnicos y lipidos, suministrando también los metabolitos
necesarios para la respiracion celular y sintesis de energia (ATP), y para la generacion de poder

reductor (NADPH) [8].

1.4.2 Metabolismo del carbono en células heterotrofas

En las células no-fotosintéticas la fuente de carbono proviene de la sacarosa sintetizada en los
tejidos autotrofos transportada mediante el floema. Una vez que la sacarosa ingresa a la célula puede
ser utilizada, tal como muestra el esquema de la Figura 5-B, con diferentes propdsitos: 1) almacenar
energia, como sacarosa en la vacuola o al ser convertida en almidén o fructanos; y ii) ser degradada
mediante la glucdlisis para proveer energia a través de la respiracion celular o para suplir de
esqueletos carbonados a distintas reacciones biosintéticas. El grado de particion de la sacarosa hacia
cada una de estas vias depende del tipo de tejido heterotréfico implicado y de su estadio de desarrollo
[8]. El primer paso involucrado en la degradacion de sacarosa es su ruptura quimica, para generar
sus dos componentes monosacdridos o derivados de ellos; tal como se observa en la Figura 6, donde
se esquematiza el proceso de la glucdlisis (tanto en el citosol como en los plastidos). La ruptura de
la sacarosa puede ser llevado a cabo por dos enzimas distintas: i) la invertasa (B-D-
fructofuranosidasa, EC 3.2.1.26), que la degrada a Glc y Fru; o i1) la sacarosa sintasa (SucSasa, EC
2.4.1.13), que genera Fru y UDPGIc [8, 32].

Dependiendo del camino por el cual la sacarosa es escindida, los productos son incorporados
al metabolismo celular mediante distintas enzimas. Los productos de las invertasas serdn
convertidos a FBP a través de la via glucolitica por las enzimas hexoquinasa y fosfofructoquinasa.
En cambio, en la hidrdlisis de sacarosa mediada por SucSasa, la UDPGIlcPPasa utiliza la UDPGIc y
PPi para generar UTP y GlclP. Se ha propuesto que los nucledtidos de uridina juegan un rol
importante en el control de la degradacion de sacarosa y la sintesis de almidén [8]. La actividad de
una u otra enzima puede predominar segun el tejido o el estadio de desarrollo del mismo. Se ha
informado, por ejemplo, que durante el crecimiento de semillas de leguminosas las invertasas son
las principales enzimas encargadas de degradar la sacarosa durante el primer estadio de desarrollo

donde hay una alta actividad mitética y una alta demanda energética. Finalizado el proceso de
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division celular hay una etapa de transicion luego de la cual se activa la acumulacién de compuestos
de reserva (fundamentalmente almidén); en este periodo, previo a la disecacion, se ha detectado que
la degradacion de sacarosa ocurre principalmente a través de SucSasa [33].

A pesar de las diferencias iniciales en la degradacion de sacarosa, la conversion a Glc6P es el
punto comiin en las dos vias de hidrdlisis del disacarido, metabolito que puede ser particionado entre
diferentes vias metabdlicas. Una de las alternativas para la utilizacién de la Glc6P, en determinados
periodos o etapas del desarrollo celular, involucra su transporte hacia el interior de los plastidos
(especificamente amiloplastos en tejidos de reserva) donde es destinada a la sintesis de compuestos
de reserva, principalmente almidon y 4cidos grasos en algunos casos [8]. El transporte de GIc6P al
interior de plastidos heterotréficos estd mediado por una proteina transportadora de hexosas-P
(THP), presente exclusivamente en plastidos de tejidos no-fotosintéticos. El THP intercambia Glc6P
por Pi o triosas-P y también, pero con menor afinidad, pentosas-P, PEP, 3PGA y Eri4P [27, 31]. La
otra via que puede utilizar GIc6P dentro de los plastidos es el ciclo oxidativo de las pentosas fosfato
(OPPP, de su nombre en inglés), que estd involucrada en la interconversion y re-arreglo de azicares-
P, con la generacién neta de poder reductor en forma de NADPH. Esta via puede dividirse en dos
secuencias de reacciones, una fase oxidativa que va de GIc6P a ribulosa-5-fosfato (Rul5P) con la
produccion de NADPH en la que participan, entre otras enzimas la Glc6P deshidrogenasa
(Glc6PDHasa, EC 1.1.1.49) y 6-P-gluconato deshidrogenasa (6PGDHasa, EC 1.1.1.44); y otra fase
no-oxidativa que va a convertir la Rul5P en hexosas-P y triosas-P, productos que pueden ingresar a
la via glucolitica o que pueden ser reutilizados para regenerar la Glc6P y reiniciar el ciclo [34].

La Glc6P puede ser también particionada entre vias metabolicas asociadas al citosol, pudiendo
ésta ser utilizada para generar NADPH a través del OPPP citosodlico (via metabodlica que en plantas
ocurre en forma incompleta en este compartimento intracelular), o podria ser utilizada por la via
glucolitica. Si bien aun es discutido, estudios recientes indican que en el citosol de las células
vegetales s6lo ocurriria la fase oxidativa del ciclo OPPP y el primer paso de la fase no oxidativa
[35-37]. De esta forma, se convertiria la Glc6P a Rul5P y esta dltima a Rib5P y Xul5P, productos
que serian transportados dentro de los pldstidos por una proteina transportadora especifica que las
intercambia por Pi, para continuar su ciclo [38, 39]. Alternativamente, la GIc6P puede ser convertida
en el citosol a Fru6P, compuesto que la encausa a ser catabolizada mediante la via glucolitica. La
glucdlisis, es uno de los metabolismos centrales de los hidratos de carbono, que permite obtener
energia y los precursores metabdlicos necesarios para la sintesis de aminodcidos y otros
componentes celulares, como asi también provee los compuestos necesarios para la respiracion
celular y la sintesis de proteinas [8]. En la Figura 5-B se muestra un esquema simplificado de la

particion del carbono intracelular en células no-fotosintéticas de plantas superiores.
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Figura 6: Descripcion general de la via glucolitica en plantas. En la figura se muestran los distintos pasos de la glucdlisis
tal como ocurren en tejidos no-fotosintéticos de células vegetales. Los circulos en colores indican: (®) Enzimas que
participan de la glucdlisis cldsica; (®) Enzimas que, en plantas, participan de rutas alternativas de la glucdlisis cldsica
0 en pasos previos a la via glucolitica; (®) Isoformas de enzimas que participan en la gluc6lisis de plantas dentro de los
plastidos; (@) Enzimas que utilizan productos de la glucdlisis dentro de las mitocondrias. (©) Enzimas que utilizan
productos de la glucdlisis dentro de las vacuolas. Los ntiimeros indican: (1) Hexoquinasa; (2) Fosforilasa; (3)
Fosfoglucomutasa; (4) Fosfoglucoisomerasa, (5) PFKasa; (6) Aldolasa; (7) TPlasa; (8) Ga3PDHasa dependiente de
NAD*; (9) PGKasa; (10) Fosfogliceromutasa; (11) Enolasa; (12) Piruvato quinasa; (13) Invertasa; (14) SucSasa; (15)
UDPGIcPPasa; (16) Nucledsido difosfato quinasa; (17) a- y P-amilasas; (18) PFPasa; (19) np-Ga3PDHasa; (20)
PEPasa; (21) PEPCKasa; (22) MDHasa; (23) ME dependiente de NAD™; (24) ME dependiente de NADP*; THP:
transportador de hexosas-P; TTP: transportador de triosas-P; DiT2: trasportador de malato. Las flechas indican que, a
nivel fisioldgico, las reacciones enzimaticas son: (—) irreversibles o («») reversibles. Modificada de Plaxton, 1996 [40].

Biosintéticas
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1.4.3 Vias de sintesis de los principales compuestos de reserva en plantas
1.4.3.1 Sintesis del almidon

El almidén es un polimero insoluble de residuos de Glc sintetizado en los plastidos de las
plantas superiores. En la composicion del almidén se pueden distinguir dos tipos diferentes de
polimeros de Glc unidas por enlaces o-1,4: amilosa y amilopectina (Figura 7). La amilosa es
practicamente lineal, mientras que la amilopectina se encuentra altamente ramificada con enlaces
a-1,6 localizados cada cinco o seis moléculas de Glc [41]. En las plantas, el almidén es sintetizado
en los plastidos, tanto en las células fotosintéticas (cloroplastos) como no-fotosintéticas

(amiloplastos) [30].

A Amilosa DO CH,0H CH,OH
. o . .
Snas P @)
Mm oR o 0 |-
OH OH n OH

B . Amilopectina CH,OH CH,OH
\%ﬂl] .\
s[’»lﬂw
CHZOH 6 CHZ :| CH,OH

Figura 7: Estructuras polisacdridas que conforman el almidén: (A) amilosa y (B) amilopectina.

El almidoén juega un rol fundamental durante el ciclo de vida de la planta, ya que es la forma
principal de almacenamiento de carbohidratos. En las hojas, una fraccion del carbono asimilado a
través de la fotosintesis se retiene en los cloroplastos como almidén. Este almidén es guardado de
forma transitoria y se degrada durante la noche, ya sea generando sustratos para la respiracion
celular o para la sintesis de sacarosa que luego serd exportada al resto de la planta [42]. En los
drganos no fotosintéticos (tubérculos y semillas), la sacarosa es metabolizada y, en determinados
momentos, destinada a la sintesis de almidén para ser almacenado a largo plazo en los amiloplastos
[30]. En la Figura 8 se presenta un esquema de la sintesis de almidén en los distintos tejidos de las

plantas.
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Figura 8: Via de sintesis de almid6n en plantas. Representacion de los eventos que ocurren tanto en tejidos autotréficos,
heterotréficos de dicotiledéneas como en endosperma de monocotiledéneas. Referencias: (®) Enzimas que participan
en la glucdlisis; (@) Enzimas que participan dentro de los plastidos; (®) Enzimas que participan en la via de sintesis de
almidén. Los ndmeros indican: (1) Invertasa; (2) SucSasa; (3) Hexoquinasa; (4) Fosfoglucoisomerasa, (5)
Fosfoglucomutasa; (6) Aldolasa; (7) UDPGIcPPasa; (8) ADPGIcPPasa; (9) Almidén sintasa unida a granulo, GBSS;
(10) Almidon sintasa, SS; (11) Enzima ramificante, SBE; (12) Enzima desramificante, isoamilasa, ISA; (13) Almid6n
fosforilasa plastidica. PHOI; y (14) RuBisCO. Las flechas indican que, a nivel fisiolégico, las reacciones enzimaticas
son: (—) irreversibles o («<) reversibles. La ADPGIcPPasa sintetiza ADPGlc a partir de Glc1P y ATP. En tejidos
fotosintéticos, éstos son producidos como consecuencia de la fotosintesis en los cloroplastos. En los tejidos no
fotosintéticos de plantas dicotiledéneas, las hexosas fosfato y el ATP (no mostrado) son importados del citosol a través
de transportadores especificos (THP). En endosperma en desarrollo de cereales (monocotiledéneas), la ADPGlIc es
producida principalmente en el citosol e importada al amiloplasto por un transportador de nucleétidos azicares (BT1).
La amilosa es producida por la accién de la GBSS, mientras que la sintesis de amilopectina depende de la accién
coordinada de al menos 10 genes que codifican para isoformas de SS, SBE, un tipo de ISA y para la PHO1. Modificada
de Tetlow y col, 2015 [43].

Para la sintesis de almidon (Figura 8), la GIc6P (derivada del CBCB en los tejidos
fotosintéticos, o generada a partir de la degradacién de la sacarosa en tejidos heterotroficos y/o
posteriormente transportada al interior del plastido) es convertida a GlclP mediante la
fosfoglucomutasa (EC 5.4.2.2). Luego, la ADPGlc pirofosforilasa (ADPGlcPPasa, EC 2.7.7.27)
genera ADPGlc y PPi a partir de 1a Glc1P y ATP en presencia de un catién divalente (Mg”*). Esta
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reaccion es reversible in vitro, pero el consumo de ADPGlc (debido a la sintesis del poliglucano) y
la hidrdlisis del PPi (por pirofosfatasas inorgénicas) la tornan irreversible in vivo [30]. En las algas
verdes y en las células fotosintéticas de las plantas, la ADPGIcPPasa esta especificamente localizada
en los cloroplastos [44]; mientras que en células heterotréficas de plantas superiores la localizacion
de la enzima estd discutida [30]. Trabajos de inmunolocalizacién de la ADPGIcPPasa en tejidos de
almacenamiento, tanto en células de tubérculo de papa [45] como de endosperma de maiz [46], junto
con trabajos de aislamiento de plastidos intactos de endosperma de trigo [47], embridén de guisante
[48], endosperma de maiz [49] y embriones de colza [S0], proporcionaron una buena evidencia de
que la enzima es exclusivamente plastidica. En trabajos posteriores, usando pléstidos aislados de
endosperma de maiz y cebada [51-53], se postulé la existencia de dos formas de la ADPGlcPPasa,
una plastidica y otra citosdlica (Figura 8, circulo amarillo). A partir de esto, se propuso que, en los
cereales, hay dos isoenzimas con diferente ubicacién intracelular [54]. Esto se basa en gran medida
en que las multiples formas de las subunidades pequefias y grandes que conforman a la enzima
pueden dar lugar a diferentes isoenzimas, que se localizan en diferentes compartimentos
intracelulares y poseen propiedades cinéticas y reguladoras distintivas. El problema principal de
estos estudios es la baja integridad de los amiloplastos en tales preparaciones (inferiores al 25%), lo
que da lugar a que la localizacion de la enzima fuera del plastido sea altamente especulativa [51,
53].

La ADPGIc generada es el sustrato especifico para la sintesis de amilosa y amilopectina. La
amilosa es producida por la accién de la almidén sintasa unida al granulo (GBSS, del inglés granule-
bound starch synthase, EC 2.4.1.21), mientras que la sintesis de amilopectina depende de la accion
coordinada de al menos diez genes que codifican para isoformas de almidén sintasa soluble (SS, del
inglés starch synthase), enzimas ramificantes (SBE, del inglés starch branching enzyme,
EC 2.4.1.18), un tipo de enzima desramificante (ISA, del inglés isoamylase) y la almidén fosforilasa

plastidica (PHOT1) [30, 55, 56].

Niveles de regulacion en la sintesis de almidon

La regulacién a nivel transcripcional proporciona un ajuste a medio y largo plazo del recambio
de almid6n, mientras que las modificaciones postraduccionales son la forma principal por la cual se
regula la actividad de las enzimas del metabolismo del polisacarido. Estos tltimos incluyen diversos
mecanismos alostéricos, fosforilaciéon dependiente de la formacién de complejos proteina-proteinas

y modificacion de cisteinas mediadas por reacciones del tipo redox [57].
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(I) Regulacion en la biosintesis de ADPGlc

En la sintesis de almidon, el paso clave y mds regulado ocurre a nivel de la sintesis de ADPGlc
y es asi que la reaccion catalizada por la ADPGIcPPasa se torna el paso limitante [58—61].
Estructuralmente, esta enzima estd compuesta de dos subunidades codificadas por dos genes
distintos, una pequefia o small (S) de ~50-53 kDa y una grande o large (L) de ~54-60 kDa, que
conforman una estructura cuaternaria de heterotetramero S;L, [30, 55]. Ambas subunidades son
requeridas para la actividad 6ptima de la enzima pero cumplen roles diferentes en la funcionalidad
[30, 62]. La subunidad L tendria un rol preferentemente regulatorio, mientras que la subunidad S
uno preferentemente catalitico, conservando algunas propiedades regulatorias [30, 63, 64]. Una
comparacion entre las secuencias aminoacidicas de las subunidades S y L de 1a ADPGIcPPasa de
plantas, revela un elevado grado de identidad entre las subunidades S entre si (>70%) y entre las
subunidades L entre si (> 50%), aunque el grado de identidad entre las S y las L. es menor (~40%)
[65]. La ADPGIcPPasa estd altamente regulada en hojas, semillas y tubérculos de dicotiledoneas, y
en menor medida en semillas de cereales [43]. Su regulacidn no sélo se da a nivel transcripcional,
sino que también es regulada alostéricamente por metabolitos y experimenta modificacion
postraduccional. A continuacidn, se enumeran los distintos niveles de regulacion informados para

esta enzima.
Regulacion transcripcional de la ADPGlcPPasa

Muiltiples isoenzimas de la ADPGIcPPasa estan presentes a distintos niveles en diferentes
tejidos de plantas: 1) en Arabidopsis, existe un gen para la subunidad S y cuatro genes para la
subunidad L, ii) en arroz, dos genes para la subunidad S y cuatro para la L, ii1) en tomate y papa, un
gen para subunidad S y tres genes parala L, y iv) en cebada y trigo, dos genes para la subunidad S
y dos para la L [65, 66]. La expresion de los mismos estd controlada tanto temporal como
espacialmente [67, 68], no soOlo en diferentes organos de las plantas sino también en diferentes
estadios del desarrollo de esos 6rganos [65].

Los genes de la subunidad L muestran una fuerte especificidad en su expresion, siendo
restringida su expresion a ciertos tejidos o inducidos bajo condiciones especificas. La expresion
diferencial de las subunidades en diferentes tejidos produce una enzima con distintos grados de
sensibilidad a efectores alostéricos, adaptindose a las demandas metabdlicas particulares de ese
tejido. La expresion de la ADPGIcPPasa es incrementada por azicares y disminuida por nitrato y
fosfato. Esto permite la acumulacién de almidén en respuesta al carbono y al estado nutricional y a

restricciones del ambiente [30, 67].

29



Introduccion &

Regulacion alostérica de la ADPGIlcPPasa

La regulacion alostérica de la ADPGIcPPasa fue descubierta en el afio 1966 [69] y estd
altamente caracterizada. La actividad de esta enzima estd regulada por los metabolitos clave de las
principales vias de asimilacion del carbono en los organismos, los cuales actiian como activadores
o inhibidores [70]. Los activadores representan sefiales de altos niveles de carbono y energia dentro
de la célula (ocurriendo lo contrario para los inhibidores), lo cual lleva a incrementar la sintesis del
polisacarido de reserva (o a disminuirla), cuando sus concentraciones celulares aumentan. De
acuerdo a la afinidad hacia efectores alostéricos, las ADPGIcPPasas han sido divididas en 9 clases
diferentes [30]. En numerosos estudios, la ADPGIcPPasa de plantas se ha encontrado regulada
alostéricamente por 3PGA (principal activador) y Pi (principal inhibidor). Las plantas utilizan el
CBCB para fotoasimilar el CO; atmosférico, produciendo 3PGA como primer producto
fotosintético; mientras que bajo condiciones de luz el Pi es el sustrato para la generacién del ATP a
través de la fotofosforilacion [71]. En consecuencia, las ADPGIcPPasas fotosintéticas son
tipicamente reguladas por la relacion 3PGA/P1 bajo condiciones fisioldgicas, permitiendo que la
enzima sea fuertemente activada durante el dia e inhibida durante la noche [30]. Por otro lado, las
ADPGIcPPasas de tejidos de reserva de algunos cereales exhiben propiedades regulatorias
distintivas [72, 73]. Asi, se ha informado que la ADPGIcPPasa purificada de endosperma de trigo
es insensible a la activacion por 3PGA, siendo inhibida por Pi y ADP. A su vez, la inhibicion por

estos metabolitos puede ser revertida por 3PGA y por Fru6P [73].
Regulacion por oxido-reduccion de la ADPGlcPPasa

La ADPGIcPPasa de algunos tejidos vegetales estd sujeta a regulacién por modificacion
postraduccional asociada al estado redox del entorno celular, involucrando la participacion del
sistema de tiorredoxinas. Cuando las Cys12 adyacentes de las subunidades S de la enzima de
tubérculo de papa son oxidadas para crear un puente disulfuro (-S-S-), se produce una disminucién
de la actividad catalitica. Por otra parte, el proceso de reduccién por tiorredoxinas reducidas (o DTT
in vitro) genera el aumento de la actividad de la enzima [74]. Las Cys12 estd altamente conservada
en la mayoria de las subunidades S de las ADPGIcPPasas con la excepcién de las isoformas
encontradas en monocotiledéneas [30, 43], lo que da lugar a que este mecanismo de regulacién

redox ocurra s6lo en algunas de las enzimas de plantas.
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Otros niveles de regulacion postraduccional de la ADPGlcPPasa

La modificaciéon redox de la ADPGIcPPasa también estd asociada a la regulacién de las
quinasas de proteinas SnRK (relacionadas con las SNF1 de levaduras) y la trehalosa-6-fosfato (T6P)
[75, 76]. Estudios llevados a cabo en plantas transgénicas de Arabidopsis indican que la T6P tendria
un papel importante en la promocion de la activacion redox de la ADPGIcPPasa, lo cual genera una
mayor sintesis de almidon en hojas. Ademads, en esta activacion estarian involucradas las SnRK1
[75]. La T6P se ha convertido en una importante molécula sefial que se correlaciona estrechamente
con el contenido de sacarosa en los tejidos fotosintéticos y no fotosintéticos y se piensa que regula
la actividad de SnRK1, aunque el mecanismo directo de accion en la relacion con el control de la
ADPGIcPPasa no esta claro, y puede ser que T6P y SnRK1 operen a través de vias distintas pero
superpuestas [76].

Recientemente, estudios de protedmica han permitido establecer la hipdtesis de que las
subunidades S y L de la ADPGIcPPasa podrian estar sujetas a fosforilacion in vivo [77, 78], pero no
se ha avanzado en el drea experimental para probar la validez y las consecuencias de tal proceso de
modificacién. Los fosfopéptidos encontrados para a subunidad L. no estin conservados entre
especies, mientras que los identificados para la subunidad S (el cual tiene dos Ser putativas) estan

en una regién altamente conservada [43].

(IT) Regulacion de la sintesis de amilosa y amilopectina

Las enzimas involucradas en la sintesis de amilosa y amilopectina estdn reguladas a nivel
transcripcional y postranscripcional. Se han detectado isoformas de SS y SBE en los genomas de
varias especies que van desde Ostreococcus tauri (un alga verde) [79-81] a Arabidopsis [82] y arroz
[83]. Las diferencias entre ellas incluyen la presencia de dominios de unién al almidén (que afectan
criticamente la afinidad por el sustrato y las propiedades cinéticas) [84, 85]. Se conoce que el gen
de la GBSS de hojas de batata y de Arabidopsis estd regulado a nivel transcripcional bajo control
circadiano y es modulado por los niveles de sacarosa en la hoja [86, 87]. Ademds, se encontraron
diez isoformas de almidon sintasas (ocho SS y dos GBSS) en arroz. Considerando la homologia de
secuencia, las SS se han clasificado en cinco grupos (SS I, II, II, IV y V) y, algunas de ellas (por
ejemplo, las formas I 'y II), pueden estar parcialmente asociadas con el granulo de almidén. Respecto
a las SBE, se distinguen dos clases segun la longitud de las cadenas de polisacéridos transferidas in
vitro, donde la SBE-I reubica cadenas mas grandes que la SBE-II. Ademads, las SS y las SBE son
objetivos de modificaciéon postraduccional por fosforilacién, lo que ejerce cambios en sus
propiedades cataliticas [43]. Varias lineas de investigacion sugieren que las enzimas que participan

en la biosintesis de amilopectina interaccionan fisica y funcionalmente, formando complejos

31



Introduccion &

heteroméricos. La formacién de estos complejos estd regulada por fosforilaciéon y afecta
criticamente las caracteristicas del almidén sintetizado en los diferentes plastidos [43, 88].

La accidn de todas estas isoformas de almidén sintasas, junto con la participacion de enzimas
que lo degradan (ISA, I y II), determinan la estructura final de los granulos que forman el
polisacdrido [58, 61]. Dependiendo de las cantidades relativas de amilosa y amilopectina asi como
también de otras caracteristicas estructurales, como el grado de fosforilacién del polisacérido [89],
los gréanulos de almidén varian en forma, tamafio y propiedades fisicas en los amiloplastos de

diferentes especies de plantas [90, 91].

1.4.3.2 Sintesis de lipidos

Numerosas semillas (incluyendo las especies de gran importancia agronémica como soja y
girasol) asi como algunas frutas (como aceitunas o el aguacate) acumulan lipidos, en vez de almidén,
como principal fuente de carbono [10]. Los lipidos constituyen una base conveniente para almacenar
energia bioldgica, ya que conforman estructuras relativamente compactas (y anhidras) de una de las
formas mas reducidas del carbono, cuya oxidacion genera mayor energia que para el caso de las
proteinas o los hidratos de carbono [92, 93]. De los distintos tipos de lipidos que componen una
célula, los triacilglicéridos (TAG) son los que se utilizan para ser almacenados [10]. El metabolismo
de los lipidos en plantas requiere de la cooperacion de diferentes organelas [94]. De esta forma, la
sintesis de TAG involucra principalmente a los pléastidos (para la sintesis de 4cidos grasos) y el
reticulo endoplasmatico (para ensamblar los TAG), mientras que la degradacion de los lipidos
ocurre principalmente dentro de los glioxisomas y en la mitocondria [92]. Una vez sintetizados, los
TAG se acumulan en el citosol y son almacenados (ya sea en cotiledones o en el endosperma) como
cuerpos oleosos u oleosomas. Estas estructuras, son organelas esféricas compuestas por una
monocapa de fosfolipidos que contiene a los TAG en su interior y que se encuentran estabilizadas
por la presencia de proteinas embebidas en la bicapa lipidica denominadas oleosinas [10, 92]. En la
Figura 9 se detalla el mapa metabdlico en una célula vegetal que acumula lipidos como reserva
energética.

Cada molécula de TAG esta formada por tres acidos grasos unidos covalentemente por enlace
éster a una molécula de glicerol (Gro) [95]. Los TAG son sintetizados a partir de Gro-3-fosfato
(Gro3P) y de los derivados acil-CoA de los AG, y el proceso requiere de la cooperacion de diferentes
organelas. El ensamblaje de los TAG ocurre en el reticulo endoplasmético mediante una serie de
reacciones que en su conjunto se denominan como la via de Kennedy; sin embargo, la sintesis de
novo de AG en plantas ocurre en el interior del plastido [96]. Para suplir de fuentes de carbono y

energia (ATP y NADPH) a la sintesis de los AG, las semillas metabolizan la sacarosa hasta GIc6P,
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triosas-P, PEP o malato, compuestos que pueden ingresar al pldstido y continuar su metabolismo
dentro del mismo [97]. El intermediario transportado al interior del plastido depende de la especie
vegetal considerada. Estudios de flujo metabdlico han mostrado que en Brassicaceae (Brassica
napus o Arabidopsis thaliana) la sacarosa se metaboliza en el citosol hasta PEP, el que se importa
al plastido; mientras que en plantas como el girasol el metabolismo citosdlico de la sacarosa produce
GIc6P y es este el compuesto importado al interior del plastido [92, 98]. Respecto a la produccién
de Gro, dos son los intermediarios glucoliticos utilizados como precursores para la sintesis de TAG:
la DHAP y el Pyr. La DHAP es convertida en el citosol a Gro3P por la Gro3P deshidrogenasa
(Gro3PDHasa, EC 1.1.1.94) y provee del esqueleto de Gro necesario para la sintesis de las
moléculas de TAG.
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Figura 9: Representacion esquemadtica de la sintesis de TAG en las semillas. Referencias: (®) Enzimas que participan
de la glucdlisis cldsica; (®) Enzimas que, en plantas, participan de rutas alternativas de la glucélisis clésica; (@)
Isoformas de enzimas que participan en la glucélisis de plantas dentro de los plastidos; (®) Enzimas que participan en
la via de sintesis de TAG. Los nimeros indican: (1) Hexoquinasa; (2) Fosforilasa; (3) Fosfoglucomutasa; (4)
Fosfoglucoisomerasa, (5) ATP-PFKasa; (6) Aldolasa; (7) TPIasa; (8) Piruvato quinasa; (9) PEPCKasa; (10) MDHasa;
(11) Complejo Piruvato Deshidrogenasa; (12) Acetil-CoA Carboxilasa; (13) Complejo AG elongasa; (14) ME
dependiente de NADP*; (15) Gro3PDHasa; TTP: transportador de triosas-P; THP: transportador de hexosas-P; DiT2:
transportador de malato. Las flechas indican que, a nivel fisioldgico, las reacciones enzimaticas son: (—) irreversibles
o (<) reversibles. Recopilada y modificada a partir de Plaxton, 1996 [40] y de Baud y Lepiniec, 2010 [92].
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Para la sintesis de novo de AG, el intermediario transportado al interior del plastido continua
su metabolismo mediante la glucdlisis plastidica que lo lleva a Pyr, el que luego experimenta una
oxidacién decarboxilativa llevada a cabo por el complejo de la Pyr deshidrogenasa (EC 1.2.4.1).
Esto ultimo produce COz y acetil-CoA, el precursor directo de la sintesis de AG [92, 98]. El primer
paso de la via sintética de los AG es catalizado por la acetil-CoA carboxilasa (ACC, EC 6.4.1.2),
que formard malonil-CoA a partir de acetil-CoA y bicarbonato (paso limitante de la via) [96]. El
malonil-CoA constituye el dador de carbono para cada ciclo de condensacién que alarga la cadena
creciente en dos carbonos cada vez [99]. Una vez sintetizados los AG, son transportados al reticulo
endoplasmético donde, formando los respectivos acil-derivados de la CoA, son utilizados para

ensamblar los TAG a partir del Gro3P [92].

1.5 Tejidos especializados en la acamulacion de compuestos de reserva

Entre los tejidos heterotréficos que componen una planta se encuentran las raices, los
tubérculos y las semillas; pero la sintesis y acumulacién de compuestos de reserva ocurre
especificamente en los dos dltimos. La funcién principal de los tubérculos y las semillas es asegurar
el crecimiento y desarrollo de una nueva planta para asi perpetuar la especie [100]. Un tubérculo es
una estructura modificada y engrosada del tallo o la raiz, donde se acumulan nutrientes que le
permitirdn a la planta sobrevivir a los meses de invierno o sequia, proporciondndole energia y
metabolitos para el crecimiento. Los tubérculos también actian como una forma de reproduccién
asexual. Ejemplos de plantas con raices tuberosas incluyen la papa, la yuca y la dalia [101]. La
semilla, por su parte, es una planta embrionaria contenida en una cubierta protectora, que acumula
suficiente cantidad de nutrientes para permitir el establecimiento de la nueva planta. Las semillas
son fundamentalmente medios de reproduccion, pero cumplen funciones como las de contener el
alimento necesario para que el embrion pueda desarrollarse, permitir la dispersion de la planta hacia
una nueva ubicacion, y lograr mantener la latencia de la descendencia para que sobreviva en

condiciones desfavorables [100].

1.5.1 Las semillas

Las semillas son caracteristicas de las plantas espermatofitas (gimnospermas y angiospermas)
y son el producto de un évulo maduro que, luego de la fertilizacioén y crecimiento dentro de la planta
madre, puede ser liberado al medioambiente [102]. Las semillas de cereales y leguminosas estian
compuestas por la cubierta o cuticula, el endosperma y el embridn, tejidos que interactian

fisicamente pero que son componentes genética y fisiologicamente heterogéneos [33]. La formacion
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de la semilla (iniciada con el desarrollo de las flores y la ocurrencia de la polinizacién) completa el
proceso de reproduccion en las plantas con el desarrollo del embrién a partir del cigoto y el de la
cuticula a partir de los tegumentos del 6vulo. En las semillas endospérmicas, hay dos regiones
distintas dentro de la cubierta, un endosperma superior y més grande y un embrién inferior méas
pequeiio. El embrién es el 6vulo fecundado y tiene un cotiledon u hoja en semillas
monocotiledéneas, dos cotiledones en las dicotiledoneas y dos o mds en gimnospermas. La cubierta
de la semilla que se desarrolla a partir del tejido materno que originalmente rodea al 6vulo, ayuda a

proteger el embrion de una lesion mecdnica, los depredadores y la desecacion [102].

Dentro de la semilla, por lo general existe un almacén de nutrientes para la nueva planta que
crecerd a partir del embrién. El nutriente almacenado varia dependiendo del tipo de planta, al igual
que el sitio en el cual se acumula (embrién o endosperma). Por ejemplo, en las angiospermas las
reservas se acumulan en el endosperma, el cual se deriva de la planta madre y del polen luego de la
doble fertilizacién que, por lo general, es triploide y rico en aceites o almidén y proteinas [102]. Los
azucares importados a los tejidos heterotroficos de reserva, proporcionan el carbono y la energia
para su crecimiento (division celular y expansion), diferenciacion y mantenimiento. En
determinados momentos del desarrollo el carbono se almacena como: i) mono o disacaridos en las
vacuolas, ii) en forma polimérica como el almidén en los plastidos y/o iii) en forma de aceites en
vesiculas denominadas cuerpos aceitosos presentes en el citosol celular [103]. Entre las plantas que
acumulan principalmente almidon se pueden mencionar a la papa, el trigo y el maiz; mientras que
dentro de las plantas que producen semillas oleaginosas (que acumulan principalmente TAG) se

pueden nombrar el girasol, el lino, la colza y el ricino [104].

Fases del desarrollo de las semillas y metabolismo del carbono

El desarrollo de las semillas estd genéticamente programado y comprende tres fases
denominadas proliferacion celular, transicion y maduracién/almacenamiento. Se ha demostrado que
el flujo del carbono y de la energia metabdlica no es igual en cada una de estas etapas [33]. En
particular, durante el desarrollo cada una de estas fases tiene demandas metabdlicas especificas.
Dado que este tejido es del tipo sumidero por excelencia, un aspecto importante de su desarrollo
concierne a la particiéon del metabolismo del carbono, la sefializacién dentro de la célula, el flujo de
nutrientes y la regulacion de los estados energéticos [105].

Al inicio del desarrollo, la actividad celular esta controlada por los tejidos maternos y esta
mayoritariamente comprendida por la divisién celular. Ademads, el flujo del carbono estéd destinado

principalmente a solventar la sintesis de componentes celulares y la formacién del nuevo tejido. Una
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vez desarrollado el embridn y las estructuras celulares fundamentales, el metabolismo del carbono
y la energia es destinado a la acumulacién de compuestos de reserva que permitirdn, en el futuro, la
germinacion de la semilla y el establecimiento de una nueva planta. Los cambios en el estado
energético, asi como la disponibilidad de oxigeno y de nutrientes actian como inductores de la fase
de transicién; mientras que varias sefales operan sobre la reprogramacion genética [33].

A nivel de metabolitos, algunos azicares especificos se corresponden con distintas etapas del
desarrollo. En este sentido, la Glc se correlaciona con la alta actividad mitética de las células
indiferenciadas, mientras que la sacarosa estd presente en células en maduracién con activa
expansion y acumulacion de reservas. Se ha demostrado que las invertasas, principalmente las de la
pared celular, intervienen en la iniciacién y proliferacién de nuevas estructuras sumidero, los cuales
mantienen una alta actividad mitética, degradando la sacarosa en el apoplasto e incrementando
notablemente las concentraciones de hexosas que ingresan a la célula por la membrana plasmética
a través de transportadores de monosacéridos. Sin embargo, la transicion hacia las fases de
almacenamiento y maduracién es facilitada por cambios en la relacion hexosas/sacarosa y por el
cambio en el metabolismo de la sacarosa que comienza a ser mediado por la SucSasa en lugar de
las invertasas. En particular, los aumentos en las concentraciones de sacarosa tienen una doble
funcidn, tanto en la nutriciéon como en la sefializacion, lo cual desencadena los procesos asociados
al almacenamiento de reservas. Ademads, la modificacién de los flujos metabdlicos mediados por la
sacarosa ocurre tanto a nivel transcripcional como postraduccional [33, 106]. La sacarosa promueve
la acumulacién de compuestos de reserva induciendo los genes de las enzimas SucSasa y la
ADPGlIcPPasa, como asi también, actia sobre los genes de las enzimas SPSasa y PEP carboxilasa
(PEPCasa) que son reprimidos e inducidos, respectivamente, en respuesta a sacarosa [33, 107].
Ademads, se ha informado que en tubérculos de papa la sacarosa interviene en la regulacién de
enzimas involucradas en la activacién redox, mientras que en semillas esto es desconocido [107].

Se ha informado que los niveles endégenos de oxigeno también varian notablemente en tejidos
sumideros activos, tales como tubérculo y semillas en desarrollo, y que la relacion oxigeno/energia
también se encuentra involucrada en la activacion de los procesos de maduracion de estos tejidos
[33, 106]. Tal es asi, que los resultados obtenidos en varios estudios indican que la degradacion de
sacarosa y la sintesis de almidon, se encuentran controladas por sefiales regulatorias en respuesta a
las concentraciones de sacarosa y a la disponibilidad de oxigeno. La etapa de acumulacién de
reservas tiene niveles bajos de oxigeno, con los cuales la SucSasa puede operar de manera efectiva
e inclusive reducir el grado de deplecidon de oxigeno; mientras que las invertasas tipicamente son

ineficientes en estas condiciones [33].
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Durante muchos afios los trabajos se dirigieron a tratar de determinar cudles son los
mecanismos involucrados en la maduracién de las semillas. Es asi que se pudo demostrar que los
cambios de fases durante el desarrollo del endosperma estdn controlados por una red compleja de
sefales que involucra no s6lo a los aziicares (Glc y sacarosa), sino también a la hormona acido
absicico (ABA) y a las quinasas de proteinas de la familia SnRK1 [33, 105, 107, 108]. Esta red de
sefalizacion tiene como objetivo permitir la adaptacion metabdlica de la semilla en respuesta a la
disponibilidad de diferentes fuentes de carbono, de energia y de oxigeno. En este contexto, se ha
informado que la expresion de los genes que codifican para las invertasas es inhibida por bajos
niveles de oxigeno; asi como también responden a la inhibicion por proteinas cuya expresion se
induce por hormonas tales como el ABA [33, 106]. Por el contrario, los genes que codifican para la

SucSasa son inducidos por privacién de carbono (Glc) y bajos niveles de oxigeno [106].

Rol de las quinasas de proteinas de las familias SnRK1/CDPK

Se ha informado que las quinasas de proteinas de la familia SnRK [relacionadas con las SNF1
(del inglés Sucrose Non Fermenting 1) de levaduras y AMPK de mamiferos (del inglés AMP
dependent Protein Kinase)] y las CDPK (quinasas de proteinas dependiente de Ca**-calmodulina)
juegan un rol fundamental en la particion de los hidratos de carbono y en la transicion hacia la fase
de acumulacién de reservas [33], actuando como integradoras globales del desarrollo y el
metabolismo frente a sefiales energéticas [109]. También se ha mostrado que estas quinasas de
proteina se encargan de regular postraduccionalmente por fosforilacion a diferentes actores del
metabolismo [110]. Por ejemplo, en arroz, una isoforma de CDPK es requerida para la acumulacion
de compuestos de reserva, mediante la fosforilacion de la SucSasa [111]. En semillas de haba (Vicia
faba) se demostré que al ser fosforilada la SPSasa es inactivada durante la fase de transicion,
mientras que la PEPCasa es activada al mismo tiempo [33]. Ademds, se ha demostrado que la
sobreexpresion de proteinas SnRK1 en papa genera tubérculos con mayor contenido de almidon
[112], mientras que la represion de la expresion del gen que codifica para las SnRK1 en arveja
genera un defecto en la maduracion, inhibiéndose el paso hacia la fase de acumulacién de reservas
[105].

Algunas enzimas de la glucélisis estan reguladas, en tejidos heterotréficos, por proteinas
quinasas de la familia SnRK1, tal es el caso de la piruvato quinasa [113], la np-Ga3PDHasa [114]
y la Ga3PDHasa [115]. Al presente, se desconoce si otras enzimas de la via glucolitica, o de otras
vias metabdlicas del carbono, se encuentran también reguladas por fosforilacién en las semillas.
Tampoco se conoce si el proceso de regulacion postraduccional por fosforilacion forma parte de

mecanismos de regulacion global de la particion intracelular del carbono y no se ha estudiado si la
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regulacién por fosforilacién ocurre de igual manera en semillas que acumulan el carbono bajo la
forma de distintos tipos de compuestos.

Existen varios trabajos en los cuales se ha estudiado el proteoma y transcriptoma durante la
maduracién de las semillas, pero, aunque el desarrollo estd genética y temporalmente programado,
los resultados obtenidos en estos estudios no explican completamente las diferencias en los
rendimientos de los compuestos de reserva [116]. Sin embargo, el metabolismo (consecuente al
transcriptoma y proteoma) en semillas es un area que ha sido menos estudiada y que es necesaria
explorar para comprender la regulacion de las vias metabdlicas y como influyen en los rendimientos
de los productos de reserva. A partir de esto, nos propusimos realizar estudios para disponer de
mayor informacién sobre la regulacién postraduccional de las enzimas involucradas en el
metabolismo del carbono en distintos tipos de semillas. Dentro de estos mecanismos regulatorios,
resulta particularmente relevante el estudio de 1la modificacién por fosforilacion de enzimas claves
en el metabolismo del carbono de semillas que acumulan el carbono tanto en forma de almidén
como de TAG. Los resultados obtenidos a partir de estos estudios podrian contribuir a la
comprension de los factores y mecanismos, ademds de los genéticos, que participan de la red
regulatoria que integra las sefales y que influye en la particion del carbono y la composicion de la

semilla.
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2.  Objetivo del trabajo

En el presente plan de Tesis el objetivo general busca contribuir al conocimiento de la
regulacion global del metabolismo y la particidn intracelular e intercelular del carbono en plantas,
particularmente en tejidos heterotréficos. Los objetivos se alcanzardn mediante el estudio cinético,
estructural y regulatorio de enzimas claves del metabolismo del carbono. Principalmente, se
estudiard la enzima clave del metabolismo de la sintesis de almidon. Los estudios se focalizardn en
evaluar la regulacion alostérica de la ADP-glucosa pirofosforilasa y la ocurrencia de la regulacion
postraduccional por fosforilacion de la enzima. Ademas, se estudiardn las quinasas de proteinas
involucradas en la regulacién global del metabolismo del carbono por fosforilacion en los

organismos de interés.

2.1 Objetivos especificos:

g0 Caracterizar la funcionalidad de cada una de las subunidades que conforman a las ADP-glucosa
pirofosforilasas de plantas.

> Estudio de la regulacién alostérica y la ocurrencia de la modificacién postraduccional por
fosforilacion de la ADP-glucosa pirofosforilasa.

5> Estudio del efecto de la fosforilacion (tanto in vivo como in vitro) de la ADP-glucosa
pirofosforilasa.

> Deteccion y caracterizacion de las quinasas de proteinas en distintas fases del desarrollo de
semillas de trigo y ricino.

20 Andlisis y discusion de los resultados en el contexto metabdlico y en forma comparativa.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Reactivos quimicos y materiales

Todos los reactivos utilizados fueron de la maxima calidad disponible, de grado “pro-analisis”
o similar. Los materiales y reactivos quimicos empleados en este trabajo se obtuvieron
comercialmente de las siguientes compaiiias:
e Componentes de medios bacterioldgicos: Britania, Cicarelli.
e Reactivos de biologia molecular: Promega, Invitrogen, Fermentas, Novagen, Stratagene,
Pierce, New England BioLabs.
e Materiales utilizados en la purificaciéon de proteinas y otros reactivos relacionados a
proteinas: GE Healthcare, Qiagen.
e Filtros y columnas de desalado: Sartorius, Millipore.

e Reactivos quimicos: Sigma-Aldrich, Merck, Perkin Elmer, Amersham Bioscience.

3.2 Cepas bacterianas, plasmidos, medios de cultivo y antibiéticos

3.2.1 Cepas bacterianas:
Para el clonado de los diferentes genes y la expresion recombinante de las distintas proteinas
caracterizadas en este trabajo, se emplearon las siguientes cepas bacterianas:
= Escherichia coli Topl0 F” (Invitrogen). Esta cepa fue empleada durante las etapas de
biologia molecular para generar las construcciones de expresion.
= Escherichia coli BL21 (DE3) (Novagen). Esta cepa fue empleada para la expresion

recombinante de todas las enzimas caracterizadas en este trabajo.

3.2.2 Plasmidos:

Durante el desarrollo de este trabajo se emplearon distintos pldsmidos, tanto para la
realizacion de las etapas de clonado como aquellos necesarios para las distintas estrategias de
expresion. Los mismos se detallan a continuacion:

= pET28c (Novagen). Vector de expresion para sistemas bacterianos de E. coli. La

expresion de la proteina de interés es inducida mediante la sintesis de la T7 RNA
polimerasa, cuyo gen estd presente en la célula huésped bajo el control del promotor lac.
El vector es inducible con IPTG (andlogo a la lactosa) que permite incorporar una etiqueta

de poli-histidinas (His-tag) en el extremo N-terminal de la proteina para facilitar la
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posterior purificacion de la misma. Este pldsmido confiere a la célula resistencia al
antibidtico kanamicina.
pET19TEV. Vector de expresion para sistemas bacterianos de E. coli, derivado del
pET19b (Novagen). La expresion de la proteina de interés es inducida mediante la sintesis
de la T7 RNA polimerasa, cuyo gen estd presente en la célula huésped bajo el control del
promotor lac. El vector es inducible con IPTG (andlogo a la lactosa). Permite incorporar
una etiqueta de His-tag en el extremo N-terminal de la proteina para facilitar la posterior
purificacion de la misma y, ademas, adiciona un sitio de corte para la enzima TEV entre
el His-tag y el sitio de multiple clonado, que permite retirar la etiqueta de histinas de la
proteina madura. Este plasmido confiere a la célula resistencia al antibidtico ampicilina.
Sistema de vectores Duet. Vectores de expresion disefiados para coexpresar dos 0 mas
proteinas diana en E. coli. Los vectores Duet llevan replicones compatibles y marcadores
de resistencia a los antibidticos y se pueden usar juntos en cepas del huésped apropiadas
para coexpresar hasta ocho proteinas. Estos sistemas fueron utilizados para la obtencién
de proteinas heteroméricas. En cada uno de estos vectores se pueden coexpresar de a dos
proteinas al mismo tiempo, dado que posee dos sitios de multiple clonado.

o PpETDuet: Los genes se expresan bajo la regulacion del promotor T7 y el plasmido

confiere resistencia a ampicilina.
o PpRSFDuet-1: Los genes se expresan bajo la regulaciéon del promotor T7 y el
plasmido confiere resistencia a kanamicina.
o pCDFDuet: Los genes se expresan bajo la regulacion del promotor T7 y el pldsmido

confiere resistencia a spectinomicina.

Medios de cultivo:

= Luria Bertani (LB) (Extracto de levadura, 5 g/l; triptona, 10 g/l y NaCl, 5 g/1)
= [B-agar. Medio LB suplementado con agar-agar 1,6 % (p/v)

3.2.4 Antibioticos:

= Kanamicina, concentracion final 50 pg/ml.
= Ampicilina, concentracién final 100 pg/ml.

= Spectinomicina, concentracion final 100 pg/ml.
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3.3 Métodos bioquimicos basicos:

3.3.1 Electroforesis en geles de agarosa

Las electroforesis de fragmentos de ADN fueron resueltas en geles de agarosa al 1% (p/v) en
soluciéon TAE 1X (TRIS 40 mM pH 8,0; 4cido acético 40 mM; EDTA 1 mM) con la adicién de
GelGreen 1X (Biotium). Las muestras se acondicionaron antes de su corrida con glicerol 3% (v/v)
y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v). Los fragmentos se visualizaron en un transiluminador UV a 302

nm (DyNA Light, LabNet Internacional Inc.).

3.3.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La electroforesis de proteinas en geles discontinuos de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realiz6 siguiendo la técnica descripta por Laemmli [117]. La
concentracion de acrilamida del gel de apilamiento fue de 4%, mientras que la concentracién del
gel de separacion fue variada entre 7.5% y 10% segun la masa molecular de las proteinas a analizar.
Las muestras fueron desnaturalizadas antes de su siembra mediante el agregado de buffer de siembra
SDS-PAGE 4X con reductor [SDS 1% (p/v), B-ME 100 mM, en TRIS-HCI 50 mM pH 6,8] y su
posterior calentamiento a 100 °C durante 5 min. En caso de realizar SDS-PAGE no reductor, se
omite la presencia de B-ME. Finalizada la corrida electroforética a 30 mA por gel, las proteinas en
el gel se visualizaron por tincién con Coomassie Brilliant Blue R-250 en una solucién de metanol
30% (v/v) y acido acético 10% (v/v); y su posterior decoloracion en una solucién de metanol 5%

(v/v) y écido acético 7,5% (v/v).

3.3.3 Cuantificacion del contenido proteico

Para determinar la concentracion de las proteinas totales presentes en las muestras se utiliz6
la técnica de Bradford [118], utilizando como patrén una solucién de Albimina sérica bovina (BSA,
Sigma). Las lecturas de absorbancia se realizaron a 595 nm en un espectrofotometro UV-Vis

METROLAB 325 BD.

3.3.4 Cambio de medios y concentracion de proteinas
Para cambiar el medio de las soluciones proteicas y/o para concentrar las proteinas se
emplearon dispositivos comerciales de ultrafiltracion Amicon (Millipore) de MWCO apropiado

para cada proteina y se procedié segun las indicaciones del fabricante.

3.3.5 Preparacion de antisueros
Los sueros inmunes contra las proteinas de interés fueron preparados en el Centro de

Experimentaciones Bioldgicas y Bioterio, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional
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del Litoral, Esperanza, Santa Fe, Argentina; mediante la inmunizacién de conejos con soluciones

de las proteinas purificadas acorde a lo descripto por Vaitukaitis [119].

3.3.6 Electrotransferencia seguida de inmunodeteccion

Realizada la corrida electroforética de SDS-PAGE, se efectud la electrotransferencia sobre
una membrana de nitrocelulosa (Sigma), durante 60 min a 180 mA en un equipo Mini Protean II
(Bio-Rad) en una solucién de TRIS base 0,025 M pH 8,3; glicina 0,192 M, metanol 20% (v/v).
Finalizada la electrotransferencia, la membrana se bloque6 incubdndola 1 h a 25 °C con una solucién
de TBS (TRIS-HCI 50 mM pH 8,0; NaCl 150 mM) adicionada de leche descremada en polvo al 5%
(p/v). Luego, se lavé con soluciéon de TBS 10 min a 25 °C y se incubd 1 h a 25 °C con una solucién
de TBS suplementada con leche descremada al 1% (p/v) (TBS-leche 1%) que contenia una dilucién
adecuada del anticuerpo primario preparado en conejo. Se lavé nuevamente con solucién de TBS
10 min a 25 °C, y se procedio a la incubacion de la membrana durante 1 h a 25 °C en TBS-leche
1% adicionada de una dilucion 1/10.000 del anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa (anti-
IgG totales de conejo, Sigma). Las bandas proteicas fueron visualizadas usando el método ECL y

reactivos de deteccion (Thermo Scientific).

3.3.7 Cromatografia de filtracion por geles. Determinacion de la masa molecular.
Este tipo de cromatografia se utiliz6 con fines analiticos para la determinacién de la masa
molecular de las distintas proteinas. En el equipo Akta purification (GE Healthcare) se conectd una
columna Tricorn 5/200 (GE Healthcare) cargada con resina Superdex G-200 (GE Healthcare). Las
cromatografias se realizaron a 0,2 ml/min en buffer G [HEPES 50 mM pHS8,0; NaCl 100 mM; EDTA
0,1 mM]. Se empleé el Gel Flitration Calibration Kit — High Molecular Weight (GE Healthcare)
para el calibrado de la columna. Los estdndares del kit fueron: tiroglobulina (669 kDa), ferritina
(440 kDa), aldolasa (158 kDa), conlabtimina (75 kDa) y ovoalbimina (44 kDa). El volumen muerto
de la columna se determiné empleando una soluciéon de Azul de Dextrano (Promega). Las masas
moleculares se determinaron por interpolacion de la curva semi-logaritmica, donde se grafica el log
de la masa molecular de los marcadores comerciales del kir versus el Kay. Este tltimo se obtiene a
partir de la siguiente ecuacion: Kay= (Ve-Vo)/(Vc-Vo); donde Ve es el volumen de elusién, Vo es

el volumen muerto y Vc es el volumen de la columna.

3.4 Metodologia utilizada en biologia molecular

3.4.1 Minipreparacion de ADN plasmidico
Para la extraccion de ADN plasmidico a partir de células transformadas de E. coli, los clones

de interés se repicaron en 3 ml de medio LB liquido suplementado con el antibiético correspondiente
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y se cultivaron toda la noche a 37 °C. Las células se cosecharon por centrifugacién a 3000 x g
durante 10 min y se extrajo el ADN plasmidico utilizando el kit comercial Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega), siguiendo el protocolo establecido en el mismo.

La obtencién del plasmido se corroboré por electroforesis en geles de agarosa.

3.4.2 Secuenciacion de ADN

Los plasmidos que contenian los genes de interés se enviaron a secuenciar para corroborar
que la secuencia del gen sea la correcta. Para esto una alicuota de una miniprepracion de ADN
plasmidico, de una concentracion aproximada de 100 pg/ul se envié a la empresa Macrogen (Corea)
para ser secuenciada de forma automatizada utilizando oligonucleétidos especificos que hibridan en

alguna region del plasmido cercana al sitio de insercién del gen o sobre el propio gen.

3.4.3 Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Para realizar el subclonado de los genes, los mismos se liberaron a partir del vector de clonado
con las enzimas de restriccién que permitieran su incorporacién de manera adecuada en el vector de
expresion seleccionado, previamente digerido con las mismas enzimas de restricciéon. Ademas, el
andlisis de restriccion es util para confirmar la presencia del gen de interés en el vector en estudio.
Las reacciones de digestion comunmente contenian: 1 a 2 ug de ADN plasmidico, el buffer de
reaccion correspondiente que provee el fabricante y de 10 a 20 U de la enzima de restriccién. Esta
mezcla se incub6 durante 3 h a 37 °C. Las digestiones se analizaron mediante electroforesis en gel
de agarosa y en el caso de utilizarse para subclonado el inserto liberado se purifico a partir del gel

como se indica en la Tabla 1.

3.4.4 Precipitacion de ADN

La precipitacién de ADN se utiliza para eliminar todos los componentes no deseados de la
mezcla de reaccion luego de, por ejemplo, una digestion con enzimas de restriccion. En este caso se
utilizé como paso intermedio de la digestion sucesiva con distintas enzimas de restriccion, o en la
purificacion final de los vectores de expresion digeridos con el objeto de subclonar los genes de
interés. Para precipitar una solucion de ADN se agregaron dos volimenes de etanol (absoluto) y 0,1
volumenes de acetato de sodio 3 M. La mezcla se incub6 a 4 °C toda la noche. Posteriormente, se
centrifugé la mezcla de precipitacidon a 15.000 x g durante 15 min a 4 °C, se elimind el sobrenadante,
el precipitado de ADN se lavo con etanol 70% (v/v), se dejaron evaporar los restos de etanol 15 min

a 25 °Cy, por ultimo, se resuspendioé el ADN en H>O» Milli-Q esterilizada por calor y presion.
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3.4.5 Ligacion de fragmentos de ADN

Para ligar el gen de interés y el vector de expresion correspondiente, ambos digeridos con las
mismas enzimas de restriccion, se utilizé la enzima T4 ADN ligasa (Promega). La mezcla de
reaccion contenia tipicamente una relacién molar 3:1 de inserto:vector, que se incubd 5 min a 60 °C
y luego se enfrié rdpidamente en hielo. Posteriormente, se agregd a ese mismo tubo una cantidad
adecuada de buffer de reaccion 10 X que provee el fabricante y 2 U de T4 ADN ligasa. La mezcla
final se incub6 durante 16 h a 16 °C. Para obtener los clones de expresion, con la mezcla de ligacion
se transformaron células competentes de E. coli ToplOF~, se seleccionaron los clones que poseian
el inserto por andlisis de restriccion y con los clones seleccionados se transformaron las células de

E. coli escogidas para la expresion de la proteina recombinante.

3.4.6 Transformacion de células de E. coli competentes

Para permitir la incorporacién de ADN plasmidico exd6geno, las células de E. coli se hicieron
competentes utilizando el método de CaCl,. Los pasos seguidos se indican a continuacién. Un
cultivo crecido durante toda la noche en medio LB se diluy6é 1/50 en medio de cultivo fresco y se
creci6 a 37 °C hasta una DOgo~0,4; se tomaron alicuotas de 1 ml en tubos eppendorf de 1,5 ml, se
centrifugaron a 5.000 x g por 5 min y las células se resuspendieron en 500 pl de solucién ST1
[MOPS-NaOH pH 7,0 100 mM; KCI 10 mM]. Se volvié a centrifugar como anteriormente, para
luego resuspender las células en 500 pl de soluciéon ST2 [MOPS-NaOH pH 6,5 100 mM; KCI 10
mM; CaCl; 100 mM] e incubarlas durante 15 min en hielo. Las células se centrifugaron nuevamente
a 5.000 x g por 5 min y se resuspendieron en 100 ul de ST2. A las células competentes se les
agregaron entre 2-5 pl de pldsmido o de mezcla de ligacién y se incubaron en hielo durante 60 min.
Se realiz6 un choque térmico a 42 °C durante 40 s y luego se recuperaron las células adicionando 1
ml de medio LB-glucosa e incubando durante 60 min a 37 °C. Por ultimo, las células se volvieron
a centrifugar a 4.600 x g durante 5 min, se elimin6 el ml de medio adicionado, se resuspendieron en
los 100 ul remanentes y se sembraron en placas de LB-agar suplementado con el/los antibidticos
correspondientes para permitir la seleccion de las células transformadas. Las placas se incubaron

toda la noche a 37 °C y se seleccionaron clones para continuar con el analisis.

3.4.7 Analisis de las transformaciones

Se realizaron cultivos en medio LB liquido de colonias de E. coli transformantes manteniendo
la condicién de seleccion, a partir de éstas se obtuvieron los ADN plasmidicos, se verifico la
presencia del gen insertado mediante el uso de enzimas de restriccién y posteriormente se procedid

a la secuenciacion de las construcciones plasmidicas, realizada en el laboratorio Macrogen Inc
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(Seoul, Korea), utilizando como cebadores secuencias de nucledtidos especificas del plasmido

utilizado.

3.4.8 Creacion de un banco de células

Con el objetivo de normalizar las condiciones de cultivos y expresion de los distintos clones,
se construyd un banco central de células para cada cepa de expresion. Las reservas de células se
prepararon a partir del cultivo de una tnica colonia de cada clon de expresién y se almacenaron a -

80°C en LB suplementado con glicerol 20% (v/v).

3.4.9 Clonado molecular de las proteinas recombinantes

Los genes que forman las dos subunidades de la ADPGIcPPasa de endosperma de trigo
(TaeADPGIcPPasa) se sintetizaron a partir de su secuencia de aminoacidos (UniProt P12299 y
UniProt P30523, para TaelL y TaeS, respectivamente) entre los sitios de restriccion Ndel y Sacl. El
uso de codones nucleotidicos se optimiz6 para su expresion en E. coli. Los genes de las subunidades
TaeS y TaeL se subclonaron en vectores pET28c.

Para los ensayos de fosforilacion, cada gen se subcloné desde plasmido pET28¢ en el vector
pETI19TEV usando los sitios Ndel y Xhol (corriente abajo del sitio Sacl en el sitio de multiple
clonado del vector pET28c). El pET19TEV es un vector modificado que contiene codones que
codifican para un sitio diana de la proteasa TEV entre el His-tag y el sitio de miiltiple clonado. Las
construcciones pET19TEV/TaelL y pET19TEV/TaeS sobreexpresan individualmente la proteina
diana con un His-tag en el N-terminal. Para la co-expresiéon de ambas subunidades, se subclond
TaeS del plasmido pET28c en el vector pCDFDuet usando sitios Ndel y Xhol. Al combinar las
construcciones pCDFDuet/TaeS y pET28c/TaeL., obtuvimos la Tae ADPGIlcPPasa (Tael/TaeS, con
un His-tag solo en la subunidad L) caracterizada en los ensayos de fosforilacion in vitro de este
trabajo.

Para la caracterizacion cinética y la construccion de hibridos, los genes de la subunidad TaeS
y Tael, asi como los genes que codifican para las subunidades S y L de la ADPGIcPPasa de
tubérculo de papa [62], se subclonaron usando sitios de restriccion Ndel y Sacl en los vectores
pET28c, lo que genera proteinas con un His-tag N-terminal que se sobreexpresan de manera
individual. Ademads, todos los genes que codifican las diferentes subunidades S y L se subclonaron
desde plasmido pET28c en el vector pCDFDuet usando los sitios Ndel y Xhol. Esta construccion
sobreexpresa la proteina diana, pero sin una etiqueta. Al combinar las construcciones pCDFDuet y
pET28c, obtuvimos las diferentes versiones de la ADPGIcPPasa caracterizadas cinéticamente en
este trabajo, con un His-tag en una sola subunidad del heterotetrdmero. Aunque obtuvimos el

conjunto completo de combinaciones, aqui s6lo informamos los datos cinéticos y regulatorios de
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aquellas versiones S/L heteroméricas donde el His-tag estaba en la subunidad L (usando pET28c) y
con la subunidad S sin etiquetada (usando pCDFDuet).

Ademds, para los ensayos de fosforilacion se utilizaron quinasas de plantas también
expresadas de manera recombinante. El gen de la subunidad catalitica a de 1a SnRK1 de Arabidopsis
thaliana, AthSnRK1al, se obtuvo de fuente y luego se le realizé la mutacion S198D (que se requiere
para su actividad) mediante quickchange mutagenesis. Se subcloné en el vector pETDuet para su
sobreexprecion individual con un His-tag en su N-terminal. El gen de la quinasa SOS2 de Malus
domestica, MdoSOS2, se sintetizo a partir de su secuencia aminoacidica y se utilizaron codones
nucleotidicos optimizados para su expresion en E. coli. Se le introdujo la mutacion T168D mediante
quickchange mutagenesis (la cual se requiere para su actividad) y se subclon6 en el vector pET28b
para sobreexpresar individualmente la quinasa con un His-tag en el N-terminal. Para la expresion
de la quinasa CDPK1 de Solanum tuberosum, StuCDPKI1, se utilizé la construccion
pET22%/StuCDPK1 para sobreexpresar individualmente la proteina con un His-tag en su N-
terminal [120, 121]. Todas las secuencias fueron confirmadas por la Universidad de Chicago DNA
Sequencing Facility (Chicago, IL, Estados Unidos).

En las Tablas 1 y 2 se resumen todas las construcciones que permitieron expresar las proteinas
recombinantes utilizadas en esta tesis, tanto de las ADPGIcPPasas como de las quinasas de plantas,

respectivamente.

Tabla 1: Construcciones de expresion de las proteinas recombinantes de las ADPGIcPPasas

Sitios en Sitios en Versién
Construcciéon Obser-

Gen Vector inicial vector Vector final vector recom-
final vacién

inicial final binante
TaeS | Sintetizado de novo | Ndel/Sacl pET28c Ndel/Sacl pET28c/TaeS TaeS His-tag
Tael. | Sintetizado de novo | Ndel/Sacl pET28c Ndel/Sacl PET28c/TaeS TaeLL His-tag
TaeS pET28c/TaeS Ndel/Sacl pCDFDuet Ndel/Xhol | pCDFDuet/TaeS TaeS Sin tag
TaeS pET28c/TaeS Ndel/Sacl pET19TEV Ndel/Xhol | pET19TEV/TaeS TaeS His-tag
Tael pET28c/TaeL Ndel/Sacl pETI9TEV Ndel/Xhol | pETI19TEV/TaeL TaeL. His-tag
StuS pML10/StuS Ndel/Sacl pET28c Ndel/Sacl pET28c/StuS StuS His-tag
StuLl pMON17336/Stul. | Ndel/Sacl pET28c Ndel/Sacl pET28¢/StulL StulL His-tag
StuS PET28c/StuS Ndel/Sacl pCDFDuet Ndel/Xhol . pCDFDuet/StuS StuS Sin tag

Tabla 2: Construcciones de expresion de las quinasas recombinantes de plantas.
Versiéon

Gen Vector inicial Vector Construccion recom- Observacion

binante

AthSnRKI1al Extraido de fuente pETDuet | pETDuet/ArhSnRK1al SnRKI1al His-tag y mutacién S198D
MdoSOS2 Sintetizado de novo pET28b pET28b/MdoSOS2 SOS2 His-tag y mutacién T168D
StuCDPK1 Extraido de fuente pET22® pET22%/StuCDPK CDPK1 His-tag
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3.4.10 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes

Para expresar las proteinas recombinantes, se transformaron células de E. coli BL21 (DE3),
Codon Plus o Shuffle, con las construcciones correspondientes utilizando el método de
transformacion por CaCl,.

Para obtener las versiones recombinantes de TaeS, Tael. y TaeS/Tael., utilizadas para los
ensayos de fosforilacion, células de BL21(DE3) fueron transformadas con las construcciones
[PET19TEV/TaeS], [pETI19TEV/Tael.l] 'y cotransformadas con [pCDFDuet/TaeS +
pET19TEV/Tael ], respectivamente. Para obtener las versiones recombinantes utilizadas para los
ensayos de caracterizacion cinética y regulatoria, células de BL21(DE3) fueron transformadas con
las construcciones [pET28c/TaeS], [pET28c/Tael ], [pET28c/StuS], [pET28c/Stul] para obtener las
subunidades de TaeS, Tael, StuS 'y Stul, respectivamente; y co-transformadas con
[pPCDFDuet/TaeS + pET28c/Tael], [pCDFDuet/StuS + pET28c/Stul], [pCDFDuet/TaeS +
pET28c/Stul.] y [pCDFDuet/StuS + pET28c/Tael ], para obtener los heterotetrdmeros TaeS/Tael,
StuS/Stul.; y las combinaciones hibridas TaeS/StulL y StuS/Tael., respectivamente. La quinasa
AthSnRK1al recombinante fue obtenida a partir de células de E. coli BL21 Shuffle transformadas
con [pETDuet/AthSnRK1al]; la quinasa MdoSOS2 fue obtenida a partir de células de E. coli BL21
Codon Plus transformadas con [pET28b/MdoSOS2] and la quinasa StuCDPK fue obtenida a partir
de células de E. coli BL21 Shuffle transformdas con [pET22%/StuCDPK1]. Las células
transformadas fueron crecidas en 11 de medio LB suplementado con una cantidad apropiada de
antibiético (100 pg/ml ampicilina para pET19TEV, pET22® y pETDuet; 50 ug/ml kanamicina para
pET28b y 100 pug/ml spectinomicina para pCDFDuet) a 37 °C y bajo agitacién a 200 rpm hasta que
la ODesoonm alcance ~1.2. Las células fueron inducidas con 0,5 mM isopropil-B-D-1-
tiogalactopiranosido (IPTG) a 25 °C y 180 rpm durante 16 h. Luego de la induccidn, las células
fueron cosechadas por centrifugacién durante 10 min a 4 °C y 5.000 x g y se conservaron a -20 °C
hasta su uso.

Debido a que las proteinas recombinantes se expresaron como proteinas de fusion a un His-
tag en el extremo N-terminal de las mismas y que para el caso de co-expresiones heteroteraméricas,
una de las dos proteinas no poseia esta etiqueta (Tabla 1), la purificacién de las mismas se realizé
por cromatografia de afinidad por metal inmovilizado con Ni** (IMAC). En cada caso, las células
se resuspendieron en una cantidad adecuada de buffer de equilibrado (buffer A) [TRIS-HCI 25 mM
pH 8,0; NaCl 300 mM; Imidazol 10 mM] y se rompieron por sonicado con un procesador ultrasénico
de alta intensidad VibraCellTM VCX 130 (Sonics). La suspension resultante se centrifugd a
10.000 x g durante 15 min a 4 °C para separar la fraccion soluble de los detritos celulares y el resto

de los componentes insolubles. La fraccién soluble se sembré en una columna de 1 ml His-TRAP
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(GE Healthcare) previamente equilibrada con buffer A. Finalizada la siembra, la columna se lavé
con buffer A y luego para la elucion de las proteinas retenidas se realizaron lavados con
concentraciones crecientes de imidazol (30, 70, y 300 mM) en buffer A. A las fracciones que
contenian la proteina con mayor grado de pureza se las concentr6 y cambid el buffer para su
conservacion [MOPS pH 8 50 mM, MgCl, 5 mM, sacarosa 10% p/v]. Se fraccionaron pequeiias
alicuotas y se conservaron a -80 °C. Las proteinas asi conservadas mantuvieron su actividad

bioldgica al menos durante 1 afio.

3.4.11 Tratamiento con proteasa TEV y pospurificacién IDA-Ni**

Para retirar la etiqueta His-tag de las proteinas expresadas a partir del vector pET19TEV, 400
pg de proteina purificada fueron incubados con 4 pug de la proteasa TEV (expresada y purificada en
nuestro grupo de trabajo), en un volumen final de 1 ml de buffer [TRIS-HCI 25 mM pH 8,0; NaCl
300 mM; Imidazol 10 mM; DTT 1 mM]. La mezcla se incubd overnight a 4 °C en agitacion.
Posteriormente se le adicion6 100 pl de resina IDA-Ni%*, se incubé durante 1 h a 4 °C en agitacion
y se retird el sobrenadante. Esta fraccion se concentré a 500 ul finales y se conservo a -80 °C. Para
corroborar que el corte y que incluso la pospurificacién fue efectiva, cada una de las fracciones

fueron corridas electroforéticamente mediante SDS-PAGE con reductor.

3.5 Metodologia de analisis enzimatico

3.5.1 Medida de la actividad de la ADPGIcPPasa
La reaccién catalizada por la ADPGIcPPasa es reversible y dependiente del metal Mg?*:
Glcl1P + ATP <> ADPGIc + PPi
La determinacion de la actividad enzimatica para la ADPGIcPPasa se realiz6 en el sentido de
sintesis de ADPGlc, empleando los métodos que se detallan a continuacién. En todos los casos, una
unidad (U) de actividad enzimadtica es definida como la cantidad de enzima que cataliza la sintesis

de 1 umol de producto por min, en las condiciones especificadas.

3.5.1.1 Método colorimétrico.

Este método fue desarrollado en nuestro laboratorio [122]. El método se basa en la
cuantificacion de Pi mediante una reaccion de color con el complejo de Verde de Malaquita-
molibdato de amonio. El Pi medido es generado a expensas de la reaccion acoplada de la hidrélisis
enzimatica de PPi, producto de la reaccién de sintesis de NDPGlc [122]. Las reacciones acopladas
del método son:

I- GIclIP + NTP « NDPGlc + PPi
II- PPi + HoO — 2 Pi
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La medida de actividad se realiz6 a 37 °C en un volumen final de 50 ul, donde la mezcla de
reaccion estdndar contiene: MOPS 100 mM pH 8, MgCl, 10 mM, BSA 0,2 mg/ml, 0,5 U/ml de
pirofosfatasa inorganica de levadura (pirofosfato:fosfohidrolasa, EC 3.6.1.1, obtenida en nuestro
laboratorio [123]), ATP y la muestra en una dilucion adecuada. El ensayo se inici con el agregado
de GIc1P y se realiz6 durante el tiempo necesario para obtener una sefial adecuada, usualmente 10
min, sin alcanzar el consumo de sustratos mayor al 5%. La reaccion se detuvo con la adicién de 375
ul del reactivo de color, seguido del agregado de 50 ul de citrato de sodio 34% (p/v). Una alicuota
de 250 ul de esta mezcla se dispenso en policubetas de ELISA y se determind la absorbancia a 630
nm en un lector de ELISA Microplate photometer Multiskan Ascent (Thermo Scientific).
Paralelamente a la determinacion, se establecié una curva de calibrado con testigos de PPi y se
obtuvo el factor de conversion de DO a nmoles. El reactivo de color se prepar6 mezclando 3
volimenes de Verde de Malaquita (Sigma) al 0,045% (p/v) y 1 volumen de molibdato de amonio
4,2% (p/v) en HCl 5 N. Luego de homogenizar durante 30 min y filtrar, a 5 ml de la solucién
obtenida se le adicionaron 100 ul de Tween 20 al 2% (v/v).

3.5.1.2 Método radioquimico

La sintesis de ADP-['*C]GIc a partir de ['*C]Glc1P y ATP fue medida de acuerdo al protocolo
previamente establecido [124]. Este método se basa en acoplar la reaccién de la glucégeno sintasa
de E. coli a la reaccion de la ADPGIcPPasa en estudio. De este modo, se puede cuantificar la
radiactividad incorporada al glucégeno a expensas de la ADP-['*C]Glc. Posteriormente, el
glucégeno puede separarse de la mezcla de reaccidn por precipitacion selectiva. La reaccion se
realizé en un volumen de 200 ul, con una mezcla compuesta por buffer MOPS 50 mM pH 8,0;
MgCl, 10 mM; [*C]Glc1P 1 mM (800 a 1.000 cpm/nmol), ATP 2 mM; pirofosfatasa inorgdnica 0,5
U/ml y BSA 0,2 mg/ml, ademas del agregado de una dilucion adecuada de la ADPGlcPPasa en
estudio. Luego de 10 min de reaccién a 37 °C se detuvo la reaccion por calentamiento en un bafio
de agua hirviendo durante 1 min. A continuacion, se agregaron 100 ul de una solucién conteniendo
0,5 mg de glucégeno de higado de conejo (Tipo IX, Sigma), buffer MOPS 50 mM pH 8,0y 0,1 U
de glucégeno sintasa de E. coli, y se incub6 a 37 °C durante 1 h. El [**C]glucégeno formado se
precipité mediante el agregado de 100 ul de una solucién de glucégeno de ostra (Tipo III, Sigma)
10 mg/ml como agente de arrastre, seguido de 2 ml de una soluciéon de KCI1 1% (p/v) en metanol
75% (v/v). La mezcla se incuba en hielo por 5 min para favorecer la precipitacion del polisacarido
y se centrifuga a 1.000 x g durante 3 min. Se descarta el sobrenadante y el glucégeno precipitado se
redisuelve en 200 ul de agua y se vuelve a precipitar, de igual manera que en el paso anterior. Al

ultimo precipitado se lo lava con una mezcla de soluciéon KCI1 1% (p/v) en metanol 75% (v/v), se lo
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redisuelve con 1 ml de agua y se mide la radioactividad de una alicuota (500 ul), acondicionada
convenientemente con coctel de centelleo para soluciones liquidas OptiPhase "HISAFE” 3
(PERKIN-Elmer). La radioactividad de las muestras se midié en un contador de centelleo
WinSpectral-1414 (PERKIN-Elmer™). La relacién nmol/cpm se realizé midiendo testigos de
concentraciones establecidas de ['*C]GIc1P y a partir de la radioactividad especifica de la solucién

utilizada como sustrato se calculan los nmoles de ADP-['*C]Glc producidos en la reaccién.

3.5.1.3 Método cinético con enzimas acopladas
Las reacciones acopladas del método son:
I- Glc1P + ADP < ADPGIc + PPi
II- ADPGIc + Glucégenon) — ADP + Glucégenoms 1)
III-  ADP + PEP — Piruvato + ATP
IV-  Piruvato + NADH + H* — Lactato + NAD*

Este método consiste en acoplar 3 enzimas a la reaccion catalizada por la ADGIlcPPasa
(reaccion I). Basicamente, la glucogeno sintasa (reaccion II) utiliza el ADPGlc, generado por la
ADPGIcPPasa, adicionando Glc a una cadena creciente de glucégeno y liberando ADP. Este
nuecledtido di-fosfato es utilizado por una segunda enzima, la piruvato quinasa (reaccion III), que
en presencia de PEP genera ATP y piruvato. Este tltimo es utilizado por la lactato deshidrogenasa
(reaccion IV) que genera lactato a expensas de NADH, produciendo NAD™. El consumo de NADH
es detectado espectrofotométricamente a 340 nm. La medida de actividad se realiz6 a 37 °C en un
volumen final de 50 pl, donde la mezcla de reaccién estandar contiene: MOPS 100 mM pH 8; MgCl»
10 mM; BSA 0,2 mg/ml, 0,3 mM de PEP, 0,3 mM de NADH, 1 mg/ml de glucégeno de higado de
conejo (Tipo IX, Sigma), 0,8 mU/ml de glucdgeno sintasa (GlgA) de E. coli, 0,15 U/ul de piruvato
quinasa, 0,02 U/ul de lactato deshidrogenasa, ATP y la muestra en una dilucion adecuada. El ensayo
se inici6 con el agregado de GIc1P y se siguid la lectura a 340 nm en espectrofotémetro ELISA
Microplate photometer Multiskan Ascent (Thermo Scientific) durante 10 min, sin alcanzar el
consumo de sustratos mayor al 5%. A partir de la pendiente del cambio de absorbancia en el tiempo

se obtuvieron los umoles de producto obtenido.

3.5.2 Determinacion de los parametros cinéticos

Para determinar los pardmetros cinéticos Vmax y So,5 (siendo este ultimo la concentracion de
sustrato que produce el 50% de la velocidad maxima, Vimax) de las enzimas en estudio se realizaron
curvas de saturacion de actividad enzimadtica en presencia de una concentracion fija de uno de los
sustratos y concentraciones variables del sustrato analizado. Para determinar las constantes

cinéticas, Aos e los (concentracion de efector que produce el 50% de la maxima activacién o

52



Materiales y Métodos &f

inhibicién, respectivamente), se ensayaron distintas concentraciones de efectores en condiciones
saturantes para los sustratos. Los datos cinéticos obtenidos se graficaron como velocidad inicial en
U/mg, versus la concentracion del sustrato variable en mM. Los pardmetros cinéticos fueron
calculados mediante ajuste por regresion no lineal utilizando la ecuacion de Hill y el programa
informdtico OriginTM 7.0. Los valores obtenidos implican un promedio de un minimo de tres
determinaciones independientes que fueran reproducibles dentro de un marco de variacién de +10%.

Se evalud la relacion Vimax/Sos que es una medida andloga a Vimax/Km en cinéticas hiperbdlicas
y que, a su vez, determina la eficiencia catalitica de la enzima que es definida como kca/ Km [125,

126].

3.5.3 Metodologia utilizada en ensayos de éxido-reduccion

Los ensayos de oxidacidn-reduccién tienen como finalidad evaluar el efecto de compuestos
oxidantes y reductores sobre la actividad de las enzimas, para inferir, de esta forma, su posible
regulacion postraduccional in vivo por mecanismos redox. Para evaluar el efecto de agentes oxidante
o reductores sobre la actividad de la enzima, se pre-incubd una alicuota de enzima en presencia de
un compuesto oxidante como la diamida o de un compuesto reductor como el ditiotreitol (DTT). El
medio de reaccidn utilizado tenia una concentracion de 0,05 mM de enzima, una concentracién
adecuada de agente redox (de 0 hasta 200 veces mas) y buffer MOPS 100 mM pH 8,0. Luego de 15
min de pre-incubacion a 25 °C se tom6 una alicuota de la mezcla, se diluy6 apropiadamente con el
mismo buffer de reaccién pero sin agente redox y se midi6 la actividad remanente de la enzima en

sentido de sintesis de ADPGIc tal como se indica en la seccion 3.5.1.1.

3.5.4 Ensayos de estabilidad térmica

La estabilidad frente al aumento de temperatura de las proteinas recombinantes purificadas se
midié colocando una dilucién adecuada de las mismas para dar la misma concentracion final de
proteina (~2 mg / ml). Luego, 50 ul de cada proteina se colocaron en cinco tubos de microcentrifuga
y luego se incubaron a 4, 25, 37, 42 y 55 °C durante 5 min. Luego de este tiempo, las muestras se
colocaron inmediatamente en hielo durante 2 min, se centrifugaron a 20.000 x g durante 15 min a
4 °Cy el sobrenadante se diluy6 con buffer adecuado [SO0 mM de MOPS pH 8,0; 5 mM de MgClo,
0,1 mM de EDTA; 0,5 mg/ml de BSA]. La actividad se determind por duplicado tal como se detalla
en la seccién 3.5.1.1.

Para el caso de la evaluacion de la estabilidad térmica en presencia de efectores, se realiz6 la
incubacion a 4y 50 °C durante 5 min, de las muestras de proteinas a la misma concentracion
anteriormente indicada, pero en presencia de 5 mM de cada uno de los efectores evaluados. Luego

de este tiempo, las muestras se colocaron inmediatamente en hielo durante 2 min, se centrifugaron
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a 20.000 x g durante 15 min a 4 °C y el sobrenadante se diluy6é con buffer adecuado [50 mM de
MOPS pH 8,0; 5 mM de MgCl,, 0,1 mM de EDTA; 0,5 mg/ml de BSA]. La actividad se determin6

por duplicado tal como se detalla en la seccién 3.5.1.3.

3.6 Metodologia utilizada para el procesamiento de muestras

3.6.1 Material vegetal

Las plantas de trigo (Triticum aestivum) fueron cultivadas en el campo experimental de la
Facultad de Ciencias Agrarias (Universidad Nacional del Litoral, Esperanza, Santa Fe) desde el 11
de octubre hasta el 4 de noviembre de 2013 y 2016. La fecha de la antesis se registr6 cuando la
primera antera aparece por encima de las glumas en a regién central de la espiga. Las muestras
fueron recolectadas a los 3, 6, 10, 14, 17 y 27 dias posteriores a la antesis (DPA). Luego de la
recoleccion, las espigas fueron congeladas inmediatamente en nitrogeno liquido. Las muestras de
semillas consistieron en los granos recolectados de la region central de 120 espigas para cada uno
de los DPA, los cuales fueron almacenados a -80°C hasta su posterior utilizacion.

Las semillas de ricino (Ricinus communis) se recolectaron en el predio del Campus
Universitario de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas (Universidad Nacional del Litoral,
Santa Fe, Argentina) en 2013 y 2016, y se cosecharon en varias etapas de desarrollo como se
describié anteriormente [127]. Las semillas recolectadas se diseccionaron de la cdpsula y se
separaron en 6 grupos definidos por su etapa en el desarrollo como 5, 10, 20, 25, 35 y 50 dias
posteriores a la polinizacién (DPP); y fueron almacenadas a -80°C hasta su utilizacién.

En ambos casos, se utilizaron semillas no congeladas para determinaciones de peso fresco,
almidon y triacilglicerol (TAG). Las determinaciones se realizaron para las dos cosechas y los

valores representados corresponden al promedio de las dos réplicas bioldgicas.

3.6.2 Extraccion de proteinas totales a partir de extractos crudos

Para la obtencién de los extractos de proteinas totales de endosperma, 200 mg de semillas de
trigo inmaduras separadas del tegumento (conservados a -80 °C) se trituraron en un mortero con
nitrégeno liquido hasta obtener un polvo muy fino. Luego se adicion6 200 ul de buffer de extraccion
de quinasas [MOPS 50 mM pH 7,5; EDTA 1 mM, EGTA 1 mM; NaF 20 mM; Tritén X-100 0,1%
(v/v); glicerol 20% (v/v); MgCI2 5 mM; DTT 1 mM; PEG-8000 4% (p/v); PMSF 2 mM; poli(vinil-
polipirrolidona) 1% (p/v)] [128] al que también se le adicioné inhibidores de proteasas [Acido
aminocaproico 2 mM; benzamidina 1 mM; Na;MoO4 1 mM; Na;VOs 1 mM y Protease Inhibitor
Cocktail Set III 1X (Merck)]. Se incub6 por 10 min en hielo y se centrifugd durante 15 min a

16.000 x g a4 °C. Se recuper? el sobrenadante y el mismo se conservé a -80 °C hasta su utilizacion.
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3.6.3 Extraccion desnaturalizante de proteinas totales

Para la obtencién de los extractos de endosperma en condiciones desnaturalizantes, 20 mg de
semillas de trigo inmaduras separadas del tegumento (conservados a -80°C) se trituraron en un
mortero con nitrégeno liquido hasta obtener un polvo muy fino. Luego se adicion6 200 ul de buffer
de siembra para SDS-PAGE 4X [SDS 1% (p/v), B-ME 100 mM, en TRIS-HCI 50 mM pH 6,8] y las
muestras se hirvieron durante 5 min. Estas se separaron electroforéticamente en geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) y posteriormente se realizé una

electrotransferencia seguida de inmunodeteccién tal como se describe en el punto 3.3.6.

3.6.4 Extraccion y cuantificacion de almidén

La determinacion de la cantidad de almidon contenido en las semillas se realizé combinando
y adaptando los protocolos descriptos por [129] y [130]. Para cada muestra, 100 mg de tejido
triturado en un mortero con nitrégeno liquido se extrajeron con 500 ul de etanol 95% a 4 °C. Luego
se centrifugé a 15.000 x g a 4 °C durante 10 min, se descarto el sobrenadante, y se repitié el paso
de extraccion 3 veces mds para eliminar los azucares solubles presentes en las muestras. La fraccion
insoluble, fue secada en estufa a 60°C y pesada en un tubo previamente tarado. El extracto seco se
resuspendié en 10 pl de H>O destilada por cada mg de material extraido, luego los tubos se taparon
herméticamente y se hirvieron durante 1 h para solubilizar el almid6n. Posteriormente, los tubos se
centrifugaron a 15.000 x g durante 10 min y el sobrenadante se utilizé para realizar la digestion
enzimatica del almidon. A 20 pl de los sobrenadantes diluidos (1/20 para trigo y 1/10 para ricino)
se le agregaron 200 pl de buffer 100 mM acetato de sodio pH 4,5 y 1U de amiloglucosidasa [1,4a-
D glucan glucohydrolase Exo-1,4a- glucosidase, (Sigma, 10113)]. Las muestras se incubaron 16 h
a 55°C para permitir la degradacién del almidén. Luego, los tubos se centrifugaron a 15.000 x g
durante 10 min, se recupero la fraccion soluble y se cuantificaron los residuos de azicares solubles
mediante la reaccion de la glucosa oxidasa, que genera peroxido de hidrégeno durante la oxidacion.
Este dltimo fue cuantificado colorimétricamente por accién de la peroxidasa acoplada a un
compuesto coloreado (Wiener lab). La mezcla de reaccidén consistié en una alicuota (30 pl) de
muestra diluida convenientemente se adicion6 a 70 pl del reactivo comercial (solucion de 10 kU/1
glucosa oxidasa; 1 kU/1 peroxidasa; 0,5 mM 4-aminofenazona; buffer 100 mM fosfatos pH 7.0 y
12 mM 4-hidroxibenzoatos). La reaccion se incubé 10 min a 37 °C y se cuantificé la absorbancia a
492 nm en espectrofotdmetro junto al blanco de reactivos correspondiente a la determinacién. Para
poder correlacionar la cantidad de almidén con la determinacién de la concentraciéon de azicares

solubles liberados durante la digestion enzimadtica del almidén, se construyd una curva de
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calibracidn [glucosa (mg/ml) versus almidén (mg)] con una solucién estdndar de almidén tratada de

la misma manera que la muestra.

3.6.5 Extraccion y cuantificacion de TAG

La extraccién de TAG se realiz6 segun lo descripto por [131]. El tejido vegetal (200 mg) fue
triturado en nitrégeno liquido y los lipidos se extrajeron con 0,2 ml de H>O destilada y 3,8 ml de
mezcla de extraccion compuesta por cloroformo/metanol: 2/1 (v/v). Los tubos se cerraron
herméticamente y se dejaron reposar 2 h a temperatura ambiente, mezclando suavemente cada
30 min. Posteriormente, las muestras se filtraron utilizando papel de filtro libre de grasas
previamente lavado con la mezcla de extracciéon. Las muestras se se transfirieron a tubos
previamente pesados y se mezclaron vigorosamente con 0,7 ml de solucién de CaCl, al 0,02% (p/v)
en una mezcla de cloroformo/metanol/H>O: 3/48/47 (v/v) y se centrifugaron durante 5 min a
3.000 x g hasta separacion de las fases. La fase superior se desecho y se agregé a cada tubo 0,7 ml
de solucién cloroformo/metanol/H>O: 3/48/47 (v/v). Las muestras se mezclaron vigorosamente y
centrifugaron durante 5 min a 3.000 x g hasta separacion de las fases. La fase superior se desechd.
Posteriormente, los tubos se incubaron en bafio térmico a 45-50 °C para evaporacién total del
cloroformo y obtencién de los lipidos. Cada tubo fue pesado y por diferencia de peso con los tubos
vacios, se determind el peso de los lipidos obtenidos. Todas las muestras se disolvieron con
isopropanol a una concentracién final de 1 mg/pl. Posteriormente, los TAG se cuantificaron
mediante un ensayo enzimético colorimétrico. Los TAG se digirieron mediante una lipasa comercial
y el glicerol resultante se fosforil6 a glicerol-3P mediante una quinasa especifica y luego se oxid6
con una glicerol-3P oxidasa que produce H>O,. Este ultimo producto se cuantificd
colorimétricamente por accion de una peroxidasa acoplada a un compuesto coloreado (Wiener Lab).
La mezcla de reaccion (505 pl) consistié en 500 ul del reactivo comercial [Pipes 50 mM pH 7,5 con
5 mM de 4-clorofenol, en presencia de lipoprotein lipasa (>15 U/ml), Gro quinasa (>1 U/ml), Gro-P
oxidasa (>2,5 U/ml), peroxidasa (>0,44 U/ml), 0,7 mmol/l de 4-aminofenazona y 0,18 umol/ml de
ATP] y 5 pl de muestra diluida convenientemente. Ademads, se realizé un blanco de reactivos y un
testigo con una solucion patrén (2,00 g/l de trioleina). Las mezclas se incubaron a 37 °C durante 5

min y posteriormente se midi6 la absorbancia en espectrofotometro a 492 nm.

3.6.6 Purificacion de la fraccion de proteinas fosforiladas

Para purificar la fraccion de proteinas fosforiladas a partir de los extractos crudos se sigui6 el
protocolo descripto por [132]. Para cada una de las muestras se tomaron 1,2 mg de proteina y se
llevaron a 0,6 ml finales con el mismo buffer de extraccion. Luego se diluy6 las muestras agregando

1,2 ml de buffer 50 mM MES-NaOH pH 6,0; para asi acondicionarlas y luego cargarlas en la matriz.
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Se agregaron 100 ul de IDA-Fe™ y se incubaron las muestras durante 40 min a 4 °C con
homogenizacién constante. Las proteinas que no fueron retenidas por la matriz se eliminaron
mediante 2 lavados con 5 volimenes de buffer SO0 mM MES-NaOH pH 6,0. La elusién de las
proteinas retenidas se realizo en tres escalones aumentando el pH en cada uno de ellos. Se realiz6
una primera elusioén con 5 voldmenes de buffer 50 mM PIPES pH 7,2; luego una elucién con 100 pl
de buffer SO0 mM Tris-HCI pH 8,0 y una ultima elucién con 100 pl de buffer SO mM Tris-HCI
pH 8.9.

Por otra parte, para evaluar si la interaccién de las proteinas con la matriz de IDA-Fe’* se
debia especificamente a la fosforilacion de las mismas, se realiz6é un ensayo de desfosforilacion de
las muestras y posterior purificacién por IMAC-Fe*. Se tomaron 600 pg de protefnas a partir de los
extractos proteicos totales y se diluyeron en 300 pl de una solucién de: 5 mM Tris—HCI pH 9,3;
0,1 mM MgCl,; 0,01 mM ZnCl,; 1 mM espermidina y 20 U de fosfatasa alcalina (Promega). Las
muestras se incubaron a 37 °C durante 5-6 h y posteriormente se purificaron en una columna de
IDA-Fe* tal como se describi6 anteriormente.

Luego de realizadas las cromatografias, tanto las elusiones a pH 8,0 y 8,9 se acondicionaron
con buffer de muestra para SDS-PAGE 4X [SDS 1% (p/v), B-ME 100 mM, en TRIS-HCI 50 mM
pH 6,8] y se resolvieron electroforéticamente, sembrando en cada calle el mismo volumen de
muestra. Las proteinas en el gel de poliacrilamida se visualizaron por tincién con una solucién de
Coomasie Blue R-250 o se revelaron especificamente por electrotransferencia seguida de
inmunodeteccion.

La matriz de IDA-Fe** se preparé mezclando IDA-fast flow (GE Healthcare) con 50 mM
FeCls. Luego de 30 min de incubacion, se realizaron sucesivos lavados con H20O miliQ, luego 1
lavado con 5 volimenes de buffer 50 mM Tris-HCI pH 8,9 y seguidamente 2 lavados con 5
volimenes de buffer 50 mM MES-NaOH pH 6,0. La resina asi preparada se conservé al 50% (v/v)
en buffer 50 mM MES-NaOH pH 6,0.

3.7 Metodologia utilizada para ensayos de fosforilacion

3.7.1 Reaccion de fosforilacién utilizando [**P]-y-ATP

Para identificar la familia de quinasas que fosforilan a la ADPGIcPPasa y cudl de sus
subunidades es la que se fosforila, se evaluaron diferentes condiciones de fosforilacion especificas
para distintas familias de quinasas presentes en plantas y, ademads, distintas fuentes de quinasas. Las
fuentes de quinasas utilizadas fueron: i) extractos de proteinas de semillas de trigo a los 17 DPA
(obtenidos como se indica en la seccion 3.6.2), ii) quinasas parcialmente purificadas (Q) a partir de

estos mismos extractos (obtenidos siguiendo lo propuesto en la seccién 3.7.4) y iii) quinasas de
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plantas producidas de manera recombinante (seccioén 3.4.9 y 3.4.10). Las reacciones se realizaron
con 2 ug de proteina, una concentraciéon adecuada de fuentes de quinasas (5 pg de extracto de
endosperma, 6 3,5 ug de Q, 6 2 uM de quinasas recombinante), 1 pCi/ul de [*?P]-y-ATP (Perkin
Elmer) y el buffer que corresponda segtin la familia de quinasas ensayada, cuyas composiciones se
indican en la Tabla 3. Las reacciones se iniciaron con el agregado de la fuente de quinasas y se
incubaron a 30°C durante 30 min. Para frenar la reaccion se adicioné buffer de siembra para SDS-
PAGE 4X en una proporcion 1:3 y las muestras se hirvieron durante 5 min. Luego se separaron
electroforéticamente en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), y
finalizada la corrida electroforética los geles se tifieron con Azul de Coomasie. Los geles se secaron
sobre papel absorbente en un secador de geles SAVANT Slab Gel SGD 2000 y la radiactividad
incorporada fue detectada por exposicion a una placa de Storage Phosphor-Screen (GE Healthcare)
durante 1 hora. Terminado el tiempo de exposicién la placa se escane6 con el sistema Typhoon™

(GE Healthcare).

Tabla 3: Condiciones de fosforilacion para las distintas familias de quinasas.

Buffer para MdoSOS2
(Condicién dependiente de Ca**)

Buffer para StuCDPK

Buffer para AthSnRK1al
(Condicién independiente de Ca**)

TRIS 20 mM pH 7,2
MgCl, 5 mM
MnCl; 2,5 mM
CaCl; 0,5 mM
DTT 2 mM
ATP 0,01 mM
Ref.: [133]

TRIS 20 mM pH 7,5
MgCl, 10 mM
DTT 5 mM
CaCl, 1 mM
ATP 0,05 mM

Ref.: [121]

TRIS 20 mM pH 7,2
DTT 5 mM
MgCl; 10 mM
ATP 0,05 mM
EGTA 0,5 mM

Ref.: [134]

3.7.2 Ensayos de retrasos en la movilidad de proteinas fosforiladas utilizando
Phos-tag™ SDS-PAGE

Para el ensayo de retraso en la movilidad de proteinas fosforiladas, se afiadié Phos-tag™
(Wako Chemicals) al gel de acrilamida SDS-PAGE al 10% (p/v), segtin lo descrito por el fabricante
(n°® de cat. AAL-107; Wako Chemicals). La reaccion de fosforilaciéon se llevo a cabo segin lo
descripto en la seccién 3.7.1, pero en ausencia de [**P]-y-ATP y modificando el tiempo de reaccién
a2 h con la adicion de la fuente de quinasas (y la cantidad correspondiente de buffer segtin el cambio
de volumen final) cada 30 min. Luego de la reacciéon de fosforilacion, las muestras fueron
desnaturalizadas antes de su siembra mediante el agregado de buffer de siembra SDS-PAGE 4X
[SDS 1% (p/v), B-ME 100 mM, en TRIS-HCI 50 mM pH 6,8] y su posterior calentamiento a 95 °C
durante 5 min. Finalizada la corrida electroforética a 30 mA por gel, el mismo se lavo dos veces en
buffer de transferencia Tris-glicina que contenia 1 mM de EDTA, durante 10 min cada vez con

agitacion suave, seguido de 10 min en buffer de transferencia sin EDTA. Luego, las proteinas se
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electrotransfirieron tal como se describe en la secciéon 3.3.6 de Materiales y Métodos, y
posteriormente se le realizé la deteccion de la proteina de interés mediante inmunodeteccién con

anticuerpos especificos.
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4. Resultados

4.1 Caracterizacion de la TaeADPGIcPPasa recombinante

A partir de la década de 1970 se comenz6 a desarrollar lo que conocemos como la “Tecnologia
del ADN recombinante”. Este desarrollo marc6 un punto de inflexion en los estudios bioquimicos
realizados con preparaciones enzimdticas. Hasta ese entonces, la Unica manera de obtener una
proteina para su estudio era por purificacidn a partir de su fuente natural. En el caso de las enzimas,
que funcionan como catalizadores bioldgicos de las reacciones bioquimicas, las concentraciones a
las cuales se encuentran dentro de la célula son, en general, muy bajas. De hecho, una célula en su
estado normal sélo sintetiza las cantidades que necesita de cada enzima a fin de cumplir con sus
necesidades biologicas de manera coordinada y en el momento adecuado. En numerosos de estos
casos, obtener preparaciones enzimaticas a partir de sus fuentes naturales implica partir de grandes
cantidades de tejido (varios kilogramos) para obtener, por medio de varios pasos de purificacion
consecutivos, pequefias cantidades de enzima. Ademds, a veces es compleja la obtencion del tejido
u organismo (o incluso pueden ser patégenos) a partir del cual se realiza la purificacion. Asi, el
advenimiento de las técnicas de biologia molecular permitié facilitar la obtencion y purificacion de

enzimas (y de todo tipo de proteinas) de una manera metddica sin depender de su fuente natural.

El desarrollo de la tecnologia del ADN recombinante llevé aproximadamente una década y
fue impulsada al mismo tiempo por varios grupos de investigacion que aportaron informacién muy
valiosa [135]. Esta tecnologia tiene sus bases en hallazgos trascendentales merecieron la
adjudicacién de numerosos Premios Nobel:

e En Fisiologia y Medicina: a Kornberg y Ochoa, por la dilucidaciéon del mecanismo de
replicacién del ADN mediante la enzima ADN polimerasa (1959); a Watson, Crick y Wilkins,
por el descubrimiento de la estructura del ADN (1962); a Holley, Khorana y Nirenberg por la
interpretacion del codigo genético y su funcion en la sintesis de proteinas (1968); a Arber,
Nathans y Smith por el descubrimiento de enzimas de restriccion que cortaban
especificamente el ADN (1978).

e En Quimica: a Berg, Gilbert y Sanger, por el estudio de la bioquimica de los dcidos nucleicos,
en especial el estudio del ADN hibrido y la determinacién de la secuencia de los acidos
nucleicos (secuenciacién) (1980); a Mullis y Smith, por el desarrollo de la técnica “PCR”,
mediante la cual una secuencia de ADN determinada podia amplificarse de manera casi

exponencial mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (1993).
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Todos estos desarrollos nos permiten hoy en dia disefiar sistemas de expresion heterélogos
casi a medida, para obtener la proteina que nos interesa en el momento que deseamos, sin necesidad
de contar (salvo para la obtencion del material genético) con el tejido en el que naturalmente se
encuentra. Ademds, el disponer de sistemas de expresion para obtener proteinas en forma
recombinante, nos da la posibilidad de realizar cambios en la secuencia de aminodcidos de las
enzimas si se realizan mutaciones sobre la secuencia de ADN que las codifica, pudiendo asi estudiar
la funcién que cumplen determinados aminodcidos en la actividad o regulacion de la enzima. En el
presente, la tecnologia del ADN recombinante se convirtié en una técnica de rutina, que presenta
numerosas variantes y una amplia gama de reactivos comerciales que nos permiten disefiar

estratégicamente el clon recombinante productor de una enzima de interés.

Para poder estudiar regulacion alostérica y postraduccional de la ADPGIcPPasa de
endosperma de trigo (TaeADPGIcPPasa), la misma se produjo de manera recombinante a partir de
los genes sintetizados de novo optimizando el uso de codones para su expresion en E. coli. La enzima
purificada fue caracterizada cinética y regulatoriamente y a continuacion se presentan los resultados

obtenidos.

4.1.1 Caracterizacion cinética, regulatoria y estructural de la TaeADPGIcPPasa

En estudios previos, Ainsworth y col, aislaron los ADNc completos de las subunidades de la
ADPGlIcPPasa a partir de una biblioteca de ADNc de endosperma en desarrollo de trigo [136, 137].
El ADNCc para la subunidad S tiene un marco de lectura que codifica para una proteina de 473
aminodcidos (52,1 kDa). La misma exhibe una elevada identidad con otras subunidades S de plantas
(85% para la de arroz, 83% para la de Arabidopsis, 87% para la de cebada, 84% para la de maiz,
86% para la de papa 'y 90% para la de espinaca) y contiene elementos de secuencia conservados que
representan los sitios de union al sustrato y activador alostérico [136]. Por otro lado, el ADNc de la
subunidad L, tiene un marco de lectura que codifica para una proteina de 522 aminodcidos (57,8
kDa) e incluye un péptido transito putativo de 62 aminodcidos (6,5 kDa) [137]. Ambos genes Sy L
de la TaeADPGIcPPasa fueron depositados en la base de datos UniProt, con los N° de acceso
P30523 y P12299, respectivamente. A partir de sus secuencias aminoacidicas se sintetizaron de
novo los genes que codifican para ambas subunidades, optimizando el uso de codones para su
expresion en células de E. coli. Ambas subunidades tienen un 43% de identidad y 61% de similitud
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