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Resumen.

La fosfoenolpiruvato (PEP) carboxiquinasa dependiente de ATP (PEPCKasa, EC 4.1.1.49)
€s una enzima citosdlica que cataliza la descarboxilacion reversible del oxaloacetato (OAA) a PEP.
En plantas, esta enzima posee multiples funciones: i) es parte de los mecanismos de concentracion
del CO; que operan en la fotosintesis Cs y CAM, ii) participa en las respuestas al estrés bidtico y
abidtico, iii) estd involucrada en el metabolismo del nitr6geno y de los aminoacidos y iv) juega un rol
clave en la gluconeogénesis. En este trabajo de Tesis, estudiamos detalladamente ambas PEPCKasas
presentes en Arabidopsis thaliana (Arabidopsis): la AthPEPCKasal (At4g37870) y la AthPEPCKasa2
(At5g65690). Realizamos la caracterizacion cinética, estructural y regulatoria de las proteinas
recombinantes expresadas en Escherichia coli. Ambas enzimas son homohexaméricas con una
actividad méaxima a pH 7. Ademas, ambas ArhPEPCKasas requieren de cationes divalentes (Mg y
Mn*?) para la catalisis, siendo el Mn?>" un activador. Por otra parte, ambas enzimas son reguladas por
mecanismos alostéricos, siendo la AtAPEPCKasal mas sensible a la regulacion. De forma interesante,
la AthPEPCKasal fue activada por malato e inhibida por glucosa-6-fosfato (Glc-6P), mientras que la
AthPEPCKasa2 fue insensible a estos efectores alostéricos. Determinamos que la AtAPEPCKasal
interacciona in vivo con una serie de dipéptidos hidrofébicos-polares, los cuales inhibieron in vitro a
la enzima recombinante y a la actividad PEPCKasa en extractos crudos de hojas.

Mediante estudios in vivo, determinamos que durante la germinacion de las semillas la
enzima se encuentra proteolizada. La proteolisis llega a un pico entre las 48-72 horas posteriores a la
imbibicion de las semillas, cuando la actividad PEPCKasa es maxima. Ademas, la 4thPEPCKasal es
sustrato de la metacaspasa 9 de Arabidopsis (4tZMC9), una proteasa dependiente de cisteina que la
corta en su extremo N. Generamos dos mutantes truncas de la 4#A/PEPCKasal (A19 y A101) en los
sitios de corte de AthMC9. De esta manera, encontramos que ambas enzimas mostraron una cinética
y una estructura cuaternaria similar a la enzima completa, a excepcion por la respuesta diferencial a
la regulacion por malato y Glc-6P. También encontramos que tratamientos con el inhibidor de
proteasoma MG132 produce una acumulacion de la enzima y, utilizando inmunoprecipitaciones
encontramos que la misma se encuentra ubiquitinilada. Concentraciones fisiologicas de H>O»
inactivaron a la enzima, con una constante de segundo orden que sugiere la regulacion por 6xido
reduccion in vivo. Ademas, la AthPEPCKasal es fosforilada en varios sitios localizados en el dominio
N-terminal. Por esto, construimos mutantes en las cuales se mimetizd de la fosforilacion en los
residuos Ser-62 y Thr-66, lo cual gener6 enzimas mas activas que la enzima salvaje y que no

respondian a los inhibidores alostéricos.



Por otra parte, expresamos de forma recombinante en E. coli y realizamos la caracterizacion
cinética de diferentes quinasas de proteinas (ProtKasas) de plantas: las subunidades cataliticas de las
sucrose non-fermenting related kinase 1 (SnRK1) de Arabidopsis thaliana (AthAKIN10 y
AthAKIN11), la calcium dependent kinase 1 de Solanum tuberosum (StuCDPK1), y la salt overly
sensitive 2 de Malus domestica (MdoSOS2). Luego, estas ProtKasas se utilizaron para estudiar la
fosforilacion de la aldosa-6-fosfato reductasa de Prunus pérsica (PpeAld6PRasa), una enzima clave
en la sintesis de los azucares alcoholes. Finalmente, desarrollamos un método fluorométrico para
medir actividad ProtKasa, sin la necesidad de emplear materiales radiactivos.

A modo de conclusion, en esta Tesis estudiamos la regulacion del metabolismo del carbono
por mecanismos postraduccionales. Los resultados obtenidos muestran que tanto las AthPEPCKasas
como la PpeAld6PRasa son reguladas de forma compleja y en varios niveles, de modo de ajustar su
actividad. Estas regulaciones serian importantes para coordinar el metabolismo vegetal ante los
desafios del ambiente, como asi también las multiples funciones en las que participan. Anticipamos
que nuestros resultados generan nuevas perspectivas en la regulacion del metabolismo vegetal, en

especial en la gluconeogénesis y la sintesis de azdcares alcoholes en plantas.



Abstract.

ATP-dependent phosphoenolpyruvate (PEP) carboxykinase (PEPCK, EC 4.1.1.49) is a
cytosolic enzyme that catalyzes the reversible decarboxylation of OAA to PEP. In plants, PEPCK has
multiple functions: i) it is part of the CO,-concentrating mechanism operating in C4 and CAM
photosynthesis, 7i) it participates in biotic and abiotic stress responses, iii) it is involved in nitrogen
and amino acid metabolism, and 7v) it plays a key role in gluconeogenesis. In this Thesis project, we
studied in detail both PEPCKSs present in Arabidopsis; AthPEPCK1 (At4g37870) and AthPEPCK2
(At5g65690). We performed the kinetic, structural, and regulatory characterization of the
recombinant enzymes expressed in Escherichia coli. Both proteins are homohexamers with maximum
activity at pH 7. Also, both AthPEPCKSs require divalent cations (Mg and Mn™?) for catalysis, being
Mn?" an activator. Both enzymes are regulated by allosteric mechanisms, being 4tAPEPCK1 more
sensitive to regulation. Interestingly, AthPEPCK1 was activated by malate and inhibited by glucose-
6-phosphate (Glc-6P), but AthPEPCK2 was insensitive to these allosteric effectors. We determined
that 4thPEPCK1 interacts in vivo with a series of hydrophobic-polar dipeptides, which inhibited in
vitro the recombinant enzyme and the protein from leaves.

We studied the in vivo state of AthPEPCK1 polypeptide and found that it is proteolyzed in
germinating seedlings but not in mature leaves. In seedlings, proteolysis peaks at 48-72 hours post
imbibition, when the activity of PEPCK reaches a maximum. A#PEPCKI1 is a substrate of
metacaspase9 (4tAMC9), a cysteine protease that cleaves its N-terminal domain. We constructed
truncated A19 and A101 mutants of A#APEPCK 1, which had a kinetic and quaternary structure similar
to the WT, except for altered response to allosteric regulation by malate and Glc-6P. Also, we found
that physiological concentrations of H,O» inactivated the enzyme, with a second-order constant that
was in a range supporting the in vivo functionality as a redox-regulating mechanism. AthAPEPCK1 is
subject to phosphorylation at various sites located at the N-terminal domain. In this context, we
constructed phosphomimic mutants on Ser-62 and Thr-66, which were more active than the WT.

Also, we characterized plant protein kinases expressed in E. coli; the catalytic subunits of the
sucrose non-fermenting related kinase 1 (SnRK1) from Arabidopsis thaliana (AthAKIN10 y
AthAKIN11), the calcium dependent kinase 1 from Solanum tuberosum (StuCDPK1), and the salt
overly sensitive 2 from Malus domestica (MdoSOS2). These kinases were employed to study the
phosphorylation of Aldose-6-phosphate reductase of Prunus persica (PpeAld6PRase). Finally, we
developed a fluorometric protein kinase assay to study protein phosphorylation without the need of
employing radioactive materials.

In summary, in this Thesis we studied the regulation of carbon metabolism by

postranslational mechanisms. Our results show that both AtAPEPCKs and PpeAld6PRase are
3



regulated in a complex manner and at multiple levels, to adjust their activity. These regulations might
be important to coordinate the metabolism in front of the challenges imposed by the ambient, and the
functions in which they participate. We anticipate that our results generate new perspectives in the
regulation of plant metabolism, especially in gluconeogenesis and the synthesis of sugar alcohols in

plants.



1. Introduccion.

1.1 El metabolismo del carbono en células autotrofas.

Las plantas son organismos autotrofos capaces de convertir la energia solar en quimica (en la
forma de ATP y NADPH), la cual luego se emplea para fijar el dioxido de carbono (CO>) en
carbohidratos [1]. Este proceso se denomina fotosintesis y ocurre en los cloroplastos de los tejidos
verdes de las plantas, principalmente en las hojas. Luego, los azicares sintetizados mediante la
fotosintesis son repartidos intracelularmente entre las diferentes vias metabolicas y son la base para
la sintesis de todos los compuestos necesarios en la célula. La particion del carbono también puede
darse a nivel intercelular entre los distintos tejidos para alimentar aquellos que no tienen capacidad
fotosintética [2, 3]. A una escala ecoldgica, la fotosintesis representa el primer eslabon del ciclo del
carbono y es la que sustenta toda la vida en la tierra [4].

La fotosintesis puede dividirse en dos fases. Una directamente dependiente de la luz, en la
que se captura la energia solar para formar moléculas de alta energia y capacidad reductora. La otra
fase es denominada sintética, en la que se utilizan las moléculas formadas en la fase dependiente de
luz para fijar el CO, y sintetizar azticares [2]. Ambas etapas operan en conjunto y la fase sintética no

puede desarrollarse en ausencia de las moléculas que se generan durante la fase luminosa [5].

1.1.1 Los cloroplastos.

Los cloroplastos son las organelas especializadas en las cuales se desarrolla la fotosintesis.
Estos son muy abundantes en los tejidos verdes de las plantas, principalmente en las células del
mesofilo de las hojas [6]. Estan rodeados por dos membranas (sistema que forma la envoltura), una
externa que es permeable a iones y moléculas pequeiias y una interna que es altamente selectiva. La
membrana interna contiene al estroma en el cual, a su vez, se distribuyen numerosas vesiculas
membranosas achatadas, los tilacoides, que se apilan en estructuras denominadas grana [1]
(Figura 1 A). En las membranas de los tilacoides se ubican los pigmentos fotosintéticos y los
complejos enzimaticos que llevan a cabo las reacciones luminosas de la fotosintesis y, en el estroma,
se localizan todas las enzimas necesarias para la asimilacion del carbono [1].

Los principales pigmentos encargados de absorber la luz en las membranas tilacoides son las
clorofilas. Las plantas poseen dos formas (a 'y b) del pigmento, las cuales difieren en su espectro de
absorcion en el rango visible [1, 5]. Las clorofilas estan unidas a proteinas especificas formando
complejos antena que, a su vez, estan insertos en las membranas tilacoides [1]. Estos complejos antena
son los encargados de colectar los fotones y transferirlos al centro de reaccion, en los cuales ocurre

la oxidacion y la reducciéon quimica [6]. También existen pigmentos accesorios, como los carotenos,
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que absorben luz a otras longitudes de onda, de forma de aumentar el espectro de luz funcional al

proceso [1].

1.1.2 La fase luminosa de la fotosintesis.

Las reacciones dependientes de luz de la fotosintesis ocurren en la cadena de transporte de
electrones ubicada en las membranas tilacoides. Esta cadena estd formada por cuatro complejos
multiproteicos: el fotosistema II (FSII), el citocromo b¢f, ¢l fotosistema I (FSI) y la ATP sintasa
(Figura 1 B). Una vez excitado, el FSI transfiere electrones desde su centro de reaccion P700 a la
ferredoxina, empleando una serie de transportadores en el proceso. Luego, la ferredoxina-NADP*
reductasa (EC 1.18.1.2) utiliza a la ferredoxina como cofactor para reducir el NADP™a NADPH hacia
el estroma del cloroplasto. Cuando el FSII es excitado, transfiere sus electrones desde su centro de
reaccion P680 a la plastoquinona. Los electrones que pierde el FSII en el proceso son reemplazados
por los que se obtienen de la fotélisis del H>O con generacion de O-. A su vez, la plastoquinona
reducida transfiere los electrones al citocromo b6f que los transfiere a la plastocianina y luego, al
centro P700 del FSI para reemplazar los electrones perdidos durante la fotoexcitacion [1, 6]
(Figura 1 B).

Como consecuencia del flujo de electrones a través del citocromo b6f, se transportan protones
a través de la membrana tilacoide hacia el lumen. Esto provoca una diferencia de ~1000 veces en la
concentracion de protones (ApH = 3) a cada lado de la membrana tilacoide, lo cual crea un potencial
electroquimico a través de la misma [1]. Luego, estos protones regresan nuevamente al estroma del
cloroplasto a través de la ATP sintasa (EC 7.1.2.2), que emplea la fuerza proton motriz para condensar
ADP y Pi y generar ATP [6]. En resumen, la fase dependiente de luz de la fotosintesis puede

describirse en forma global por la siguiente ecuacion:

2 H,O + 8 fotones + 2 NADP* + ~3 ADP + ~3 Pi > O, +~3 ATP + 2 NADPH



A B Estroma

Membrana externa

Membrana interna
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Figura 1. Fase luminosa de la fotosintesis. Esquema de la estructura del cloroplasto (A) y del
funcionamiento de la cadena de transporte de electrones (B) ubicada en las membranas tilacoides del
cloroplasto. FSI, fotosistema I; FSII, fotosistema II; Fd, ferredoxina; FdR, federroxina reductasa; bf,
citocromo bsfi PQ, plastoquinona oxidada; PQH>, plastoquinona reducida; PC, plastocianina; e,

electrones.

1.1.3 La fase sintética de la fotosintesis: el ciclo de Benson-Calvin-Basham.

El ciclo de Benson-Calvin-Basham (CBCB) es la via ciclica por la cual plantas, algas y
bacterias fotosintéticas fijan el CO,[7, 8]. Mediante esta ruta metabolica ciclica se fijan tres moléculas
de CO; para formar una de triosa-fosfato (triosa-P), que puede ser dihidroxiacetona fosfato (DHAP)
o gliceraldehido-3-fosfato (Ga3P). Las triosas-P representan el principal producto de asimilacion
fotosintética y son un nodo clave del metabolismo vegetal, puesto que pueden repartirse hacia
diferentes usos dentro de la célula. Dentro del cloroplasto, pueden utilizarse para sintetizar almidon
o bien regenerar la ribulosa-1,5-bisfosfato (Rul-1,5-bisP) mediante las propias reacciones del CBCB.
Alternativamente, las triosas-P pueden ser transportadas al citosol, donde se utilizan para producir
otros azucares o bien como sustrato respiratorio para la célula. Las reacciones del CBCB ocurren en

el estroma del cloroplasto y pueden agruparse en tres grandes fases [2] (Figura 2):

i) Carboxilacion: la Rul-1,5-bisP carboxilasa/oxigenasa (RuBisCO, EC 4.1.1.39) cataliza la adicion
de una molécula de CO- a la Rul-1,5-bisP generando dos moléculas de 3-fosfoglicerato (3-PGA).

ii) _Reduccion: dos moléculas de 3-PGA son reducidas a expensas de dos moléculas de ATP y dos

moléculas de NADPH por la 3-PGA quinasa (3-PGAKasa, EC 2.7.2.3) y la Ga3P deshidrogenasa



dependiente de NADP™ (Ga3PDHasa A/B, EC 1.2.1.13). En esta etapa se utilizan el ATPy el NADPH

generados en la etapa luminosa.

iii)_Regeneracion. involucra diez reacciones en las que se reconfiguran moléculas de triosas-P para
regenerar el aceptor primario del ciclo, la Rul-1,5-bisP, con el uso del ATP generado en la etapa

luminosa.

El balance general del ciclo demuestra que por cada tres moléculas de CO» que se fijan se genera una
de triosa-P, por lo que el ciclo es auto catalitico y puede generar mas aceptor de CO; del que consume.

El mismo se puede expresar por la siguiente ecuacion global:

3CO,+9ATP+6 NADPH+6 H* > triosa-P +9 ADP + 9 Pi + 6 NADP*
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Figura 2. Fase sintética de la fotosintesis. En la Figura se esquematizan los pasos enzimaticos
involucrados en el CBCB. Los numeros corresponden a las siguientes enzimas: (1) RuBisCO,
EC 4.1.1.39; (2) 3-PGAKasa, EC 2.7.2.3; (3) Ga3PDHasa A/B, EC 1.2.1.13; (4) triosa-P isomerasa,
EC 5.3.1.1; (5) Fru-1,6-bisP aldolasa, EC 4.1.2.13; (6) Fru-1,6-bisP fosfatasa, EC 3.1.3.11;
(7) transcetolasa, EC 2.2.1.1; (8) sedoheptulosa-bisfosfato fosfatasa, EC 3.1.3.37; (9) ribosa-5P (Rib-
5P) isomerasa, EC 5.3.1.6; (10) ribulosa-5P (Rul-5P) 3-epimerasa, EC 5.1.3.1; (11) Rul-5P quinasa,
EC 2.7.1.19. El color de las flechas corresponde a las diferentes fases del CBCB: carboxilacion (rojo),

reduccion (azul) y regeneracion (negro).

1.1.4 La particion de los fotoasimilados.

La asimilacion del carbono por el CBCB resulta en la produccion de triosas-P y hexosas-P,
las cuales se reparten intracelularmente hacia las diferentes vias metabdlicas [2]. Dentro del
cloroplasto, la Fru-6P es el punto de partida para la sintesis de almidon, el cual se almacena de forma
transitoria en las hojas durante el dia. Este almiddn transitorio es una reserva de carbono y energia

que serd utilizada durante la noche para mantener el metabolismo y el crecimiento cuando la planta
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no puede realizar la fotosintesis [9, 10]. De esta forma, el almiddn transitorio actiia en las hojas como
un balanceador del metabolismo y el crecimiento en contra de las oscilaciones naturales de la luz [9].
Por esto, las tasas de sintesis y degradacion del almidon son muy robustas, ajustandose de acuerdo a
seflales externas, como la longitud del dia, ¢ internas, como el ciclo circadiano [9, 10].

Las triosas-P también pueden movilizarse al citosol mediante la lanzadera de triosas-P/3-PGA
con el fin de exportar del cloroplasto el carbono y la energia fijada por la fotosintesis [2, 11]. Este
transporte ocurre a través del transportador de triosas-P/Pi (TTP) ubicado en la membrana interna del
cloroplasto, que intercambia las triosas-P por ortofosfato inorganico (Pi) proveniente del citosol [12,
13]. Una vez en el citosol, las triosas-P son metabolizadas por la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa fosforilante dependiente de NAD™ (Ga3PDHasa, EC 1.2.1.12) y la 3-PGAKasa a
3-PGA. De esta forma, se exporta poder energético (ATP) del cloroplasto al citosol.
Alternativamente, las triosas-P pueden metabolizarse por la Ga3PDHasa no fosforilante dependiente
de NADP" (np-Ga3PDHasa, EC 1.2.1.9) a 3-PGA, reduciendo el cofactor NADP™ a NADPH,
exportando poder reductor del cloroplasto al citosol [11, 14, 15]. Esto hace a las triosas-P un punto
clave de comunicacion entre el citoplasma y los cloroplastos. Una vez en el citosol, las triosas-P
también pueden emplearse para la sintesis de sacarosa (Suc) o bien metabolizarse por la glucolisis
para proveer energia y esqueletos carbonados a la célula [2].

Las plantas son organismos con diferentes o6rganos y tejidos especializados [16, 17], los
cuales pueden clasificarse en tejidos fuente o sumidero, segun exporten o importen carbono,
respectivamente [2, 16, 18]. Esta clasificacion en tejido fuente o sumidero no es estatica y existen
transiciones entre ambas fases. Asi, las hojas jévenes dependen del carbono importado durante la fase
de crecimiento, hasta que maduran y se vuelven autotréficas, capaces de fijar carbono, que exportan
al resto de la planta [16]. Otra transicion importante es la que ocurre durante la germinacion de las
semillas, las cuales en un principio se alimentan de los compuestos de reserva y no fijan carbono, por
lo que poseen un metabolismo heterotréfico [19]. Luego, cuando se expanden las primeras hojas, se

desarrolla el aparato fotosintético y adquieren un metabolismo autotrofico [20].

1.1.5 La sintesis y el transporte de Suc.

El carbono fijado por la fotosintesis en las hojas se transporta a los distintos tejidos de la
planta en la forma del disacéarido no reductor Suc, mientras que el transporte de nitrégeno se realiza
como aminodcidos [21]. Ademas, en ciertas plantas el carbono también puede transportarse como
azacares alcoholes (glucitol o manitol) en especies de la familia Rosaceae, o bien como rafinosa u
oligosacaridos derivados de la misma (estaquiosa y verbascosa, entre otros), en el caso de la familias

Cucurbitaceae y Leguminosae [2, 17, 22] (Figura 3).
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La sintesis de Suc comienza con la produccion de Fru-1,6-bisP a partir de Ga3P y DHAP por
la Fru-1,6-bisP aldolasa (EC 4.1.2.13). Luego, la Fru-1,6-bisP es desfosforilada a Fru-6P por la
Fru-1,6-bisP 1-fosfatasa citosélica (EC 3.1.3.11). A continuacion, la Glc-6P isomerasa (EC 5.3.1.9)
convierte a la Fru-6P en Glc-6P y la fosfoglucomutasa (EC 5.4.2.2) toma a la Glc-6P y la convierte
en Glc-1P. La Glc-1P y el UTP son utilizados por la UDP-glucosa (UDP-Glc) pirofosforilasa (UDP-
GlcPPasa, EC 2.7.7.9) para sintetizar UDP-Glc. Finalmente, la Suc-6-fosfato sintasa (EC 2.4.1.14)
usa como sustratos a la UDP-Glc y la Fru-6P para sintetizar la Suc-6-fosfato, que luego es
desfosforilada a Suc por una fosfatasa especifica (EC 3.1.3.24) [23] (Figura 3).

Asi como las hojas se especializaron en la fijacion del CO., las raices lo hicieron en la
captacion de agua y sales minerales del suelo [17]. Para intercambiar los nutrientes entre los distintos
organos existen dos conductos distribuidores. Uno es el xilema, que lleva los nutrientes de las raices
al tallo y las hojas, y el otro es el floema, que lleva los azucares de las hojas a las raices, los brotes y
los 6rganos reproductivos [17]. Para que la Suc, como asi también los aminoacidos y otros nutrientes,
se transporten al resto de los tejidos es necesario que sean cargados al floema [24]. El floema es un
tejido complejo formado por diferentes tipos celulares: las células cribosas, encargadas de conducir
los azucares y otros nutrientes a través de la planta, y las células acompaiiantes, que transportan los
fotosintatos de las células productoras en las hojas maduras hacia los elementos cribosos de las venas
menores de las hojas [6]. La Suc puede cargarse por dos caminos diferentes: la ruta apopldstica, que
ocurre a través del espacio de la pared celular entre las membranas plasmaticas de dos células
adyacentes, o la ruta simplastica, que ocurre a través de los plasmodesmos de dos células adyacentes

2, 24].
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Figura 3. Particion intra- e intercelular del carbono en las células vegetales. Las lineas
discontinuas corresponden varios pasos consecutivos. TTP; transportador de triosas-P/Pi, THP;

transportador de hexosas-P/Pi, CBCB; ciclo de Benson-Calvin-Basham.

1.2 El metabolismo del carbono en células heterotrofas.

En los tejidos de reserva de las plantas, como los tubérculos y las semillas, se desarrolla un
metabolismo heterotréfico orientado a utilizar la Suc proveniente de los tejidos fuente. La Suc se
puede utilizar para suplir los requerimientos energéticos del tejido, o bien para sintetizar compuestos
de reserva. Estos compuestos que se almacenan a largo plazo, pueden ser almidon, lipidos y proteinas
[2, 3], y se acumulan en diferentes proporciones dependiendo de la especie vegetal [25]. Las plantas
oleaginosas como el girasol, el ricino, la soja y Arabidopsis acumulan en sus semillas aceites en la
forma de triacilglicéridos (TAGs). Por esto, en las semillas el metabolismo transita en dos fases. En
la primera fase se acumulan los compuestos de reserva, por lo cual se debe catabolizar la Suc para
obtener el carbono y la energia necesaria para la sintesis de los mismos. En la segunda fase estos
compuestos de reserva se degradan durante la germinacion para ser empleados como alimento por la

plantula naciente [26].

1.2.1 La glucdlisis.
La glucdlisis es una via catabdlica anaerdbica con dos funciones principales: oxidar las
hexosas para generar ATP, poder reductor y piruvato (Pyr) y generar los intermediarios metabolicos

necesarios para las reacciones biosintéticas [27, 28]. Ademas, salvo por algunos pasos irreversibles
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que requieren reacciones distintas, puede funcionar de forma inversa para generar hexosas a partir de
varios compuestos de bajo peso molecular mediante la gluconeogénesis [29]. Esta via se encuentra
en casi todos los seres vivos, aunque en algunos de ellos ha adquirido modificaciones que le imparten
caracteristicas particulares [28].

La glucolisis clésica ocurre en el citosol y consiste en una secuencia lineal de 10 reacciones
que degrada una molécula de Glc para generar dos de Pyr, ademés de dos de ATP y NADH, seguin la

reaccion global:

Glc+2 ADP+2Pi+2NAD" — 2Pyr+2 ATP+2NADH + 2 H"

Para que la Glc ingrese a la glucolisis primero debe ser fosforilada a Glc-6P por la
hexoquinasa (EC 2.7.1.1), que utiliza ATP como dador de fosfato. Luego, la fosfoglucoisomerasa
(EC 5.3.1.9) convierte a la Glc-6P en Fru-6P, la que a su vez es fosforilada a Fru-1,6-bisP por la
fosfofructoquinasa dependiente de ATP (ATP-PFKasa, EC 2.7.1.11). A continuacion, la Fru-1,6-bisP
aldolasa (EC 4.1.2.13) escinde a la Fru-1,6-bisP en dos moléculas de triosa-P, una de Ga3P y otra de
DHAP, las cuales estan en equilibrio gracias a la triosa-P isomerasa (EC 5.3.1.1). Luego, la
Ga3PDHasa oxida el Ga3P a 1,3-bisfosfoglicerato (1,3-bisPGA). El 1,3-bisPGA generado por
fosforolisis acoplada a la oxidacidn, a expensas del Pi, contiene un enlace fosfato de alto contenido
energético en la posicion 1 que es empleado por la 3-PGAKasa para realizar una fosforilacion a nivel
de sustrato del ADP para generar ATP y 3-PGA. Puesto que se forman dos moléculas de triosa-P por
cada molécula de Glc que ingresa a la glucolisis, en esta etapa se generan dos moléculas de ATP por
molécula de Glc metabolizada. Luego, el 3-PGA es convertido en 2-fosfoglicerato por la
fosfogliceratomutasa (EC 5.4.2.12). El paso siguiente es catalizado por la enolasa (EC 4.2.1.11) e
implica una deshidratacion y redistribucion de la energia dentro de la molécula, lo cual eleva el fosfato
de la posicion dos al estado de alta energia, formandose fosfoenolpiruvato (PEP). El fosfato de alta
energia del PEP es transferido al ADP por la Pyr quinasa (PyrKasa, EC 2.7.1.40) para generar dos
moléculas mas de ATP por molécula de Glc oxidada, generandose Pyr como producto. A
continuacion, este Pyr puede ser transportado a las mitocondrias, donde es empleado como fuente de
carbono y energia para las reacciones de respiracion y biosintesis (Figura 4).

Las plantas poseen en su metabolismo una serie de particularidades que les brindan una
marcada flexibilidad, requisito necesario para sobrellevar su estilo de vida sésil y poder desarrollarse
y aclimatarse a las situaciones adversas que les impone el medioambiente [29, 30]. Una particularidad
de las plantas es la duplicacion de la via glucolitica, con una que funciona dentro de los plastidos y

otra en el citosol (Figura 4). Ambas vias interaccionan entre si mediante el flujo de metabolitos, lo
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cual es posible por la presencia de transportadores ubicados en la membrana interna de los plastidos
[27]. La otra particularidad es la presencia de caminos alternativos para metabolizar varios de los
intermediarios involucrados en etapas clave del proceso [28, 29]. Estos pasos enzimaticos alternativos
se encuentran a nivel de la Suc, la Fru-6P, el Ga3P y el PEP, y estan catalizados por enzimas no
convencionales.

En virtud de que las plantas utilizan a la Suc como molécula de transporte a través de sus
tejidos, se la podria considerar como el punto de inicio de la glucélisis. En el caso de las células no-
fotosintéticas que reciben el carbono y la energia en forma de Suc, se necesitan pasos adicionales a
la glucolisis clasica para desdoblar este disacarido e incorporarlo a su metabolismo [18, 23]. Estos
pasos también son necesarios en aquellas plantas que transportan azicares alcoholes y oligosacaridos
de rafinosa [3]. La ruptura de la Suc puede ser llevada a cabo por dos enzimas distintas: la invertasa
(EC 3.2.1.26), que la degrada a Glc y Fru; o la Suc sintasa (EC 2.4.1.13), que la hidroliza a Fru y
UDP-Glc [3, 18, 31] (Figura 4). La actividad de una u otra enzima puede predominar seglin el tejido
o estadio de desarrollo y, dependiendo de la enzima que catalice la reaccion, los productos son
incorporados al metabolismo celular de distinta manera. La Glc y la Fru generadas por las invertasas
seran fosforiladas en el carbono-6 por la hexoquinasa para generar Glc-6P y Fru-6P. En cambio, la
UDP-Glc es convertida a Glc-1P mediante la UDP-GIcPPasa en una reaccion que genera UTP y
utiliza PPi. Luego, la Glc-1P es convertida a Glc-6P mediante la fosfoglucomutasa (EC 5.4.2.2) y
continua siendo metabolizada por la via glucolitica o es transportada al plastido (Figura 4). A pesar
de las diferencias iniciales en la degradacion de Suc, la conversion a Gle-6P es el punto comun en las
dos vias de hidrolisis del disacarido, metabolito que puede ser particionado entre diferentes vias
metabolicas [18, 23, 32].

Otra bifurcacidon ocurre al nivel de la Fru-6P, que puede ser convertida a Fru-1,6-bisP
mediante la ATP-PFKasa clasica o bien mediante la fosfofructoquinasa dependiente de PPi
(PPi-PFKasa, EC 2.7.1.90) (Figura 4). Esta ultima enzima, cataliza una reaccion reversible que se
encuentra cercana al equilibrio in vivo y utiliza PPi como dador del grupo fosfato en lugar de ATP
[27, 33]. Esta bifurcacion es ventajosa para la conservacion de energia y se vuelve especialmente
relevante bajo condiciones de deplecion de Pi. En esta situacion hay un drastico descenso en las
concentraciones de ATP y ADP, lo cual se vuelve un factor limitante para el metabolismo, mientras
que los niveles de PPi tienden a ser constantes [34]. La PPi-PFKasa es marcadamente activada por
niveles micromolares de fructosa-2,6-bisfosfato (Fru-2,6-bisP) y plantea una bifurcacion critica del
paso catalizado por la ATP-PFKasa que es altamente regulado [27]. Desde su descubrimiento, los
numerosos estudios realizados con la PPi-PFKasa han llevado a la idea de que podria considerarsela

como una enzima adaptativa, involucrada fundamentalmente en la glucolisis en lugar de la
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gluconeogénesis, capaz de dar a la planta la flexibilidad de adaptar su metabolismo a situaciones de
estrés [23].

A nivel del Ga3P se genera otra bifurcacion debido a la presencia de dos deshidrogenasas
diferentes, la Ga3PDHasa y la np-Ga3PDHasa, las cuales pueden direccionar este metabolito
siguiendo dos caminos diferentes, como se explic anteriormente (Figura 4). Con respecto al PEP, en
la glucolisis clasica es convertido a Pyry ATP por la PyrKasa; sin embargo, en el citosol de las células
vegetales el PEP puede ser convertido en OAA mediante la PEP carboxilasa (PEPCasa, EC 4.1.1.13)
que utiliza bicarbonato y no sintetiza ATP. El OAA producido es convertido luego a malato mediante
la malato deshidrogenasa (MDHasa, EC 1.1.1.37) dependiente de NAD", pudiendo el malato ser
transportado a la mitocondria o al plastido, donde es utilizado en vias metabodlicas biosintéticas.
Dentro de las organelas, el malato es convertido a Pyr mediante la enzima malica dependiente de
NAD*" (NAD-ME, EC 1.1.1.39) 0 de NADP* (NADP-ME, EC 1.1.1.40), respectivamente [18, 23, 27]
(Figura 4). Este cortocircuito generado por el conjunto PEPCasa/MDHasa/NAD(P)-ME es importante
durante la deplecion nutricional de Pi, cuando la actividad de la PyrKasa se encuentra limitada por
las bajas concentraciones de ADP [27].

El funcionamiento de la glucolisis es diferente en los distintos tejidos de las plantas y ante los
diferentes estadios fisioldgicos. Por ejemplo, durante los periodos de luz son las triosas-P, en lugar
de las hexosas-P, los principales intermediarios fotosintéticos que van a ingresar a la glucolisis [18].
Ademas, los transportadores presentes en la membranas de los plastidos también pueden variar segun

si el tejido tiene o carece de capacidad fotosintética [35].
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Figura 4. Panorama general de la via glucolitica dentro en una célula vegetal no-fotosintética.
En el esquema se muestran las enzimas que participan de la glucolisis clasica (@), de rutas alternativas
0 en pasos previos a la glucolisis clasica (®) y de la via que ocurre dentro de los plastidos (e). También
se presentan las enzimas involucradas en el metabolismo de los productos de la glucdlisis dentro de
las mitocondrias (e) y las vacuolas (). Los niimeros corresponden a las enzimas (1) invertasa, (2)
Suc sintasa, (3) hexoquinasa, (4) UDP-GIcPPasa, (5) nucleésido difosfato quinasa, (6)
fosfoglucoisomerasa, (7) fosfoglucomutasa, (8) PPi-PFKasa, (9) ATP-PFKasa, (10) Fru-1,6-bisP
aldolasa, (11) triosa-P isomerasa, (12) Ga3PDHasa, (13) np-Ga3PDHasa, (14) 3-PGAKasa, (15)
fosfogliceratomutasa, (16) enolasa, (17) PyrKasa, (18) PEPasa, (19) PEPCasa, (20) PEPCKasa, (21)
MDHasa, (22) NAD-ME, (23) fosforilasa, (24) a-y B-amilasas, (25) NADP-ME. Las flechas sefialan
que a nivel fisiologico las reacciones enzimdticas son irreversibles (=) o reversibles (&<-2).

Adaptado a partir del trabajo de revision de Plaxton, 1996 [29].
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1.2.2 La sintesis de compuestos de reserva en plantas.

Las plantas almacenan, en sus tejidos de reserva, almiddn, lipidos o proteinas en diferentes
proporciones. A diferencia del almidon transitorio que se acumula en los cloroplastos de los tejidos
verdes, en los tejidos heterotrdficos el almidon se almacena en los amiloplastos como reserva de largo
plazo [23]. El primer paso en la sintesis de almidén es realizado por la fosfoglucomutasa, que
convierte la Glc-6P en Glc-1P. Luego, la Glc-1P es utilizada por la ADP-glucosa (ADP-Glc)
pirofosforilasa (ADP-GlcPPasa, EC 2.7.7.27) para sintetizar ADP-Glc empleando ATP como
cofactor. Esta ADP-Glc luego es utilizada por la almidén sintasa (EC 2.4.1.21) para elongar una
cadena de o-1,4-glucano que conforma la amilosa y luego la enzima ramificante (EC 2.4.1.18)
completa el proceso formando las ramificaciones «o-1,6 presentes en la porcion amilopectina del
almidon [23]. La reaccion catalizada por la ADP-GlcPPasa es el paso limitante para la sintesis del
polisacarido [36, 37]. A pesar de que termodinamicamente esta reaccion es libremente reversible, en
la célula funciona en el sentido de sintesis de ADP-Glc debido a la hidrélisis de PPi por las
pirofosfatasas [38] y el empleo del nucledtido-azicar por la almidon sintasa [23]. La ADP-GlcPPasa
no solo es regulada alostéricamente por metabolitos [37, 39—41], sino que también esta regulada por
mecanismos de 6xido-reduccion [42, 43] y fosforilacion [44].

El carbono almacenado en la forma de lipidos se encuentra mas reducido que en los azficares,
es por esto que el catabolismo de los primeros libera el doble de energia que el de carbohidratos [45,
46]. Los TAGs se sintetizan en los plastidos de los tejidos heterotréficos y luego se almacenan en los
cuerpos oleosos, unas organelas esféricas simples formadas por una monocapa de fosfolipidos con
proteinas insertas [47]. Las oleosinas, que son las proteinas insertas mas abundantes en las membranas
de estas organelas, determinan el tamafio [48, 49] y promueven la repulsion eléctrica entre las
vesiculas [50] para prevenir que colapsen entre si durante la maduracion, desecacion y germinacion
de las semillas [51, 52]. Ademads, la repulsion generada por las oleosinas permitiria mantener una
importante relacion superficie a volumen, dando mayor superficie de accion a las lipasas encargadas
de degradar los TAGs [25].

En las oleaginosas, las proteinas de reserva se almacenan en vacuolas especiales presentes en
el endosperma y el embrion de las semillas. En Arabidopsis se han descripto dos tipos, las 2S
albuminas y las 12S globulinas, y su metabolismo durante la germinacion es muy importante [53].
Por ejemplo, se ha descripto que en plantulas de la mutante prt6, en las cuales el metabolismo de las
12S globulinas se encuentra alterado, el crecimiento estd retrasado con respecto a las plantulas

salvajes [53].
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1.2.3 La degradacion de los compuestos de reserva.

Durante la germinacidon de las semillas, el metabolismo se orienta a degradar los compuestos
de reserva almacenados para emplearlos como fuente de carbono y energia hasta que la plantula
desarrolla el aparato fotosintético [26]. El catabolismo de los TAGs depende de una secuencia de
reacciones metabolicas que se desarrollan en diferentes compartimientos subcelulares y pueden
agruparse en cuatro fases: i) la lipolisis, ii) la B-oxidacion, iii) el ciclo del glioxilato, y iv) la

gluconeogénesis.

1.2.3.1 La lipdlisis.

El primer paso para degradar los TAGs consiste en hidrolizarlos a 3 moléculas de acidos
grasos libres (AGs) y una de glicerol (Gro), lo cual es llevado a cabo de forma secuencial por tri-, di-
y mono-acilglicerolipasas. Estas lipasas se ubican en la interfase entre el aceite y el agua de los
cuerpos oleosos y, si bien han sido estudiadas en varias oleaginosas, existen en la literatura diferencias
importantes respecto a las actividades enzimaticas, la localizacion subcelular y la regulacion [54].
Arabidopsis posee dos genes codificantes para TAG lipasas (EC 3.1.1.3); sdpl y sdplL. Durante la
germinacion de semillas mutantes nulas en estos genes, la hidroélisis de los TAGs se reducen en un 70
y 90% para la mutantes simples y dobles, respectivamente [55, 56]. Los AGs liberados en este paso
son transportados al peroxisoma por un transportador especifico para ser catabolizados mediante la
B-oxidacion [25, 54].

Estudios realizados en semillas de ricino en germinacioén, demostraron que el Gro generado
por la hidrélisis de los TAGs puede ser incorporado al metabolismo para sintetizar Suc mediante la
gluconeogénesis, o bien usarse como sustrato respiratorio [57-59]. Para esto, la Gro quinasa
(EC 2.7.1.30) lo fosforila a Gro-3-fosfato (Gro-3P) en el citosol y luego, la Gro-3P deshidrogenasa
lo convierte a DHAP. Existen dos isoformas de Gro-3P deshidrogenasas, una citosdlica, dependiente

de NAD™ (EC 1.1.1.8) y una mitocondrial, dependiente de FAD (EC 1.1.5.3) [60] (Figura 5).

1.2.3.2 La B-oxidacién

Una vez en el peroxisoma, los AGs deben ser activados por esterificacion con coenzima A
(CoA) para poder ingresar a la via ciclica de la B-oxidacion [61]. Para esto, la acil-CoA sintetasa
(EC 6.2.1.3) convierte a los AGs en acil-AMP empleando ATP y luego, el grupo carbonilo del
adenilato reacciona con el grupo tiol de la CoA para dar el acil-CoA [62]. Esta esterificacion de los
AGs a acil-CoA los activa para el ataque oxidativo en la posicion del carbono B [25]. En cada ciclo
de la B-oxidacion una molécula de acil-CoA (n carbonos) es escindida a una molécula de acetil-CoA

(2 carbonos). El acil-CoA remanente (n-2 carbonos) ingresa nuevamente a la espiral de la B-oxidacion
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para repetir el proceso nuevamente. El ciclo comienza con la acil-CoA oxidasa (EC 1.3.3.6), que
oxida el acil-CoA a trans-2-enoil-CoA y H,O, empleando FAD como cofactor. En plantas, las acil-
CoA oxidasas forman una familia de enzimas con diferentes propiedades moleculares y
especificidades para AGs de diferente longitud [63, 64]. Luego actla la proteina multifuncional que
posee dos actividades enziméticas, una hidratasa (EC 4.2.1.17), que lo convierte a hidroxiacil-CoA y
una deshidrogenasa (EC 1.1.1.35), que lo convierte en 3-cetoacil-CoA [25]. La proteina
multifuncional también posee las actividades enziméticas auxiliares necesarias para oxidar ciertos
AGs insaturados [65]. Por ultimo, la 3-cetoacil-CoA tiolasa (EC 2.3.1.16) cataliza la ruptura tiolitica
del acetil-CoA. De esta forma, los productos finales de la B-oxidacion son acetil-CoA, H,O, y NADH.

Dada la toxicidad del H,O, para la célula, en los peroxisomas existe abundante actividad
catalasa (EC 1.11.1.6) que escinde el HO, en H,O'y O», para proteger a la célula de su efecto oxidante
[66]. Como la membrana del peroxisoma es permeable a pequefios metabolitos, pero no a moléculas
de mayor tamafio como el NADH, éste debe ser re-oxidado dentro de esta organela [67—69]. Los
mecanismos  propuestos para oxidar el NADH involucran a la lanzadera de
ascorbato-monodehidroacorbato [25] y ala MDHasa peroxisomal (EC 1.1.1.37) [25, 70]. Finalmente,

el acil-CoA es transportado al glioxisoma, para ser metabolizado por el ciclo del glioxilato.

1.2.3.3 El ciclo del glioxilato.

El ciclo del glioxilato ocurre en unas organelas especializadas llamadas glioxisomas, las
cuales estan formadas por una monocapa fosfolipidica [25, 71]. Este ciclo es una forma modificada
del ciclo de los &cidos tricarboxilicos, en el cual se saltean los pasos en los que ocurre la
descarboxilacion. De esta manera, este ciclo permite producir nuevos esqueletos carbonados, sin
perder carbono como CO» en el proceso [72]. Tres de las cinco enzimas que actdan en este ciclo se
encuentran también en el ciclo de los acidos tricarboxilicos: la citrato sintasa (EC 4.1.3.7), la aconitasa
(EC 4.2.1.3) y la MDHasa. Las dos enzimas restantes son exclusivas de esta via y son las encargadas
de saltear los pasos descarboxilativos del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos: la isocitrato liasa (EC
4.1.3.1) y la malato sintasa (EC 4.1.3.2), que se encargan de convertir al acetil-CoA en citrato y
malato, respectivamente [72]. Durante la germinacién de las semillas, la isocitrato liasa, la malato
sintasa y la citrato sintasa se ubican en el peroxisoma, mientras que la aconitasa y la MDHasa lo
hacen en el citosol [72]. Es por esto que la operacion del ciclo del glioxilato precisa del transporte de
los metabolitos a través de la membrana del glioxisoma, aunque estos mecanismos de transporte aiin
son desconocidos [25]. A pesar de que los peroxisomas de Arabidopsis poseen dos isoformas de la
MDHasa, estas proteinas no participan en el ciclo del glioxilato, sino que operan en conjunto con
enzimas extra-peroxisomales en una lanzadera redox para regenerar el NAD*[54].
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1.2.3.4 La gluconeogénesis.

El malato sintetizado en el ciclo del glioxilato es convertido a OAA por la MDHasa, y luego,
este OAA es descarboxilado a PEP por la PEPCKasa dependiente de ATP (EC 4.1.1.49) [73, 74]. La
reaccion catalizada por la PEPCKasa es la Gnica mediante la cual los eucariotas pueden saltear la
reaccion irreversible catalizada por la PyrKasa [25]. Por otra parte, el Pyr resultante del metabolismo
de los aminoécidos Ala, Cys, Gly, Ser, Thr, Trp, provenientes de la degradacion de las proteinas de
reserva, es canalizado hacia el flujo gluconeogénico por la Pyr Pi diquinasa (PPDKasa, EC 2.7.9.1)

[75].

20



Citosol

£ Lipidos

“ Cuerpos oleosos ™

<" Glioxisoma

Coh + ATP

Citrato —--1> 15

&

Ciclo del Isocitrato

glioxilato

ide reserva
TAGs——1—<

Fumarato

\__Succinato

Glioxllato

NAD'
NADH Succinato
€—— Suc <
Transporte
Gro3P
Ciclo de los acidos
tricarboxllicos
s Malato
20
Pyr
>—T Malato
Proteinas NADH NAD' Mitocondria
de reserva

Figura S. Vias metabdlicas y compartimientos subcelulares implicados en la conversion de los
aceites de reserva en sacarosa durante la germinacion de las semillas. [.os nimeros corresponden
a las enzimas: 1) TAGs lipasas, 2) Gro quinasa, 3) Gro-3P deshidrogenasa citosoélica, 4) acil-CoA
sintetasa de cadena larga, 5) acil-CoA oxidasa, 6) proteina multifuncional-hidratasa, 7) proteina
multifuncional-deshidrogenasa, 8) 3-cetoacil-CoA tiolasa, 9) catalasa, 10) ascorbato peroxidasa,
11) monodehidroascorbato reductasa, 12) MDHasa glioxisomal, 13) malato sintasa, 14) citrato
sintasa, 15) aconitasa, 16) isocitrato liasa, 17) Gro-3P deshidrogenasa mitocondrial, 18) MDHasa

citosdlica, 19) PEPCKasa, 20) PPDKasa, CTS) transportador de AGs. Las lineas de puntos resumen

varios pasos enzimaticos y las grises pasos de transporte.
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1.3 El metabolismo del PEP

El PEP es un intermediario clave en el metabolismo de todos los organismos vivos, puesto
que funciona como un punto de conexion entre la glucolisis, la gluconeogénesis y el metabolismo de
los acidos carboxilicos [76]. Este rol clave se debe a que es un compuesto con un alto contenido
energético, ubicado en la posicion mas alta en la escala de los metabolitos fosforilados. La hidrélisis
del PEP posee un AG de -14,8 kcal, contra -7,3 y -3,3 kcal para el fosfato terminal del ATP y la
Glc-6P, respectivamente [77]. Esta alta energia de hidrolisis se debe en parte a que el equilibrio entre
la formas ceto y enol del Pyr esta favorecida hacia la forma ceto, puesto que la enol/ posee una energia
considerablemente mas elevada [77, 78]. Por otra parte, el PEP participa en una gran variedad de
reacciones debido a que el corte enzimatico a cada lado del &tomo de oxigeno enol produce dos grupos
activos diferentes: el corte del enlace C-O produce uno pirtvico y el carbono O-P uno fosforilo [77].

El rol central del PEP en el metabolismo se pone en evidencia por las diferentes enzimas que
lo utilizan como sustrato y que lo reparten hacia diferentes vias metabolicas del metabolismo primario
y secundario [77, 78] (Figura 6). Ademas, en las plantas su importancia es mayor porque participa en
la regulacion de “abajo hacia arriba™ de la glucolisis, pues inhibe fuertemente a las ATP-PFKs y
PPi-PFKs, actuando como un regulador del flujo a través de esta via [28, 29, 78]. De esta forma, el
PEP es una sefial metabolica que actiia como un efector alostérico de numerosas enzimas citosélicas
y plastidicas [27, 30, 77, 79-81].

La funcién del PEP como nodo de bifurcacion del metabolismo se evidencia en la
conservacion evolutiva de su union estereoquimica a diferentes enzimas que catalizan el reemplazo
alé¢lico del fosfato. En las reacciones catalizadas por la PEPCasa, la PyrKasa, la PEPCKasa, la
3-deoxi-7-fosfoheptunolato  (DAHP) sintasa (EC 2.5.1.54) y la 3-fosfoshikimato
1-carboxiviniltransferasa (EC 2.5.1.19), la sustitucion ocurre en la cara si del carbono-2, a pesar de
que no existe ninguna ventaja en la orientacion de la cara re o si del PEP hacia el ataque de un agente
electrofilico [77, 82—84]. El hecho de que en todas estas enzimas la sustitucion ocurra en la fase si
sugiere que una vez dada la evolucion del sitio de unidn al PEP, la estructura bésica fue retenida

cuando las distintas vias metabdlicas evolucionaron [77, 84].
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Figura 6. Enzimas involucradas en el metabolismo del PEP. [.os niimeros corresponden a las
enzimas involucradas en el metabolismo del PEP; 1) enolasa (EC 4.2.1.11), 2) 3-fosfoshikimato 1-
carboxiviniltransferasa (EC 2.5.1.19), 3) DAHP sintasa (EC 2.5.1.54), 4) PEP sintasa (EC 2.7.9.2),
5) PPDKasa (EC 2.7.9.1), 6) PEP fosfatasa (3.1.3.60), 7) PyrKasa (EC 2.7.1.40), 8) PEPCKasa
dependiente de GTP ( EC 4.1.1.32), ATP (EC 4.1.1.49) o PPi (EC 4.1.1.38), 9) PEPCasa (EC
4.1.1.31). DAHP, 3-deoxi-7-fosfoheptunolato; E4P, eritrosa-4-fosfato, ESPS, 5-enolpiruvilshikimato
3-fosfato. La imagen fue inspirada en el trabajo de Plaxton y O Leary, 2012 [78].
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1.3.1 La PEPCKasa.

1.3.1.1 Mecanismo de reaccion.

Las PEPCKasas catalizan la descarboxilacion del OAA formando un eno!/ de Pyr que luego es
fosforilado para dar PEP (Figura 7) [85, 86] mediante un mecanismo conservado de transferencia del
fosforilo que ocurre por una sustitucion nucleofilica del tipo Sn2 [87]. Aunque in vitro esta reaccion
es totalmente reversible, el funcionamiento de la enzima en el sentido de formacidn de PEP es el mas
favorable y seria el sentido de funcionamiento in vivo. Esta enzima necesita de dos iones metalicos
para ser activa, uno que es necesario para formar un complejo con el sustrato nucleotidico y otro que
actiia como cofactor uniéndose a la enzima en ausencia del sustrato [20] (Figura 7). La activacion del
nucledtido puede ser realizada por el Mg™ y el Mn™2, mientras que el segundo metal, que actia como
cofactor, por lo general es un metal de transicion como el Mn*", Co* o Ca*". La funcion de este
segundo metal seria promover la descarboxilacion del OAA mediante la formacion de complejos y

estabilizar el i6n enolato durante la catalisis [85, 86, 88].

En lo que respecta al mecanismo de reaccion, existen diferentes opiniones en la literatura [85, 86,
89, 90]. Para la PEPCKasa de E. coli y levaduras, se ha propuesto un mecanismo cinético del tipo
semi-ordenado o totalmente al azar [85, 90], mientras que para la enzima citosolica de rata se ha
propuesto un mecanismo ordenado [86]. Sin embargo, en ambos casos se propuso que durante la
catalisis se forma un intermediario enolato reactivo, el cual, para mediar efectivamente la conversion
quimica del OAA en PEP, debe ser estabilizado para protegerlo de la protonacion que podria
desacoplar el consumo de OAA con la produccion de PEP mediante la formacion de Pyr (Figura 7).
En el caso de la enzima de rata, se ha propuesto que para mediar la catalisis, la enzima debe
experimentar una transicion desde una forma abierta y desordenada a una conformacion cerrada,
rigida y cataliticamente competente, luego de la uniéon de los sustratos [86]. Sin embargo, para la
enzima de E. coli, no se han descripto cambios significativos en la estructura luego de la union de los

sustratos mediante el andlisis de la estructura cristalina y estudios espectroscopicos [85, 89].
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Figura 7. Esquema de reaccion propuesto para la PEPCKasa de E. coli. La imagen fue adaptada
de la figura presente en el trabajo de Matte y col., 1997 [85].

1.3.1.2 Origen evolutivo.

Las PEPCKasas estan presentes en todos los seres vivos y se clasifican, de acuerdo con la
especificidad de nucleodtidos, en dependientes de ATP, GTP o PPi [20]. Las dependientes de ATP se
encuentran en bacterias, levaduras y plantas, y las dependientes de GTP en mamiferos, arqueas y un
pequeiio grupo de bacterias [76, 91, 92]. La distribucion de las dependientes de PPi es menos clara.
Esta actividad enzimatica fue descubierta en 1961 en extractos crudos de Propionibacterium
shermanii |93]. Sin embargo, recién en el afio 2015 se identifico el gen codificante para esta enzima
en Entamoeba histolytica [76]. Ademas de la especificidad de sustratos, las diferentes PEPCKasas

también difieren en su estructura cuaternaria, siendo las enzimas bacterianas y las dependientes de
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GTP monoméricas [85], las dependientes de PPi homodiméricas [94] y las dependientes de ATP
homomultiméricas, con cuatro o seis subunidades [95-97].

No existe homologia entre las PEPCKasas dependientes de ATP y GTP, sin embargo en su
secuencia primaria se encuentran sitios similares de union a sus sustratos y al metal [85, 91, 92]. Con
respecto a las PEPCKasas dependientes de PPi, éstas no poseen ninguno de los dominios cataliticos
descriptos en las dependientes de ATP y GTP, por lo que la distancia evolutiva en este caso es ain
mayor [76]. El origen evolutivo de estas enzimas es bastante confuso, pues no existe homologia entre
ellasy, en el caso de las dependientes de PPi, tampoco se identifican los dominios consenso de union
a sustratos. Sin embargo, al comparar las estructuras tridimensionales de estas enzimas se observan
similitudes, tanto en la conformacion de sus dominios N-y C- terminales como en la ubicacion de los
iones metalicos [94]. Es por esto que se ha propuesto que el punto de divergencia entre las distintas

PEPCKasas es anterior al nacimiento del Gltimo ancestro comun vivo [94].

1.3.1.3 Localizacién subcelular.

Las PEPCKasas de plantas superiores se localizan en el citosol [98-100]. En el caso de las
ATP-PEPCKasas de la diatomea Skeletonema costatum y del alga parda Laminaria setchellii, se ha
descripto una ubicacién cloroplastidica [101]. La GTP-PEPCKasa de Euglena gracilis, también se
localiza en el citosol [102]. En el caso de las GTP-PEPCKasas de mamiferos, existe una isoforma
localizada en el citosol, que al ser fosforilada se traslada hacia el reticulo endoplasmatico [103], y

otra localizada en la mitocondria [104].

1.3.1.4 Funciones fisiolégicas.

1.3.1.4.1 Descarboxilaciéon de acidos C; en la fotosintesis Cs y CAM.

El proceso por el cual las plantas fijan el CO» por reaccion con un aziicar de cinco carbonos
a través de la RuBisCO produciendo dos moléculas del compuesto de tres carbono (3-PGA) es
denominada fotosintesis Cs, la cual es un proceso trascendente que sustenta el ciclo de toda la vida en
la Tierra [105]. Sin embargo, este metabolismo presenta el problema de la fotorrespiracion, la cual
es el resultado de la actividad oxigenasa de la RuBisCO, que puede fijar O, en lugar de CO,,
generando 3-PGA y 2-fosfoglicolato como productos [105]. Dado que el 2-fosfoglicolato es un
compuesto toxico para la planta, debe ser reciclado mediante la via de la fotorespiracion, la cual

consume energia y provoca la pérdida de las formas organicas del carbono y nitrégeno [105].
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Durante el transcurso de la evolucion, surgié la fotosintesis Cs que es una adaptacion
evolutiva que hizo a un grupo de plantas mas productivas, en especial en las zonas tropicales y
subtropicales, puesto que permite una mayor productividad en ambientes calidos y con limitaciones
de agua [106]. A pesar de que las plantas C, representan solo el 3% de todas las especies vegetales,
son responsables de aproximadamente el 25% de toda la fijacion terrestre de CO-, lo que las convierte
en actores muy importantes del ciclo global del carbono [107]. Este proceso evolutivo, que surgid de
forma independiente en diferentes grupos taxondmicos [106, 108], precis6 de una serie de
adaptaciones morfoldgicas y metabolicas. La adaptacion morfologica implicé una modificacion en la
estructura de las hojas, diferenciando dos tipos celulares diferentes: las células de la vaina vasculary
las del meséfilo, las cuales se configuran en una estructura llamada anatomia de Kranz [6]. La
adaptacion metabolica, implicd que en las células del mesofilo se concentraron todas las enzimas
necesarias para la fijacion inicial del CO,, mientras que en las de la vaina vascular aquellas

involucradas en el CBCB [105].

En las células del mesdfilo de las plantas C4 el CO, es convertido a HCOs™ por la anhidrasa
carbonica (EC 4.2.1.1), el cual luego es fijado sobre el PEP por la PEPCasa, generando OAA (un
compuesto de 4 carbonos) [106]. Luego, el OAA es reducido a malato o transaminado a Asp, por la
MDHasa o la Asp aminotransferasa (EC 2.6.1.1), respectivamente [109]. Estos compuestos de cuatro
carbonos son transportados a las células de la vaina vascular, donde son descarboxilados para liberar
CO; en el entorno donde se localiza la RuBisCO para ser fijado nuevamente. De esta forma, se reduce
marcadamente la concentracion relativa de oxigeno alrededor de la RuBisCO, reduciendo la
fotorespiracion y aumentando la eficiencia de todo el proceso [105]. Los diferentes linajes Cs
reclutaron a tres descarboxilasas de acidos C, diferentes; la NADP-ME, la NAD-ME y la PEPCKasa
[106, 110]. En los linajes C4 que transportan principalmente malato a las células de la vaina vascular,
¢éste es descarboxilado en los cloroplastos a Pyr por la NADP-ME. En cambio, otros linajes
transportan principalmente Asp a las células de la vaina vascular, el cual es desaminado a OAA por
la Asp aminotransferasa y luego el OAA es convertido a Pyr por la accion secuencial de la
NADP-MDH y la NAD-ME. El Pyr resultante puede ser convertido a Ala por la accion de la Ala
aminotransferasa (EC 2.6.1.2). En el tercer linaje, que puede transportar tanto malato como Asp a las
células de la vaina vascular, el Asp es descarboxilado por la acciéon consecutiva de la Asp
aminotransferasa y la PEPCKasa, mientras que el malato es descarboxilado a través de la NAD-ME
mitocondrial [111]. Finalmente, los intermediarios generados (Pyr, PEP y Ala) regresan a las células

del mesofilo para reanudar el ciclo [105].
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De acuerdo con la principal descarboxilasa empleada en el proceso, se pudo establecer una
clasificacion en tres subtipos diferentes. Sin embargo, se ha demostrado que las vias de
descarboxilacion son relativamente flexibles y operarian de forma simultanea en muchas especies
[109, 111]. Por ejemplo, el maiz se clasifica como una planta del subtipo NADP-ME, pero estudios
de marcado con *CO, y "*CO, demostraron que si bien la mayoria del carbono es incorporado como
malato, una parte sustancial se fija como Asp [112, 113]. Ademas, las células de la vaina vascular
aisladas de hojas de maiz poseen actividad PEPCKasa [114] y pueden usar el Asp para producir CO»
[115]. Por esto, se ha propuesto que el nivel de descarboxilacion del Asp podria variar de acuerdo

con las distintas situaciones del desarrollo o el ambiente [113, 115].

Una estrategia fotosintética diferente que también fue adquirida durante la evolucion de las
plantas es el metabolismo acido de las crasulaceas (CAM), en la cual se fija el CO; en un acido Cs4
pero en este caso existe una separacion temporal con respecto al funcionamiento del CBCB [116,
117]. Este metabolismo recibe su nombre por la prominencia que tiene en las plantas de la familia de
las crasulaceas (que incluye a los cactus, al anan4, la vainilla y el agave, entre otras), pero también ha
sido descripto en otras familias de angiospermas [6]. Las plantas CAM poseen una alta eficiencia en
el uso del agua, lo que les permite habitar ambientes desérticos extremos. Esta eficiencia la logran al
abrir sus estomas para tomar el CO, ambiental durante las noches frias y himedas y mantenerlos

cerrados durante los dias calurosos y secos, reduciendo al minimo la transpiracion [6, 116, 117].

Durante la noche, estas plantas abren sus estomas para permitir el ingreso del CO-, que es
disuelto en el citosol a HCOj5™ por la anhidrasa carbénica. Luego, la PEPCasa fija el HCO5; a OAA,
el cual luego se reduce a malato por la MDHasa y se almacena en la vacuola. Durante el dia, las
plantas mantienen cerrados sus estomas para evitar la pérdida de agua por evaporacion. En esta
condicidn, el malato almacenado sale de la vacuola para ser descarboxilado por la NAD(P)-ME o la
PEPCKasa, liberando el CO; en la cercania de la RuBisCO para ser fijado por el CBCB [6, 118]. A
pesar de que el proceso de acidificacion y desacidificacion diurna en las hojas en las crasulaceas fue
descripta en el afio 1920 [119], los mecanismos moleculares que subyacen a este metabolismo ain no
han sido completamente dilucidados. El analisis de diferentes especies con metabolismo CAM
permitio agruparlas en dos grandes grupos: uno que utiliza las NAD(P)-ME para descarboxilar el
malato (y en la que no se detecta actividad PEPCKasa) y un segundo grupo que utiliza a la PEPCKasa
(Y que posee muy baja actividad NAD(P)-ME) [118, 120]. De esta forma, en el metabolismo CAM
se establecieron dos caminos diferentes de descarboxilacion del acido Ci, similar a lo descripto

anteriormente para la fotosintesis Cs.
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1.3.1.4.2 Fijacion del CO; atmosférico en algas.

Se ha sugerido la existencia de un metabolismo del tipo C,4 en algas, aunque la evidencia hasta
el momento no es concluyente [121]. En un trabajo realizado en el alga marina Udofea flabellum, la
cual posee una fotosintesis similar al tipo C,; pero no posee una compartimentacion celular del tipo
Kranz, se observo que la actividad carboxilasa de la PEPCKasa era equivalente a la de la RuBisCO
[100]. Ademas, al inhibir a la PEPCKasa con el inhibidor especifico dcido 3-mercaptopicolinico la
fotosintesis disminuy6 en un 70% [100]. Por otra parte, en la diatomea Thalassiosira weissflogii se
describié un metabolismo del tipo Cs, en la cual la PEPCKasa tendria un rol en la descarboxilacion
de los acidos C4 [122]. De forma sorprendente, en las diatomeas Skeletonema costatum y Laminaria
setchellii se determino para la PEPCKasa una localizacion cloroplastidica, lo que coincidiria con el

rol de esta enzima como descarboxilasa que entrega el CO, en la cercania de la RuBisCO [101].

1.3.1.4.3 Gluconeogénesis en semillas oleaginosas.

El rol clave de la PEPCKasa en la gluconeogénesis ha sido establecido en bacterias [123,
124], levaduras [125, 126], mamiferos [104, 127] y plantas [128, 129]. El rol de esta enzima en la
gluconeogénesis vegetal fue determinado en el afio 1978, cuando Leegood y Ap Rees [128, 129]
encontraron la actividad PEPCKasa en extractos crudos de Cucurbita peppo y purificaron la enzima
a partir de estos tejidos. Ademas, mediante el empleo de dcido 3-mercaptopiconilico, lograron frenar
el flujo gluconeogénico. Posteriormente, se determin6 que la acumulacion de la PEPCKasa coincidia
con el de otras enzimas gluconeogénicas (isocitrato liasa y malato sintasa) en los cotiledones de
Cucurbita pepo 'y Cucurbita sativus [130], Arabidopsis thaliana [131]y Ricinus comunis [132] a los
pocos dias de la imbibicion de las semillas.

Mediante estudios genéticos llevados a cabo en Arabidopsis fue posible profundizar el
conocimiento sobre el rol fisiolégico de la PEPCKasa. Arabidopsis es un organismo modelo para el
cual se han desarrollado gran cantidad de herramientas que la hacen ideal para este tipo de estudios:
posee el genoma secuenciado con un alto nivel de confianza, existen colecciones de mutantes
insercionales por T-DNA y protocolos sencillos de transformacion genética. Arabidopsis posee dos
genes codificantes para ATP-PEPCKasas: PEPCK1 (At4g37870) y PEPCK?2 (At5g65690). El gen
PEPCK] es el que mas se expresa durante la germinacion de las semillas, siendo el gen PEPCK?2 de
expresion menos abundante y mas restringida a otros 6rganos de la planta [74]. A través del estudio
de lineas silenciadas por la tecnologia de ARN antisentido [74] y de mutantes insercionales nulas
[133] en el gen PEPCK 1, se determind el rol clave de esta enzima en el flujo gluconeogénico. Estas
lineas mutantes estaban seriamente afectadas en el crecimiento de las plantulas en un medio de cultivo
basal sin el agregado externo de una fuente de carbono. De forma opuesta, al crecer las semillas en
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medio suplementado con Suc, el crecimiento era normal [74, 133]. Una vez que las plantulas
desarrollaban aparato fotosintético, no se observaban diferencias con las plantas salvajes. Ademas,
estas mutantes no tenian alteraciones en la tasa de catabolismo de los lipidos de reserva, pero si existia
una disminucion en los niveles de azlicares solubles en las plantulas. Sin embargo, cuando las
mutantes se crecian bajo condiciones de iluminacion suboptimas o bien en la oscuridad, el
crecimiento estaba aun mas afectado y la elongacion del hipocotilo se veia reducido en comparacion
con las plantulas salvajes. Esta reduccion en la elongacion del hipocotilo se obtenia también al
eliminar el endosperma de las semillas, tejido en el cual las plantas oleaginosas almacenan los lipidos.
Es por esto que ambos fenotipos podian explicarse como el resultado de una reducciéon en las
cantidades de Suc que llegaban al embrion desde el endosperma [73].

Si bien las mutantes pepckl poseen un desarrollo afectado en comparacion con las plantas
salvajes, las plantulas llegan a desarrollar su aparato fotosintético y a convertirse en plantas adultas.
Esto indicaba que el paso catalizado por la PEPCKasa, si bien era importante, no representaba la
unica via por la cual podria fluir el carbono hacia la gluconeogénesis [73, 74]. Un trabajo posterior
realizado por Eastmond y col. [75], determiné que Arabidopsis utiliza dos caminos diferentes para
canalizar el carbono proveniente de degradacion de las reservas hacia la gluconeogénesis. Uno es el
camino clasico catalizado por la PEPCKasa, que direcciona el flujo de carbono proveniente de la
degradacion de los lipidos de reserva. El segundo es un camino catalizado por la PPDKasa, que se
encarga de orientar el flujo de carbono proveniente de la degradacion de las proteinas de reserva que
se acumulan en las semillas (Figura 5). En Arabidopsis, la PPDKasa muestra un patrén de expresion
similar al de la PEPCKasa, con un pico de expresion alrededor de los 2 dias luego de la imbibicion y
las mutantes en el gen ppdk muestran la misma dificultad en el crecimiento de las plantulas. Por otra
parte, el crecimiento de las plantulas mutantes dobles pepckl/ppdk estd seriamente afectado y

muestran una tipica respuesta de hambruna [75].

1.3.1.4.4 Gluconeogénesis durante la maduracion de los frutos.

Los frutos acumulan una gran variedad de compuestos, entre los que se incluyen los acidos
organicos [134]. Uno de los acidos organicos predominantes es el malato y su patrén de acumulacion
varia entre los diferentes frutos y no existe una division clara. Asi, algunos frutos climatéricos, como
la ciruela y el tomate, parecen utilizar el malato durante el estallido respiratorio; mientras que otros,
como el mango y la banana, contintian acumulando malato més alla del estadio de maduracion. En
aquellos frutos que utilizan el malato como sustrato respiratorio, se da una fase inicial durante el
desarrollo en la cual se sintetiza y acumula dentro de la vacuola, y luego, una fase secundaria durante
la maduracidn en la cual es degradado para sintetizar azicares [134].
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El metabolismo del malato ha sido estudiado con gran detalle en las uvas, dado el rol clave
que tiene la acidez de los frutos en la fermentacion del vino [134]. En las uvas, la Suc transportada
desde las hojas ingresa a la glucolisis para ser respirada o bien ser utilizada para la sintesis de malato.
El PEP resultante de la glucélisis es convertido en malato a través de la accion de la PyrKasa y la
NADP-ME, o bien por la acciéon combinada de la PEPCasa y la MDHasa [134-138]. Durante el
desarrollo de los frutos, se detecta un alto nivel de actividad PEPCasa, lo cual coincide con la
acumulacion de malato, y luego una disminucion abrupta de esta actividad durante la maduracion
[134].

Una vez que los frutos pasan a la fase de maduracion, el metabolismo vira hacia la
acumulacion de azlcares. En este estadio, se liberan cantidades importantes de malato de la vacuola,
induciendo la gluconeogénesis y, en consecuencia, la sintesis de aztcares [134, 137]. En este punto
el malato se convierte en aztcares por la accion combinada de la MDHasa y la PEPCKasa, o bien la
NADP-ME y la PPDKasa [134]. En este estadio se da un aumento de la actividad PEPCKasa, lo cual
coincide con un pico en la degradacion del malato. Sin embargo, cabe aclarar que la PEPCKasa
también esta presente en la fase previa de maduracion de los frutos, asi como también la PEPCasa se
mantiene durante la fase de maduracion [134]. Es por esto que probablemente existan sistemas de
regulacion cruzados para evitar la accion opuesta de ambas enzimas.

En plantas de tomate en las que la PEPCKasa fue silenciada mediante ARN de interferencia
ocurri6 una disminucion en el contenido de azucares, junto con un aumento en los niveles de malato
[139, 140]. Un efecto opuesto se observaba cuando este mismo gen se sobre-expresaba mediante el
promotor constitutivo 358 CAMV o con el promotor especifico de frutos E§ [141]. Ademas, estas
plantas sobre-expresantes mostraron una germinacion adelantada y mejor crecimiento de las

plantulas, como asi también un mejor crecimiento ante el agregado exdgeno de Suc.

1.3.1.4.5 Respuesta al estrés.

En Arabidopsis, la expresion del gen PEPCK1 ocurre en los hidatodos, los tricomas y las
células de la guarda, estructuras que participan en la respuesta a estrés bidtico [142—144]. En plantas
de Capsicum annuum, se aislé el gen codificante para una PEPCKasa a partir de una biblioteca de
cDNA enriquecida en genes de respuesta al estrés bidtico, construida a partir de hojas de plantas
infectadas con una cepa avirulenta de Xanthomonas [145]. Frente a la infeccion, aumentaba tanto la
expresion del gen como la actividad PEPCKasa, lo que hacia suponer el rol de esta enzima en la
respuesta al estrés bidtico. Ademas, el silenciamiento de este gen hacia a las plantas de pimiento mas
susceptibles a la infeccion, mientras que la sobreexpresion en Arabidopsis aumentaba la resistencia a
la infeccion [145]. En este trabajo, se determin6 también que la induccion de este gen se daba por
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sequia y frio, como asi también por hormonas involucradas en la sefializacion del estrés, como acido
salicilico, acido abscisico, etileno y metil-jasmonato.

Con respecto al rol de la PEPCKasa ante el estrés abiotico, las mutantes de Arabidopsis
pepckl son mas susceptibles a la sequia por un funcionamiento deficiente de sus estomas, lo que las
lleva a transpirar mdas [142]. Los estomas son poros microscopicos y ajustables ubicados en la
superficie de las hojas, a través de los cuales se toma el CO, del medio ambiente y se libera O» y H»O,
productos de la fotosintesis y la transpiracion, respectivamente [6, 146, 147]. Estos poros estan
rodeados por dos células altamente especializadas llamadas células de la guarda, cuya apertura esta
regulada mediante la modificacion del volumen celular (en el orden del 40-50%), producto de la
acumulacion de osmolitos y agua en el interior de la vacuola [148]. Estos cambios en el volumen
celular estan regulados por el metabolismo que opera en dichas células, el cual, a su vez, es regulado
mediante sefiales endogenas y ambientales [146].

Durante la apertura de los estomas, se acumula una serie de osmolitos en el interior de la
vacuola, siendo el K™ el principal. Este ion ingresa a las células de la guarda mediante canales
ubicados en la membrana plasmatica y luego se importa a la vacuola mediante transportadores que lo
intercambian por H" [146]. Como contraiones del K*, también se importa a la vacuola malato, cloruro
y nitrato. Durante el cierre de los estomas, se da un eflujo de los iones y metabolitos acumulados en
la vacuola, con la consiguiente pérdida de agua y, en consecuencia, turgencia de las células [6, 146,
148]. El malato juega un rol muy importante en el mecanismo de apertura y cierre estomatico. Este
acido organico puede ser sintetizado en las células de la guarda o bien ser importado desde las células
mesofilicas [146, 147]. La sintesis de malato en las células de la guarda se da a través del tandem
enzimatico PEPCasa—MDHasa descripto anteriormente. El carbono para la sintesis proviene de la
degradacion del almidéon, cuyo metabolismo en las células de la guarda presenta caracteristicas muy
particulares. A diferencia de lo que ocurre en las células mesofilicas, en las células de la guarda el
almidon es degradado durante el dia para soportar la sintesis de malato [146].

Durante el cierre de los estomas, el malato que escapa de la vacuola puede ser transportado
al apoplasto o bien ser metabolizado en el citosol por dos vias diferentes. En una via la NADP-ME lo
convierte en Pyr, que luego es metabolizado por el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos. Otra via es a
través de la MDHasa que lo convierte en OAA, el cual luego es convertido a PEP por la PEPCKasa
¢ ingresa a la gluconeogénesis. Las hexosas-P sintetizadas a través de la gluconeogénesis se emplean
para sintetizar almidon [146]. La deficiencia en el funcionamiento de los estomas en las mutantes
pepckl estaria relacionado a una anomalia en el metabolismo del malato, puesto que en estas plantas

la sefializacion por ABA no esté afectada [142]. Por otra parte, también se ha informado la induccion
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del gen codificante para una PEPCKasa en plantas de tomate sometidas a estés salino [149] y en

hojas de Brassica napus sometidas a estrés por frio [150].

1.3.1.4.6 Funciones catapleréticas.

La remocion de intermediarios del ciclo de los acidos tricarboxilicos es necesaria para evitar
que su concentracion se eleve demasiado ante determinadas situaciones metabolicas. Las reacciones
que pueden tomar intermediarios de este ciclo reciben el nombre de reacciones cataplerdticas [151].
La PEPCKasa participa de estas reacciones convirtiendo el OAA en PEP, que luego es empleado por
la gluconeogénesis o bien convertido a Pyr [152]. Esta funciéon es muy importante en varias
situaciones fisiologicas, como la ruptura de las proteinas de reserva durante la germinacion de
semillas de ricino [153], la respiracion de aminoacidos en semillas de Pisum sativum [154] o la
utilizacion del glutamato como sustrato respiratorio en el floema de la remolacha azucarera [155].
Esta funcion no ha sido estudiada en profundidad en plantas. Sin embargo, recientemente se ha
propuesto que la principal funciéon de la PEPCKasa en mamiferos seria en las reacciones

cataplerdticas [104].

1.3.1.5 Mecanismos regulatorios de las PEPCKasas.

1.3.1.5.1 Regulacion alostérica.

La modulacion alostérica es un mecanismo regulatorio que se encarga de modificar de forma
rdpida y coordinada las actividades de las enzimas para ajustar los flujos metabdlicos de acuerdo con
los requerimientos momentaneos de las células [30]. Mediante el estudio de las PEPCKasas
purificadas a partir de fuente, se determino que estas enzimas son reguladas alostéricamente por
diferentes metabolitos. Para las enzimas de Urochloa panicoides, Chloris gayana y Panicum
mdximum (las cuales realizan fotosintesis Cs) se determind inhibicion por los intermediarios
glucoliticos 3-PGA, Fru-6P, Fru-1,6-bisP y DHAP [97, 156]. Sin embargo, para la PEPCKasa de
maiz (otra especie que realiza fotosintesis Cs4) no se observo ningun efecto por el 3-PGA sobre la
enzima completa, pero si habia inhibicién sobre la enzima proteolizada en su extremo N [157].

Un estudio detallado sobre la regulacion alostérica se realizo sobre una version corta de la
enzima de Ananas comosus, una especie con un metabolismo CAM. En este trabajo se observaron
diferencias en regulacion alostérica entre los diferentes sentidos de reaccion. La actividad
decarboxilasa era inhibida por Fru-2,6-bisP, 3-PGA, Asp y Pro, mientras que el succinato la activo.

Por otra parte, la actividad carboxilasa fue inhibida por Fru-6P, Fru-1,6-bisP, 3-PGA, citrato, malato
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y UDP-Glc [95]. Cabe aclarar que en este trabajo no fue posible purificar a homogeneidad la forma

completa de la enzima para determinar si existian diferencias en la regulacion alostérica.

1.3.1.5.2 Proteolisis.

Se ha descripto que las PEPCKasas de plantas experimentan proteolisis in vivo, aunque la
ocurrencia y los efectos regulatorios de esta modificacion en la actividad enzimatica no son del todo
claros [96, 158]. Walker y col. [158] describieron el corte de la PEPCKasa al realizar su purificacion
a partir de cotiledones de Cucumis sativus. Esta degradacion, se daba en el extremo N de la enzima
de 74 kDa para dar una forma de 62 kDa. Esta modificacion, que no podia ser evitada con inhibidores
de proteasas, disminuia si se realizaban las extracciones a pH 9-10, lo cual sugeria que el factor
involucrado en esta degradacion era sensible al pH [96, 158]. Cuando los autores purificaron la forma
completa de la enzima observaron que su actividad especifica y su estructura homotetramerica no se
modificaban con respecto a la forma proteolizada [96]. Lo que no quedaba claro en estos trabajos era
si la protedlisis era el resultado de un proceso fisiolégico o un mero artefacto del proceso de
purificacion.

En un trabajo de protedmica realizado en plantulas jévenes de Arabidopsis sobre las proteinas
blanco de la metacaspasa 9 de Arabidopsis (4#AMC9), un miembro de la familia de proteasas
dependientes de cisteina, se ubic6 a AthPEPCKasal como uno de sus sustrato blanco [99]. La
AthMC9 corta el extremo N de la AthPEPCKasal pero, contrario a los resultados de Walker y col.
[96], 1a protedlisis parecia aumentar la actividad PEPCKasa. Extractos crudos de plantulas mutantes
insercionales por T-DNA en el gen AthMC9 poseen menor actividad, mientras que los de lineas
sobreexpresantes 35S::4thMC9 muestran una mayor actividad PEPCKasa [99]. La AthMC9 se
localiza en el nucleo, el citosol y el apoplasto [99, 159, 160], y participa en la regulacion de la muerte
celular ante situaciones fisiologicas diversas, por ejemplo durante la respuesta inmune [161, 162] y

el desarrollo de los haces vasculares [163, 164].

1.3.1.5.3 Fosforilacion.

Otro mecanismo rapido de regulacion de la actividad enzimatica es mediado por la
fosforilacion reversible [30]. Walker y Leegood [96, 165] determinaron que en hojas de plantas Cs 'y
CAM la PEPCKasa es fosforilada en el dominio N-terminal en la oscuridad. Esta fosforilacion podia
recrearse in vitro al incubar a la enzima con la PEPC quinasa o con una ProtKasa dependiente de
cAMP [96]. Al medir actividad en extractos crudos de hojas de Megathyrsus maximus, se observo
una menor actividad durante la noche, lo cual indicaba un efecto inhibitorio de la fosforilacion [166].

Sin embargo, al purificar a la PEPCKasa a partir de estas muestras, no observaron diferencias en la
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actividad, y solamente se encontré un aumento del doble en el Ky parael OAA 'y el ATP en la enzima
purificada a partir de hojas en oscuridad (fosforilada) [166]. De esta forma, Walker y Leegood [152,
167] propusieron una regulacion opuesta entre la PEPCasa y la PEPCKasa a través de la fosforilacion.
Durante el dia, ambas enzimas estan desfosforiladas, por lo cual la actividad de la PEPCasa esta
inhibida, mientras que la PEPCKasa es estimulada. Durante la noche, al fosforilarse ambas enzimas,

la actividad PEPCasa es estimulada, mientras que la PEPCKasa es inhibida.

1.4 El metabolismo de los azucares alcoholes.

Numerosas especies de importancia econdmica como el manzano, el duraznero y el peral
ademas de usar como molécula de transporte a la Suc, también emplean al glucitol (Gol) [168].
Dependiendo de la especie, la cantidad de carbono fijado fotosintéticamente que es repartido hacia la
sintesis del poliol puede representar alrededor del 35-45% del total [169, 170]. La sintesis del Gol
ocurre en las hojas por la accion consecutiva de dos enzimas, la aldosa-6-fosfato reductasa
(Ald6PRasa, EC 1.1.1.200) reduce la Glc-6P a Gol-6P usando NADPH como dador de electrones;
luego, la Gol-6P fosfatasa (EC 3.1.3.50) hidroliza el grupo fosfato para generar el Gol [171, 172]. Se
ha propuesto que el NADPH citosolico necesario para sustentar la sintesis del poliol seria generado
por la np-Ga3PDHasa [173, 174]. El Gol es transportado a los tejidos sumideros a través del floema.
Con respecto a los transportadores de Gol, se ha informado su presencia tanto en los tejidos fuente
como en los tejidos sumideros de plantas [2]. Una vez que el Gol es descargado en los tejidos
sumidero, es oxidado a Fru por la Gol deshidrogenasa (GolDHasa, EC 1.1.1.14) de forma de

incorporarlo al metabolismo [175, 176].

1.4.1 La Ald6PRasa.

La Ald6PRasa es una enzima que pertenece a la superfamilia de las aldo-ceto reductasas,
ubicandose dentro de la familia II [177, 178]. Esta enzima se purifico a partir de hojas de nispero
[179] y de plantulas y hojas de manzano [180, 181]. En el caso de la enzima de duraznero, se
realizaron detallados estudios sobre la enzima recombinante [176]. En todos los casos, se determin6
que la velocidad de reaccidon es mayor en el sentido de reduccidon de la Glc-6P respecto a la de
oxidacion del Gol-6P. En manzano y peral, los niveles de ARNm de la enzima fueron mayores en
las hojas maduras que en las inmaduras, lo cual se traducia en mayores niveles de la proteina y de la
actividad enzimatica [ 182—184]. Esto resalta la importancia de la Ald6PRasa en la biosintesis del Gol
en los o6rganos fuente. En este sentido, se determind que la actividad de la Ald6PRasa es diez veces
mayor que la actividad de la Suc-6-fosfato sintasa, lo cual sugiere que en las rosdceas la primera
enzima seria la principal productora del fotosintato exportable [184]. Ademas, la actividad
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Ald6PRasa en manzano es critica para determinar el crecimiento vegetativo y la calidad del fruto a
través de la sintesis de Gol [185, 186].

En lo que respecta a su regulacion, las Ald6PRasas son inhibidas por ATP y Pi [171, 187].
La regulacion por metabolitos seria importante para modular la actividad de esta enzima durante el
ciclo diurno. Durante el dia, las triosas-P son intercambiadas por Pi por el TTP, aumentando la
relacion Glc-6P/Pi en el citosol, lo cual promueve la actividad de la Ald6PRasa, aumentando la
cantidad de uno de los sustratos (Glc-6P) y liberando la inhibicion por Pi. Ademas, la Ald6PRasa de

hojas de durazno es inactivada de forma irreversible por los agentes oxidantes.
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1.5 Panorama bioldgico y objetivos planteados.

A partir de los antecedentes expuestos en la Introduccion, podemos asegurar que existe una
gran diversidad y complejidad en los mecanismos bioquimicos y fisiologicos en los que intervienen
las PEPCKasas en plantas. Estas enzimas tienen un rol importante en el crecimiento de las plantulas
posterior a la germinacion, la fijacién del CO,, la maduracion de los frutos y la respuesta al estrés.
Sin embargo, en lo que respecta a su regulacion, los mecanismos atin no estan del todo claros. A pesar
de los numerosos estudios biologicos llevados a cabo en Arabidopsis, aun se desconocen las
propiedades cinéticas, estructurales y regulatorias de las PEPCKasas de este organismo. Por otra
parte, es de relevancia ampliar el estudio de la Ald6PRasa de duraznero, una enzima clave en la
sintesis de azucares alcoholes en un grupo importante de plantas de interés agronémico. Si bien la
caracterizacion de esta enzima ha sido realizada de forma detallada en nuestro grupo de trabajo, esta
faltando indagar sobre su regulacion postraduccional por fosforilacion.

De esta manera, llevaremos a cabo un estudio profundo sobre enzimas vegetales para obtener
nuevos conocimientos en el area de la bioquimica vegetal, en especial sobre los mecanismos
regulatorios de la gluconeogénesis, las relaciones entre vias anabdlicas y catabodlicas en plantas y el
metabolismo de los azucares alcoholes. Estos estudios buscan alcanzar resultados que permitan
comprender como operan los mecanismos de regulacion alostérica y por modificacion
postraduccional sobre enzimas centrales del metabolismo vegetal. La aproximacion experimental se
realizard a nivel de investigacion basica, aunque los resultados permitirian disefiar estrategias

biotecnologicas orientados a mejorar los procesos fisiologicos en los cuales intervienen.
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2. Objetivo del trabajo.

Caracterizar los mecanismos de regulacion postraduccional de enzimas clave en el
metabolismo de hidratos de carbono en plantas, particularmente por procesos de fosforilacion,
oxido-reduccion y protedlisis. Estos mecanismos se estudiardn en combinacion con la sensibilidad a

efectores alostéricos de las enzimas blanco y de las proteinas ejecutoras de la modificacion.

2.1 Objetivos especificos

I) Caracterizacion cinética, estructural y regulatoria de las 4tAPEPCKasas.

1I) Estudio de la regulacién de la AthPEPCKasal por corte proteolitico. Evaluar el efecto del

corte en las propiedades cinéticas y regulatorias de la enzima.

IIT) Estudio de la ocurrencia de la fosforilacion de la PpeAld6PRasa y de la AthPEPCKasal

y caracterizacion del efecto de la fosforilacion (tanto in vivo como in vitro) sobre ambas enzimas.

IV) Analisis de la regulacién por éxido-reduccion de la AthPEPCKasal.

V) Identificaciéon y caracterizacion de las ProtKasas involucradas en la fosforilacion de las

enzimas en estudio. Caracterizacion de las ProtKasas SnRK1 de Arabidopsis.

VI) Anélisis y discusion de los resultados en el contexto metabdlico y en forma comparativa.
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3. Materiales y métodos.

3.1 Materiales utilizados.

3.1.1 Reactivos quimicos.

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:

- Componentes de medios bacteriologicos: Britania.

- Reactivos de biologia molecular: Thermo Fischer, Invitrogen, Productos Bio-Logicos.

- Materiales utilizados en la purificaciéon y andlisis de proteinas: GE Healthcare, Bio-Rad,

Agrisera, AbCam.
- Reactivos quimicos: Sigma-Aldrich, Merck.

- Oligonucleotidos: Genbiotech.

3.1.2 Dipéptidos

Los dipéptidos que se muestran en la Tabla 1, se sintetizaron por fase solida en el Laboratorio
de Péptidos Bioactivos de la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Nacional del Litoral. El control final del producto se realizé por cromatografia de capa fina con UV,

iodo y ninhidrina.

Tabla 1. Dipéptidos empleados en este trabajo de tesis.

Dipéptido Masa molecular  Cantidad sintetizada
(Da) (mg)

Ser-Val 204,226 3.5

Ile-GIn 259,31 4,5
Leu-Thr 232,28 3,5

Ser-Tyr 268,27 2,3
Phe-GlIn 293,32 3,5

Ala-lle 202,25 0,7
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3.1.3 Vectores.
Los vectores empleados en esta Tesis se presentan a continuacion:
- pGEM-T (Productos Bio-Logicos).
- pDEST17 (Thermo Fischer).
- pUCS57 (Genscript).
- pETDuet-1 (Novagen).
- pRSFDuet-1 (Novagen).
3.1.4 Cepas bacterianas.

Las cepas bacterianas empleadas en esta Tesis fueron las siguientes:

- Escherichia coli TOP10 (Invitrogen).
- Escherichia coli BL21 (DE3) (Invitrogen).
- Escherichia coli SHuffle (T7) (New England Biolabs).

3.1.5 Medios de cultivo bacterianos.

Para el crecimiento de las bacterias en cultivos liquidos se emple6 el medio Luria-Bertani
(LB) que consiste en tripteina 10 g.I", extracto de levadura 5 g.I'' y NaCl 5 g.I"!. Para el crecimiento
en medio semi-sélido, se empled el medio LB-agar que consistia en medio [.B suplementado con agar
1,6% (p/v). En todos los casos, se empled como marcador de seleccion el antibidtico correspondiente

en una concentracion final de 100 pg.ml™.

3.1.6 Medios de cultivo vegetales y soluciones de riego.
Para el cultivo vegetal in vitro se empleé medio Murashine y Skoog [188] diluido al medio
(MS) (PhytoTechnology Labs). El riego de las plantas crecidas en tierra se realizé con una solucion

basada en la formulacion de Hoagland [189].

3.1.7 Material vegetal y condiciones de cultivo.

Todos los experimentos se realizaron con 4. thaliana ecotipo Columbia-0. L.a mutante pepck
corresponde al stock SALK 072899C del Arabidopsis Biological Resource Center.

En todos los casos, previo a la siembra, las semillas se desinfectaron con etanol 70% (v/v)
por 5 min, luego con lavandina 55 g.1"! 10% (v/v) por 10 miny, finalmente, se lavaron tres veces con
agua destilada estéril. Luego, se embebieron en agar 0,1% (p/v) estéril y se sometieron a una
estratificacion por frio a 4 °C en la oscuridad por 2 dias.

En los ensayos de germinacion, las semillas se dispusieron en una tela embebida con medio
MS 0,5X en placas de Petri de 16 cm y se transfirieron a camaras de cultivo [190]. En los ensayos

realizados con hojas maduras, las semillas se crecieron en tierra en macetas de 8 cm de
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diametro x 7 cm de altura, una planta por maceta. En todos los casos, las plantas se crecieron en una
camara a 22-24 °C, con una iluminacion de 120-150 uE.m™. s, bajo un fotoperiodo de dia largo que
consistia en 16 h de luz y 8 h de oscuridad. Todos los experimentos se realizaron con semillas
cosechadas al mismo tiempo, que se secaron en oscuridad a temperatura ambiente y luego se
almacenaron a 4 °C. La toma de muestras se realiz6 con nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C

hasta el analisis.

3.2 Técnicas de Biologia Molecular

3.2.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Las reacciones de amplificacion se realizaron a partir de ADN copia de hojas de 4. thaliana
ecotipo Columbia-0 o bien a partir de otros plasmidos cuando fue necesario cambiar los sitios de
clonado. De forma estandar, las reacciones consistian en soluciéon reguladora 1X, dNTPs 2 mM,
oligonucleotidos 0,1 mM, MgCl, 2 mM, Tag o Pfu ADN polimerasa 2,5 U (Productos Bio-Légicos)
y una cantidad adecuada de molde inicial, en un volumen final de 50 ul. EI programa de PCR basico
utilizado fue el siguiente:

- 1 ciclo de desnaturalizacidn inicial a 95 °C por 5 min

- 30 ciclos que consistian en 3 pasos de:

(i) 1 min de desnaturalizacion a 95 °C,
(ii) 30 s de hibridacién a la temperatura de hibridacion (Tx) adecuada,
(iii) el tiempo de elongacion (t.) adecuado a 72 °C,

- 1 ciclo de elongacion final a 72 °C por 10 min
La Ty se calculd con la ecuacion Ty, =[4(G+C)+2(A+T)] —5°Cy el t se calculd segln la
longitud del fragmento de ADN a amplificar de acuerdo con la relacion 1 min.kpb! y 0.5 min.kpb!,
para la Tag y la Pfu ADN polimerasa, respectivamente. Las reacciones se realizaron en un
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) y, una vez finalizadas, los productos de reaccion

se analizaron mediante una electroforesis en gel de agarosa.

3.2.2 Electroforesis en gel de agarosa.

Las muestras de ADN se separaron electroforéticamente en gel de agarosa al 1% (p/v)
preparado con solucion TAE, la cual consistia en Tris-HCI pH 8,0 40 mM, &cido acético 40 mM y
EDTA 1 mM. Ademas, se le adiciond el colorante de ADN Ge! green (Genbiotech). Antes de la carga
en el gel, las muestras se acondicionaron con solucion de siembra que contenia Gro 3% (v/v) y Azul

de Bromofenol 0,05% (p/v). La corrida del gel se realizo en una cuba electroforética a 100 V
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constantes durante el tiempo necesario para obtener la resolucion de los fragmentos de ADN, que se

visualizaron con un iluminador de luz led azul.

3.2.3 Oligonucledtidos.

Los oligonucledtidos empleados en esta Tesis se detallan en la Tabla 2 que se muestra a

continuacion.

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados en esta Tesis. L.as secuencias subrayadas corresponden a los

sitios de restriccion introducidos para el posterior clonado.

Oligonucledtido Secuencia Sitio de
restriccion

AthPEPCK1 Fow GAGCTCGATGTCGGCCGGTAACGGAAATG Sacl
AthPEPCK1 Rev GTCGACCTAAAAGATAGGACCAGCAGCGAG Sall
AthPEPCK1 (K19) Fow GAGCTCGGGACCGGTGATGCCGAAG Sacl
AthPEPCK1 (R101) Fow | GAGCTCGGAGTCAGGACCAAAGGTGG Sacl
AthPEPCK1 Int GTTCCAAACTTGATAGCGTTC -
AthMC9 Fow GGATCCGATGGATCAACAAGGGATGGTCAAG BamHI
AthMC9 Rev GAATTCTCAAGGTTGAGAAAGGAACGTCG EcoRI
AthPEPCK1 S62D Fow CGTTACAGAAGAAACGTGATGCTCCTACCACACCGATC -
AthPEPCK1 S62D Rev GATCGGTGTGGTAGGAGCATCACGTTTCTTCTGTAACG -
AthPEPCK1 T66D Fow GCTCCTACCGATCCGATCAACC -
AthPEPCK1 T66D Rev GGTTGATCGGATCGGTAGGAGC -
AthAKIN10 Fow GGATCCGATGTTCAAACGAGTAGATGA BamHI
AthAKIN10 Rev GCGGCCGCTCAGAGGACTCGGAGCTGAG Nofl
AthAKIN11 Fow GGATCCGATGGATCATTCATCAAATAG BamHI
AthAKIN11 Rev GCGGCCGCTCAGATCACACGAAGCTCTG Notl

AthAKIN10-T198D Fow GGTCATTTTTTGAAGGACAGTTGTGGAAGTCC
AthAKIN10-T198D Rev GGACTTCCACAACTGTCCTTCAAAAAATGACC
AthAKIN11-T176D Fow GGTCATTTTCTAAAGGACAGTTGTGGAAGCCCC

AthAKIN11-T176D Rev GGGGCTTCCACAACTGTCCTTTAGAAAATGACC
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3.2.4 Obtencion de las secuencias codificantes de interés.

El gen PEPCK1 se amplifico a partir de la construccion [pCMV-Sport6/PEPCK] cedida por
el Dr. C. Lacomme del INRA, CNRGV Plant Genomic Center (Toulouse, Francia) y luego se clond
en el vector pPGEM-T (Productos Bio-Logicos) para su secuenciacion y posterior subclonado al vector
de expresion. El gen PEPCK?2 fue sintetizado de novo con una optimizacion de codones para
expresarlo en E. coli (BioBasic Inc) clonado en el vector pUC57, con los sitios de restriccion
necesarios para su posterior subclonado. Posteriormente, ambos genes se subclonaron en el vector de
expresion pRSFDuet-1, entre los sitios Sacl y Sal/l.

Los genes codificantes para las AthSnRKs se amplificaron a partir de cDNA de Arabidopsis
con oligonucledtidos especificos (Tabla 2). En el caso de las subunidades a cataliticas, se incorpord
por mutagénesis la mutacion T198D en el caso de AKIN10 y T176D en el caso de AKIN11, para
obtener las ProtKasas constitutivamente activas [191]. Luego, estos genes se clonaron en el vector de
expresion pETDuet-1, entre los sitios BamHI y Notl. El gen codificante para la MdoSOS2 (GeneBank:
ACQ90245.1) fue sintetizado de novo con una optimizacion de codones para expresarlo en E. coli
(BioBasic Inc) con la mutacion T168D en su secuencia, para dar una ProtKasa constitutivamente
activa [192]. El gen codificante para la StuCDPK1 fue cedido por la Dra. Rita Ulloa (INGEBI,
CONICET) clonado en el vector de expresion pET22(+).

3.2.5 Clonado.

Los productos amplificados por PCR se sometieron a electroforesis en gel de agarosa al 1-2%,
dependiendo del tamaifio del fragmento a resolver. A continuacion, la banda de interés se escindié del
gely se la purificé con el reactivo EasyPure quick gel extraction kit (TransGen Biotech). Las muestras
purificadas se ligaron al vector correspondiente empleando T4 ADN ligasa (Productos Bio-16gicos)

y una cantidad adecuada de ADN durante 16 h a 4 °C.

3.2.6 Técnicas de mutagénesis.

Las mutantes truncas en el dominio N-terminal se construyeron amplificando la secuencia
codificante del gen PEPCKI, empleando como molde la construccion [pGEM-T/PEPCKI] y los
oligonucleodtidos AthPEPCK1 (K19) Fow y Revy AthPEPCK1 (R101) Fow y Rev (Tabla 2), para la
mutante A19 y Al101, respectivamente. Luego, los fragmentos resultantes fueron clonados de la
misma forma que lo realizado para el gen codificante para la proteina completa. En el caso de las
mutantes fosfomiméticas, se introdujeron las mutaciones puntuales mediante la técnica de

QuikChange (Stratagene). Esta técnica se basa en la utilizacion de un par de oligonucleo6tidos
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portadores de la mutacion que son complementarios entre si y que llevan en el centro una region
portadora de la mutacion. Por medio de PCR se extendieron ambas cadenas de los plasmidos [pGEM-
T/PEPCKI], [pPGEM-T/AKINI10] y [pGEM-T/AKINI1], con los oligonucledtidos correspondientes
para cada caso (Tabla 2). Luego, el templado se removid de la reaccion de PCR mediante digestion
con la enzima de restriccion Dpnl y con el producto de la reaccion se transformaron células de E. coli
TOP10. Una vez que se seleccionaron clones resistentes al agente de seleccion, se purifico el ADN

plasmidico y se envid a secuenciar para comprobar la presencia de la mutacion.

3.2.7 Transformacion de células.

Las células de E. coli se hicieron competentes utilizando el método de CaCl, [193]. Con un
cultivo saturado crecido durante la noche se inoculé medio LB fresco en una dilucion 1/100. Luego,
las células se crecieron hasta DOgsgo= 0,4 y se cosecharon por centrifugacion a 5000 x g durante 5 min.
Paso seguido, las células se resuspendieron en 500 pl de solucion ST1 (MOPS-NaOH pH 7,0 10 mM
y KC1 10 mM) y se volvieron a cosechar por centrifugacion para eliminar el sobrenadante. Se repitio
el lavado de las células con 500 ul de solucion ST2 (MOPS pH 6,5 100 mM, KCI 10 mM y
CaCl, 100 mM) y, finalmente, se resuspendieron en 100 ul de solucion ST2. A estas células
competentes se les agregd 2-4 pl de ADN plasmidico y la mezcla se incub6 en hielo durante 1 h.
Luego, se aplico a las células a un pulso térmico a 42 °C por 1 min e inmediatamente se recuperaron
en medio LB durante 1 h a 37 °C. La seleccion de las células transformadas se realizé en medio
LB-agar (suplementado con 100 pg.ul! del antibidtico correspondiente) durante 16-18 h a 37°C.

Finalmente, se seleccionaron distintos clones para su posterior analisis.

3.2.8 Extraccion de ADN plasmidico y secuenciacion.

Las células de E. coli transformadas se repicaron en medio LB suplementado con el
antibidtico correspondiente y se cultivaron a 37 °C durante 16-18 h. Las células se cosecharon por
centrifugacion y se purifico el ADN plasmidico con el reactivo Easy pure plasmid miniprep kit
(TransGen Biotech). La obtencion del ADN plasmidico se corrobord por electroforesis en gel de
agarosa y su concentracion se determind en un espectrofotometro Nanodrop (Thermo Fischer)
midiendo la absorbancia a 260 nm.

La secuencia de los genes de interés fue determinada de forma automatizada por la empresa

Macrogen (Corea) utilizando oligonucleotidos especificos para cada plasmido.
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3.2.9 Corte con enzimas de restriccion.

Para liberar los fragmentos de ADN a ser clonados, o bien para evaluar el correcto clonado
de los genes en los vectores, se hicieron digestiones con enzimas de restriccion. El procedimiento
tipico consistié en la incubacidon de 1 pg de ADN plasmidico con 10-20 U de la(s) enzima(s) de
restriccion correspondiente(s) en la solucidon reguladora provista por el fabricante para cada caso. Las

digestiones se realizaron a 37 °C durante 3 h.

3.2.10 Subclonado.

Para clonar el gen de interés en el vector de expresion, se cortd el ADN plasmidico con las
enzimas de restriccion adecuadas para cada caso, de forma de liberar el inserto. Luego, la muestra se
sometid a electroforesis en gel de agarosa y la banda de interés se cortd del gel y se purificd. Por otra
parte, el vector de expresion se escindié con las mismas enzimas con las que se liber6 el gen de interés
del vector de clonado. Luego de la digestion, el vector de expresion digerido se precipitd con etanol
50% (v/v)y acetato de sodio 0,1 M incubando a -20 °C durante 2 h y posterior centrifugacion a 15000
x g durante 15 min a 4 °C. Finalmente, el vector digerido se resuspendié en agua ultrapura estéril. El
insertoy el vector se ligaron de acuerdo con la reaccion de ligacion descripta en la seccion de clonado.
Con la mezcla de ligacion se transformaron células de E. coli TOP10. Para evaluar la presencia del
inserto de interés en el vector de expresion se realizé un procedimiento similar al utilizado para

determinar la presencia de inserto en el vector de clonado.

3.3 Técnicas de proteinas.

3.3.1 Expresion de proteinas recombinantes.

Para realizar la expresion de las proteinas recombinantes, se transformaron células de E. coli
por el método de CaCl, y se seleccionaron los clones que expresaban las proteinas recombinantes.
Luego, cultivos axénicos de los clones seleccionados se crecieron durante toda la noche en medio LB
suplementado con los antibidticos correspondientes. Al dia siguiente, el cultivo saturado se diluyd
1/100 en 2 1 de medio LB (dividido en cuatro frascos con 0,5 | cada uno) suplementado con los
antibidticos correspondientes. Estos cultivos se crecieron a 37 °C en un agitador orbital a 200 rpm
hasta alcanzar una DOgo ~0,6. Salvo que se indique lo contrario, la induccion se realizd con
isopropyl-p-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) 0,5 mM durante 16 h a 25 °C en un agitador orbital a
200 rpm. Las células se cosecharon por centrifugacion a 5000 x g durante 10 min y se conservaron
a -20 °C hasta su uso. Las condiciones de expresion particulares para cada proteina fueron las

siguientes:

45



AthPEPCKasas: la AthPEPCKasal se expresé en E. coli SHuffle T7 transformada con la construccion
[PRSFDuet-1/PEPCK1] y la AthPEPCKasa2 se expresé en E. coli BL21 (DE3) transformada con la
construccion [pRSFDuet-1/PEPCK?2] [20].

AthMC9: la expresion se realizo en E. coli BL21 (DE3) transformadas con la construccion
[pETDuet-1/MC9] [20].

AthSnRKs: la expresion se realizdo en E. coli SHuffle transformadas con las construcciones

[PETDuet/AKIN10-T198D] o bien [pETDuet/AKINI11-T176D].

StuCPDK1: la expresion se realizo en E. coli SHuffle transformada con la construccion
[PET22(+)/CDPKI]. En este caso, las células se crecieron en medio LB suplementado con ampicilina

100 pg.ml !y se indujeron con IPTG 0,5 mM por 16 h a 30 °C y 180 rpm [194].

MdoSOS2: la expresion se realizo en E. coli codon plus (DE3) transformada con la construccion

[PET28¢/SOS2-T198D].

PpeAld6PRasa: la expresion se realizd en E. coli BL21 Star (DE3) transformada con la construccion
[PET19b/PpeAdld6PRasa] [176].

3.3.2 Cuantificacion de proteinas.
Las proteinas totales fueron cuantificadas mediante el ensayo de Bradford [195], empleando

una curva estandar construida con albiimina sérica bovina.

3.3.3 Purificacion de las proteinas recombinantes.

Las células se resuspendieron en solucion H [Tris-HCI pH 8,0 25 mM, NaCl 300 mM, Gro
5% (v/v) e imidazol 10 mM] y se lisaron por ultrasonido. El extracto se centrifug6 a 16000 x g durante
20 min hasta obtener un sobrenadante limpio de particulas en suspension. La fraccion soluble se
sembro en una columna HisTrap HP de 1 ml (GE Healthcare) previamente equilibrada con solucién
H. La elusion de la proteina retenida se realizo con un gradiente de imidazol de 10-300 mM en

solucion H. En esta condicion la enzima se mantuvo activa durante al menos 3 meses a -80 °C.
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3.3.4 Electroforesis en gel de poliacrilamida.

La electroforesis de proteinas en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizante
(SDS-PAGE) se realizo segun la técnica descripta por Laemmli [196]. La concentracidn de acrilamida
en el gel de apilamiento fue del 4% y en el de separacion varié entre el 10-15%, dependiendo de las
masas de las proteinas a separar y del ensayo. Previo a la separacion electroforética, las muestras se
trataron con soluciéon muestra 4 X que contenia: Tris-HCI pH 6,8 240 mM, SDS 8% (p/v),
Gro 40% (v/v), 2-mercaptoetanol 5% (v/v) y Azul de Bromofenol 0,04% (p/v).

El marcador de masa molecular empleado contenia las siguientes masas: 99, 66, 45, 29, 18
kDa. En ciertos ensayos se empled el marcador de masa molecular pre-tefiido ARCOIRIS (Productos
Bio-Ldgicos). Una vez terminada la electroforesis, cada gel fue coloreado con una solucién de Azul

Brillante de Coomassie R-250 0,125% (p/v), metanol 50% (v/v) y acido acético 10% (v/v).

3.3.5 Inmunodeteccion.

Las proteinas resueltas mediante un SDS-PAGE fueron electrotransferidas a una membrana
de nitrocelulosa (NTA) o polivinilideno de difluoruro (PVDF). La transferencia se realizé por 60 min
a 180 mA en un equipo Mini Protean III (Bio-Rad) con una solucién de transferencia [Tris-HCI
pH 8,3 0,025 M, glicina 0,192 M y metanol 20% (v/v)]. Finalizada la electrotransferencia, la
membrana se bloque6 incubandola 1 h a 25 °C con una solucion de TBST [Tris-HCI pH 8,0 50 mM,
NaCl 150 mM y tween-20 0,05% (p/v)] suplementada con leche descremada en polvo al 5% (p/v).
Luego, se lavaron las membranas con solucion de TBST suplementada con leche descremada al 0,1%
(p/v) por 10 min a 25 °C. A continuacion, se incubo por 16 h a 25 °C con una soluciéon de TBST
suplementada con leche al 1% (p/v) que contenia una dilucion adecuada del anticuerpo primario
preparado en conejo (1/1000 para la AthPEPCKasal y 1/5000 para la AthGa3PDHasa). Se lavaron
nuevamente las membranas con solucion de TBST suplementada al 0,1% con leche por 10 min a
25°C y, luego, se incubd por 1 h a 25 °C en agitacion con una dilucion 1/10.000 del anticuerpo
secundario de cabra contra las cadenas livianas y pesadas de las IgG de conejo conjugado a la
peroxidasa de rabano picante (Abcam) diluido en TBST.

El revelado de la membrana se hizo por el método quimioluminiscente con los reactivos ECL
Bright/SuperBright (Agrisera). Para tal fin, se incub6 a las membranas durante 5 min a 25 °C con 1
ml de la mezcla del reactivo A y B, para luego exponerlas a placas radiograficas que se revelaron en

oscuridad con reactivos de revelado fotografico (AGFA).
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3.3.6 Anticuerpos.

La produccion de los anticuerpos policlonales se realizé a partir de los cuerpos de inclusion
formados por la expresion insoluble de la A#APEPCKasal. La fraccion insoluble obtenida luego del
sonicado y la centrifugacion de un cultivo de E. coli que expresé la AthPEPCKasal, se resuspendid
en la misma solucioén H en la cual se realizo la purificacion. Luego, se sonico para lograr una correcta
suspension, se volvid a centrifugar por 10 min a 21 000 x g a 4 °C para precipitar las proteinas y,
finalmente, se eliminé el sobrenadante. El precipitado resultante se resuspendio6 en solucion H arazon
de 50 mg.ml! y se prepar6 con solucion Laemmli reductora. Esta muestra se sembrd en un
SDS-PAGE al 8% con una tUnica calle y, luego de la corrida, se cortd la porcion del gel
correspondiente a la AthPEPCKasal, empleando como patron una porcion del gel tefiida con Azul
Brillante de Coomasie. A continuacién, se removié a la proteina del gel con un equipo de
electroelusion, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para las inoculaciones, se prepararon 4 dosis de 0,1 pg.ul! de la proteina purificada en
solucion fisiologica [NaCl 0,9% (p/v)] estéril, que se emplearon para inocular conejos en el Centro
de Medicina Comparada del Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (ICIVET, CONICET-UNL)
siguiendo el protocolo estandar de la institucion. Finalmente, se procedid a sacrificar el animal para
obtener el suero inmune. Para incrementar la especificidad del antisuero obtenido, se lo purificd
contra la proteina recombinante Hise::AthPEPCKasal pura, siguiendo un protocolo descripto
anteriormente [197].

El anticuerpo policlonal contra la Ga3PDHasa de Titricum aestivum fue previamente
descripto por Piattoni y col. [198]. El anticuerpo comercial anti-ubiquitina (UBQ11) fue adquirido de

la empresa AbCam.

3.3.7 Cromatografia de filtracion por gel.

La masa molecular de las proteinas se determin6 mediante cromatografia de filtracion por gel
con una columna de Superdex 200 10/300 (GE Healthcare) equilibrada con HEPES-NaOH pH 8,0
50 mM y NaCl 100 mM. Se construy6 una curva de calibrado graficando los valores de K,y contra el
log (masa molecular) de proteinas estandar de masa molecular conocida. Las proteinas patrones
utilizadas fueron: tiroglobulina (669 kDa), ferritina (440 kDa), aldolasa (158 kDa), conalbiimina (75
kDa), ovoalbiimina (43 kDa), anhidrasa carbénica (29 kDa) y ribonucleasa (13,7 kDa). Los valores
de K, se calcularon con la siguiente ecuacion: Ky = (Ve — Vo) / (Vi— V,), donde V. es el volumen de
elusion de la proteina, V, es el volumen de elusion del colorante Azul de Dextrano (Promega) y V. es

el volumen total de la columna.
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3.3.8 Ensayos de desnaturalizacion de proteinas.

Para analizar la union de los metabolitos a las proteinas recombinantes, utilizamos ensayos
de desnaturalizacion de proteinas acoplados al escaneo diferencial de fluorescencia de acuerdo con el
método descripto por Ericsson y col. [199]. El desplegado térmico de las proteinas es un proceso
irreversible que sigue un tipico modelo de transicion entre un estado plegado y uno desplegado, y la
Twm se define como el punto medio de esta transicion. El calculo de esta T puede realizarse con la
ecuacion de Boltzmann o bien, de forma mas sencilla, como el minimo de la primera derivada de la
fluorescencia en funcién de la temperatura (-0F.0T™!) [199, 200].

Los ensayos se realizaron en un volumen final de 20 pl con HEPES-NaOH pH 7,0 25 mM,
colorante Sypro Orange 1 X (Sigma) y 0,15 mg.ml"! de la proteina. Las reacciones se realizaron en
placas de 96 pocillos (Applied Biosystems) que se sellaron con la pelicula adhesiva Microseal
(Bio-Rad). Las placas se calentaron en un equipo de PCR en tiempo real StepOne (Applied
Biosystems) con una rampa de temperatura de 25 a 99 °C, con incrementos de 0,4 °C, con monitoreo
simultaneo de los cambios en la fluorescencia. Las longitudes de onda para la excitacion y la emision
fueron 490 y 575 nm, respectivamente. La temperatura de desnaturalizacion (Tw) de cada muestra se
calculo graficando la primera derivada de la fluorescencia de emision (-0F.0T™!) en funcién de la
temperatura (T) e identificando el minimo de la curva. El cambio en la temperatura de
desnaturalizacion (AT,) fue calculada restando cada Ty, al control sin efector. Todas las reacciones

se realizaron con su correspondiente control (sin la proteina y sin el efector).

3.3.9 Ensayos de actividad enzimatica.

Una unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima necesaria para
producir/consumir 1 umol de producto/sustrato en 1 min bajo las condiciones especificadas para cada
ensayo. En las experiencias en donde se haya seguido la oxidacién/reduccion de NADH/NAD* a 340
nm se empled el coeficiente de extincion molar de 6,22 mM-'.cm™' para determinar la variacion de la
forma reducida de la coenzima en el medio.

En el caso de los métodos radiactivo, fluorométrico y luminiscente, la concentracion de
sustrato/producto consumido/formado se determind mediante la construccion de una curva de
calibrado.

Las condiciones de medida particulares para cada enzima se describen a continuacion:

AthPEPCKasas: la condicion estandar consistia en HEPES-NaOH pH 7,0 100 mM, 2-mercaptoetanol
4 mM, MgCl, 4 mM, MnCl, 10 uM y NADH 0,2 mM. La reaccion en la direccion de la carboxilacion

de PEP contenia (a menos que se indique otra cosa): KHCO; 90 mM, ADP 0,13 mM, PEP 10 mM y
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MDHasa 2 U. La reaccién en la direccion de la descarboxilacion de OAA contenia (a menos que se
indique otra cosa): ATP 0,75 mMy OAA 0,75 mM (preparado fresco en agua), lactato deshidrogenasa
(LDHasa) 1 Uy PyrKasa 1 U. Los ensayos se realizaron a 30 °C en un volumen final de 50 pl
utilizando un lector de microplacas termostatizado Multiskan Ascent (Thermo Electron Corporation).
Las diluciones de la enzima se realizaron en una solucion que consistia en HEPES-NaOH pH 7,0
25 mM, Gro 10% (v/v) y 2-mercaptoetanol 1 mM.

Cuando se midié actividad en los extractos crudos de hojas, se adapté un ensayo con
sensibilidad aumentada basada en el método descripto por Rojas y col. [194]. Las reacciones
consistian en HEPES-NaOH pH 7,0 100 mM, 2-mercaptoetanol 5 mM, NADH 0,2 mM, MgCl,
4 mM, MnCl,; | mM, KHCOs; 100 mM, ADP 0,5 mM, PEP 10 mM y MDHasa 1 U. Las reacciones se
realizaron en un volumen final de 20 pl en multiplacas de 96 pocillos de color negro (Thermo Fischer
Scientific). El NADH se prepard equimolar con NaOH y antes de emplearlo se calentd por 15 min a
60 °C para destruir el NAD™ presente. Las reacciones se iniciaron con 5 pl del extracto crudo diluido
y se finalizaron con 20 ul de HCI 0,3 M. Luego, se cuantifico la formacion de compuestos alcalinos

del NAD™ de acuerdo con lo descripto en la referencia [194].

AthMC9: se ensay6 siguiendo las condiciones descriptas por Vercammen y col. [201] con
modificaciones menores. Las reacciones se realizaron en MES-NaOH pH 5,5 50 mM, NaCl 150 mM,
Suc 300 mM, DTT 10 mM, 4thAMC9 0.3 nug.ul'y AthPEPCKasal 0,15 ug.ul™. A diferentes intervalos

de tiempo, se tomaron alicuotas que se resolvieron en un SDS-PAGE al 10%.

AthSnRK1: la reaccion estandar empleada consistia en HEPES-NaOH pH 7,3 100 mM, DTT 5 mM,
MgCl> 10 mM, EGTA 0,5 mM, [y->*P] ATP 30 uM (actividad especifica 200 cpm.pmol '), AMARA
90 uM y una cantidad adecuada de la enzima [191]. Las reacciones se iniciaron por el agregado de la

ProtKasa y luego se incubaron a 30 °C por 20 — 30 min.

MdoSOS2: lareaccion estandar empleada consistia en Tris-HCI pH 7,2 20 mM, MgCl, 5 mM, MnCl,
2,5mM, CaCl, 0,5 mM, DTT 2 mM, ATP 10 uM y AMARA 100 uM [192]. Las reacciones se

iniciaron con el agregado de la ProtKasa y luego se incubaron a 30 °C por 15 min.
StuCDPK1: la reaccion estandar empleada consistia en Tris-HCI pH 7,5 20 mM, MgClL, 10 mM, DTT

1 mM, CaCl, 1 mM, ATP 50 uM y Syntide-2 100 uM [20]. Las reacciones se iniciaron con el

agregado de la ProtKasa y luego se incubaron a 30 °C por 20-30 min.
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3.3.10 Estudios de 6xido-reduccion.

Para analizar el efecto del H,O, en la actividad de la AthPEPCKasal, se la incubd con
concentraciones variables del agente oxidante a 25 °C en solucion HEPES-NaOH pH 7,0 25 mM y
Gro 10% (v/v). A determinados intervalos de tiempo, se tomaron alicuotas que se emplearon para
medir la actividad enzimética resultante. En paralelo, se proces6 un control donde la muestra se tratd
de la misma manera, pero sin el agregado del agente oxidante. La actividad de la enzima se relativizd
respecto al valor inicial de actividad y al valor de actividad del control, y se graficé la actividad
enzimatica normalizada en funcién de la concentracion de oxidante. Por otra parte, también se
tomaron alicuotas de las reacciones que se prepararon con solucion Laemmli no reductora y se
sembraron en un SDS-PAGE al 7,5%.

El andlisis cinético de la inactivacion se realizé de acuerdo con lo realizado por Kitz y Wilson
[202] v que ha sido empleado por otros autores [175, 176, 203]. La inactivacion de una enzima (E)
por un inhibidor (I) podria proceder a través de la formacion de un complejo intermediario (EI) que
esta en equilibrio con la E y el I y que puede formar (irreversiblemente) un enlace covalente que da

lugar a la forma inactiva de la proteina, de acuerdo con el mecanismo:

b, ki
E+1 _ EI SE*
k-1

donde ki, k1 y ki son las constantes de velocidad de primer orden para cada etapa de la
reaccion. A partir de ellas se puede plantear una constante de segundo orden (k) para la
reaccion de la enzima con el inhibidor donde:

k" = kl'ki/k—l

De esta manera, la velocidad de inactivacion de la enzima puede expresarse como:

v=ki.[I]/ (K +[I])
donde k; = [E].[1] / [E1] = k_4/ks

Si consideramos que la [I] se encuentra en exceso, la pérdida de actividad de la enzima resulta
en un proceso de pseudo primer orden. De esta forma, el analisis
experimental de como varia la actividad de la enzima en presencia del inhibidor permite

obtener una constante de velocidad observada (kos) (0 aparente) de pseudo primer orden:

kobs = (k- [11) / (K + [1])
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De la ecuacién anterior se pueden determinar los valores de ki y Ki de un proceso
de inactivacion a partir de las medidas de kons obtenidas a diferentes [I]. Para obtener los
valores de kos se efectian medidas de actividad porcentual en funcion del tiempo y se
ajustan a la ecuacion: E = E,.e ¥orst donde E, es la actividad enzimatica remanente, E, es

la actividad enzimatica inicial y t el tiempo de reaccion.

Si la forma de la curva de kos en funcién de [I] tiene forma hiperbdlica, la
inhibicion cursa un mecanismo de inactivacion con formacion del complejo EI. Si
el complejo EI tiene una vida media muy corta, el valor de K; es elevado, con lo cual se

puede asumir que la reaccion cursa el siguiente mecanismo bimolecular simple:

ki
E+1 - E*

El tratamiento matematico para este modelo puede obtenerse a partir de la
ecuacion de kops, que en el limite, cuando Ki — oo, la [I] se vuelve despreciable frente a K;

obteniéndose la ecuacion:

kops = ki-[11/ K; = k' [7]

En este caso puede calcularse directamente £’° a partir de la grafica de kos en
funcion [1]. Se construyeron graficas de actividad enzimatica remanente en funcién del tiempo de
incubacion para cada concentracion del oxidante, de las cuales se calculd la
kobs mediante el ajuste con una ecuacién exponencial decreciente. Luego, se graficaron los
valores de kos en funcion de la concentracion de oxidante y con un ajuste

lineal se obtuvo la k.

3.3.11 Método de medida radiactivo de ProtKasas.

Las medidas de actividad con el método radiactivo se realizaron con [y*?] ATP (Perkin Elmer)
siguiendo un protocolo descripto anteriormente [204] basado en la adsorcion del fosfopéptido
resultante a papel de fosfocelulosa. Las reacciones se iniciaron por el agregado de una dilucion
adecuada de la ProtKasa y se incubaron en un bafio acuoso termostatizado a 30 °C. Una vez
transcurrido el tiempo de reaccion, las reacciones se terminaron tomando una alicuota que se embebio
en un cuadrado de papel de fosfocelulosa P81 de 2 x 2 cm, que se sumergié inmediatamente en acido
ortofosforico 75 mM. Los papeles se lavaron 3 veces por 5 min en agitacion constante en el mismo

medio para eliminar el exceso de ATP marcado no incorporado en el sustrato. Por ultimo, los papeles
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se lavaron en acetona y se dejaron secar a temperatura ambiente. Dado que en medio acido los
péptidos utilizados adquieren carga positiva, quedan adsorbidos en el papel de fosfocelulosa mientras
que el ATP radiactivo remanente se elimina con los lavados [205, 206]. Luego, se colocaron dentro
de tubos de microcentrifuga de 1,5 ml y se agregd 1 ml del cdctel de centelleo Ultima Gold (Perkin
Elmer). Se cuantificaron las cuentas por minuto (cpm) de las muestras con un contador de centelleo
de pozo. Para convertir las cpm de las muestras en nmoles de PO.> incorporados en el sustrato, se
cuantifico la radiactividad de diferentes volimenes del estandar de ATP utilizado, de forma de

calcular la radioactividad especifica de la mezcla de reaccion (cpm.nmoles de ATP™).

3.3.12 Método de medida luminiscente de ProtKasas.

Las medidas de actividad por este método se realizaron con el reactivo ADP-Glo (Promega)
que cuantifica el ADP liberado mediante una reaccion multienzimdtica que termina con la formacion
de luminiscencia por la luciferasa. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 5 pl,

empleando las condiciones antes descriptas y siguiendo las instrucciones del fabricante [207].

3.3.13 Método de medida fluorescente de ProtKasas.

Las reacciones por el método fluorométrico se realizaron a 30 °C en un volumen final de
20 pl en placas de 96 pocillos negras (Thermo Scientific) con el agregado a la reaccion de la ProtKasa
del sistema necesario para convertir el ADP liberado en NAD™ (PEP 2 mM, NADH 2 mM, LDHasa
1 Uy PyrKasa 1 U). Las reacciones se cortaron con 20 pul de HC1 0,3 M y se incubaron por 20 min a
temperatura ambiente para destruir el NADH remanente debido a su inestabilidad bajo condiciones
acidas. Luego, se agregaron a las muestras 170 pl de NaOH 9 M y se incubaron a temperatura
ambiente por 60 min en oscuridad para desarrollar los derivados alcalinos del NAD™. La fluorescencia
se cuantificd en un lector de fluorescencia Fluoroskan Ascent FL (Thermo Scientific) empleando
filtros de excitacion y emision de 355 y 460 nm, respectivamente, con un tiempo de integracion de
20 ms. La cantidad de ADP generado fue calculado usando una curva estandar de ADP construida
empleando las mismas condiciones. Un procedimiento detallado paso por paso con detalles

experimentales importantes se presenta en la Figura 8.
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Paso 1: Realizar las reacciones de la ProtKasa (20 ul)

acoplando PyrKasa, LDHasa, PEP y NADH para convertir el
ADP liberadoen NAD",

sustrato ’ P-sustrato
rotKasa
Me+2
ATP PyrKasa ADP
Me+2
Pyr PEP
NADH
LDHasa <
NAD"
lactato

Destruir el NADH remanente
Agregar 20 pl HCI 0,3 M.
Incubar 20 min a temperatura
v ambiente.

Paso 2

Tratamiento alcalino

Paso 3| Agregar 170 pl NaOH 9 M.
Incubar 60 min a temperatura
y ambiente en oscuridad.

Paso 4
Medir la fluorescencia de los derivados alcalinos
(Excitacion 355 nm, Emision 460 nm)

Figura 8. Vista general del método fluorométrico adaptado para medir actividad ProtKasa.
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3.3.14 Extraccion de proteinas de tejidos vegetales.

En todos los casos, el material vegetal fue homogeneizado en un mortero enfriado con
nitrégeno liquido. Para la extraccion desnaturalizante de proteinas, 20 mg de peso fresco (PF) de
tejido se extrajo con 200 pl de una solucion que consistia en SDS 2% (p/v), Gro 20% (v/v),
2-mercaptoetanol 1,4 M, Tris-HCI pH 6,8 125 mM y Azul de Bromofenol 0,05% (p/v). Luego de
agregar la solucion, las muestras se agitaron en un vortex y seguidamente se calentaron por 5 min a
95 °C con agitacion. Cuando las muestras alcanzaron la temperatura ambiente, se centrifugaron a
21.000 x g por 10 min para separar el extracto proteico de los restos del tejido.

Para la extraccion ultra-desnaturalizante de proteinas, se emplearon dos métodos diferentes.
En el método de Wu 'y Wan [208], se extrajo el material con &cido tricloroacético (TCA) 10% (p/v)
por 30 min a 4°C. En el método de Isaacson [209], se extrajo el material con TCA 10% (p/v),
2-mercaptoetanol 2% (v/v) en acetona por 16 h a -20 °C. En ambos casos se extrajeron 20 mg PF de
tejido con 500 pl de la respectiva solucion. Luego, se centrifugdé a 21.000 x g por 10 min para
precipitar las proteinas y se eliminé el sobrenadante. A continuacion, se hicieron 3 lavados con
acetona fria 90% (v/v) [en el caso del primer método, primero se hizo un lavado con TCA 5% (p/v)].
Finalmente, se dejo secar el precipitado de proteinas por evaporacion y luego, se resuspendid en
200 pl de solucion Laemmli.

Para la extraccion de proteinas en estado nativo, 20 mg PF de tejido se extrajeron con 500 ul
de una solucién de bicina pH 9,0 100 mM, Gro 10% (v/v), triton X-100 0,1% (v/v), 2-mercaptoetanol
5 mM, EDTA 1 mM, EGTA 1 mM, benzamidina 1 mM, acido aminocaproico 1 mM, PMSF 2 mM,
coctel para proteasas Set Il (Merck, 539134), NaF 1 mM, NaMO4 1 mM y Na;VO,; 1 mM. Luego
de agregar la solucion de extraccion, las muestras se agitaron con un vortex e incubaron en hielo por
10 min. A continuacidn, se centrifugaron a 21.000 x g por 10 min y el extracto proteico se separd de

los restos de tejidos transfiriéndolo a un nuevo tubo.

3.3.15 Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de Phos-Tag.
Se prepararon extractos crudos desnaturalizados que luego se resolvieron en un SDS-PAGE
al 7,5% suplementado con el reactivo PhosTag-Mn>" 25 uM (Fujifilm) siguiendo el instructivo del

fabricante y las recomendaciones generales de la referencia [210].

3.3.16 Fosforilacion in vitro de proteinas.
La fosforilacion in vitro de la PpeAld6PRasa se realizé incubando 1 pg de la proteina bajo

las condiciones de fosforilacion dptimas para cada familia de ProtKasas descriptas anteriormente. Las
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reacciones enzimaticas se realizaron en un volumen final de 20 pl con 1 uCi de [*]y-ATP
(Perkin-Elmer) y fueron iniciadas mediante el agregado de la ProtKasa recombinante y terminadas
con solucion Laemmli reductora. Los productos de la reaccion se separaron en un SDS-PAGE al
12% que, una vez finalizada la corrida, se tifio con colorante Azul Brillante de Coomassie R-250 y se
deshidrato. Para cuantificar la radiactividad incorporada se expuso el gel a una placa de

almacenamiento (GE Healthcare) que luego fue revelada con el sistema 7yphoon (GE Healthcare).

3.3.17 Inmunoprecipitaciones.

Se realizé la extraccion de proteinas totales en estado nativo a partir de plantulas de
Arabidopsis de 48 horas posteriores a la imbibicion (HPI), siguiendo el protocolo descripto
anteriormente. Luego de igualar el contenido proteico de las muestras, se les agreg6 matriz de agarosa
cargada con proteina A (Sigma Aldrich), la cual previamente se habia conjugado al antisuero
purificado anti-AthPEPCKasal siguiendo las instrucciones del fabricante. [.as muestras se incubaron
toda la noche a 4 °C en agitacion. A continuacion, para eliminar las proteinas no unidas, se hicieron
3 lavados con 500 pl de solucion de TBST. Por ultimo, se resuspendio el precipitado resultante en
solucion Laemmli reductora y se procedié a analizar las muestras por SDS-PAGE seguido de

inmunodeteccion.

3.4 Analisis informatico y estadistico.

3.4.1 Analisis cinético de la actividad enzimatica.
Los datos de actividad enzimatica se graficaron en funcion de la concentracion de sustrato o

efector y fueron ajustados a una ecuacion de Hill modificada [211] que se muestra a continuacion.

v =vo+ (V—vo) x C™1 / (k" +CnH)

donde vy es la velocidad en la ausencia de sustrato o efector analizado, V es la velocidad maxima
(Vmax), C es la concentracion de sustrato o efector bajo estudio, k es la concentracion de sustrato o
efector produciendo la mitad de la velocidad maxima (Kw), activacion (A4o,5) o inhibicion (fos), ¥ ng
es el coeficiente de Hill. En el caso de las AthAPEPCKasas, debido a que el comportamiento de las
curvas de sustrato fue hiperbdlico, los pardmetros cinéticos se calcularon fijando la ny a 1, que
convierte a la ecuacion de Hill en la clasica ecuacion de Michaelis-Menten [212]. Los ajustes se

realizaron con el programa informdtico OriginPro 8.1 (OriginLab Corporation).

56



3.4.2 Analisis estadistico.

Para comparar medias, se empled una prueba t de Student para dos muestras independientes
o un ANOVA de una sola via. Cuando se necesito agrupar las medias, se realizé una prueba post-hoc
Fisher LSD. En todos los casos los analisis se realizaron con el programa informatico Minitab 17.
Para comparar los parametros cinéticos de las curvas de sustratos o efectores, los modelos ajustados
se compararon con una prueba F de extra suma de cuadrados [213, 214], con el programa informatico

GraphPad Prism (Version 5).

3.4.3 Calculo del limite de deteccion, limite de cuantificacion, relacion sefial-ruido y
factor Z.
Para el calculo del limite de deteccion (LOD) y el de cuantificacion (LOQ) se emplearon las

siguientes ecuaciones:

XL = XB + K.SDg

donde XL es definida como la menor sefial detectable, XB es el valor medio de la respuesta del
blanco, SDg es la desviacion estandar de la respuesta del blanco y K es un factor numérico elegido
de acuerdo con el nivel de confianza deseado.

La menor concentracion detectable se define como:

_ (XL— XB) _ K.SDg
B m B m

CL

donde m es la pendiente de la curva de calibrado. Empleamos un K = 3 para el LOD y un K=10 para
el LOQ [215].

Para calcular la relacion sefial-ruido (S:R) y el factor Z se emplearon las siguientes ecuaciones
[216]:

Seilal promedio muestra

Seinal promedio blanco

FactorZ — 1 ( 3 SD muestra + 3 SD blanco )
actor &= |Promedio muestra — Promedio blanco|
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donde SD es la desviacion estandar.

3.4.4 Cuantificacion de geles por densitometria.
La cuantificaciéon de intensidad de bandas de geles, western blots o geles radiactivos, se

realizo6 con el paquete informatico FIJI (https://imagej.net/Fiji).

3.4.5 Modelado Molecular
Se obtuvieron modelos de las AthPEPCKasas con el servidor informatico I-TASSER

(https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), el cual construye modelos moleculares de

proteinas empleando la técnica de alineamientos estructurales multiples acoplado a simulaciones
iterativas [217]. Se sigui6 trabajando con los modelos con mejor puntaje (C-score) los cuales, para

evaluar su calidad, se analizaron con el servidor Verify3D (https://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D/).

Este servidor evalia la compatibilidad del modelo atomico (3D) con su propia secuencia
aminoacidica (1D) al asignar una clase estructural basada en su propia ubicacion y el ambiente, y
comparando los resultados obtenidos con los de estructuras conocidas de buena calidad [218]. Para
comparar tridimensionalmente los modelos de las AthPEPCKasas, empleamos la herramienta
Multiseq [219] disponible en el programa informéatico VMD (version 1.9.3), siguiendo las
instrucciones disponibles en el manual de usuario

(https://www.ks.uiuc.edu/Training/Tutorials/vmd/tutorial-html/node7.html ).

3.4.6 Obtencion de datos de fosfoproteomica.
Para obtener datos de espectrometria de masas acerca de modificaciones postraduccionales,

se emplearon los servidores PhosPhat (http://phosphat.uni-hohenheim.de/) que agrupa datos de

fosfoproteomica de proteinas vegetales [220] y la base de datos Plant PTM viewer

(https://www.psb.ugent.be/webtools/ptm-viewer/) que agrupa informacion sobre diferentes

modificaciones postraduccionales de proteinas vegetales [221]. En todos los casos, la informacion
que se encontré en las bases de datos, se curd6 manualmente analizando las publicaciones

correspondientes y sus correspondientes materiales suplementarios.

3.4.7 Busqueda de secuencias homélogas.

Para buscar proteinas homologas a las AthPEPCKasas en diferentes especies vegetales, se

empleo la herramienta BLASTP del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins)
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y del Phytozome 12 (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.html). Las secuencias encontradas se

curaron manualmente empleando el programa informatico BioEdit (version 7.0.5.3), eliminandose
aquellas secuencias incorrectas, repetidas o muy cortas [222]. Las secuencias resultantes se muestran
en el anexo de Material Suplementario y corresponden a aquellas que se emplearon en los analisis

informaticos siguientes.

3.4.8 Alineamiento multiple de secuencias y analisis filogenético.

Se realizé un alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas empleando el algoritmo
Clustalo [223] con el programa informatico BioEdit (version 7.0.5.3) que luego fue mejorado
manualmente. Para realizar el analisis filogenético, se eliminaron del alineamiento las regiones poco
conservadas, con el servidor GBlocks [224]. El alineamiento resultante se empled para construir un
arbol filogenético con el programa informatico SeaView (Version 5.0.4). El arbol se construy6
empleando el método de Bio-NJ [225], una version mejorada del algoritmo de neighbor-joining
inicialmente propuesto por Saitou y Nei [226]. Para estimar la confiabilidad del arbol, se empled el
método de bootstrap. Este método toma una muestra de los sitios en el alineamiento y crea un arbol
basandose en esa muestra. Este proceso se itera multiples veces y los resultados se compilan para
permitir una estimacion de la confiabilidad de un agrupamiento particular. Se realizaron 2000

iteraciones, lo cual asegura un 95% de confianza en los valores de bootstrap [222].
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4. Resultados.

4.1 Caracterizacion cinética, estructural y regulatoria de las AthPEPCKasas.

4.1.1 Analisis filogenético de las ATP-PEPCKasas de plantas.

Para realizar un andlisis filogenético de las ATP-PEPCKasas de plantas, realizamos la
busqueda de homdlogos a la AthPEPCKasal en las bases de datos NCBI y Phytozome. Las secuencias
seleccionadas se emplearon para realizar un alineamiento multiple. De esta manera encontramos que
las PEPCKasas de plantas presentan una elevada identidad de secuencias entre ellas, a excepcion de
los extremos N, que muestran mayor divergencia. Para realizar el analisis filogenético posterior,
empleamos la herramienta GBlocks que elimina las zonas poco alineadas, una estrategia que es
adecuada y confiable para mejorar la construccion de los arboles filogenéticos [222, 224]. Luego,
reconstruimos el arbol con el algoritmo de Bio-NJ empleando como prueba de confiabilidad el
método de bootstrap. Como puede observarse en la Figura 9, las secuencias de especies fotosintéticas
se separan claramente de las ATP-PEPCKasas de E. coli y de S. cerevisiae, las cuales quedan
separadas como grupos divergentes. Luego, se abren dos ramas, una que agrupa a las secuencias de
algas verdes (Chlamydomonas reinhardtii, Volvox carteri y Chlorella variabilis) y otra en el que se
ubican las secuencias de plantas.

Al analizar a las PEPCKasas de plantas, el arbol se separa en dos ramas; una que agrupa a
las proteinas de plantas no vasculares (Marchantia polymorpha'y Physcomitrium patens) y otra que
agrupa al resto de las enzimas de plantas vasculares. Dentro de las plantas vasculares, en una rama se
ubica la AthPEPCKasa2, junto con otras pocas secuencias de PEPCKasas de Brassica napus y
Brassica rapa.

En otro grupo se ubica la 4¢#APEPCKasal junto con el resto de las secuencias de plantas,
ubicandose cerca de las enzimas de otras plantas dicotiledéneas como Brassica napus, Brassica rapa
y Glycine max, entre otras (Figura 9). Mas alejadas de la AthPEPCKasas se ubican las secuencias de

especies monocotiledoneas como Oryza sativa, Setaria viridis y Zea mays (Figura 9).
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Figura 9. Arbol filogenético de las PEPCKasas. La reconstrucciéon del arbol se realizé con el
algoritmo de Bio-NJ empleando la prueba de bootstrap. Las secuencias fueron codificadas para
mayor claridad (en el apartado de Material Suplementario, se describen las secuencias en detalle).
Los nimeros que aparecen al comienzo de cada rama representan el valor de bootstrap obtenido. La

ubicacion de las AthPEPCKasas se sefiala con una flecha ().
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4.1.2 Analisis de la expresion génica.

El genoma de Arabidopsis contiene dos genes codificantes para las PEPCKasas; PEPCK1
(AT4G37870.1) y PEPCK?2 (AT5G65690.1). Trabajos previos determinaron que las AthPEPCKasas
se expresan en diferentes tejidos vegetales como semillas en germinacion, rosetas, hojas, raices,
flores, entre otros |74, 227]. Estos trabajos se realizaron por reaccion en cadena de la polimerasa con
la transcriptasa inversa (RT-PCR), la cual permite determinar la expresion de un gen en un tejido
pero, al no ser cuantitativa, no se pueden hacer inferencias respecto a su nivel de expresion o
comparaciones con otros genes. Para comparar los niveles de expresion entre las AthPEPCKasas, se
descargaron los datos de expresion génica del servidor EfP browser [228] obtenidos del trabajo de
transcriptomica realizado por Klepikova y col. [229]. La expresion del gen PEPCK se da en todos
los tejidos de la planta, mientras que la expresion de PEPCK?2 estd mas localizada en flores, semillas
en germinacion y el apice de la raiz (Figura 10). Sin embargo, el nivel de expresion de PEPCK 1 es,
en general, significativamente mayor que el de PEPCK?2. Por ejemplo, al comparar la expresion
durante la germinacion de las semillas, la expresion de PEPCK] es entre 500 y 1000 veces superior
que la de PEPCK?2.

Al comparar los distintos tejidos en los que se expresan las enzimas puede observarse que la
mayor expresion de estos genes se da durante la germinacion de las semillas (Figura 10), lo cual
coincide con lo descripto en la Introduccion acerca del rol clave de esta enzima en la gluconeogénesis.
En este estadio, la expresion aumenta con la germinacion de las semillas hasta llegar a un maximo
24 HPI, momento a partir del cual los niveles de expresion comienzan a descender. En los tejidos
florales también se observa un aumento en la expresion de estos genes, aunque en menor medida de

lo que ocurre durante la germinacion de las semillas (Figura 10).
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Figura 10. Niveles de expresion de los genes PEPCKI y PEPCK2 en los diferentes tejidos de
Arabidopsis. Los valores de expresion génica se obtuvieron del servidor EfP browser [228] y

corresponden a los datos transcriptomicos generados por Klepikova y col. [229].
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4.1.3 Clonado y expresion recombinante.

Hasta el momento del desarrollo de esta Tesis, las propiedades bioquimicas de las
PEPCKasas de los organismos fotosintéticos habian sido pobremente exploradas, en comparacion
con sus contrapartes en bacterias, levaduras y mamiferos. Es por esto que, para expandir el
conocimiento sobre las propiedades bioquimicas de estas enzimas claves para el metabolismo vegetal,
nos propusimos realizar una caracterizacion exhaustiva de las propiedades cinéticas, estructurales y
regulatorias de las dos PEPCKasas de Arabidopsis. Todas las PEPCKasas de plantas estudiadas hasta
el momento del inicio de esta Tesis provenian de purificaciones realizadas a partir del tejido fuente.
Sin embargo, al purificar estas enzimas a partir de su fuente natural, es dificil obtener preparaciones
homogéneas debido a su extrema sensibilidad a la proteolisis y la fosforilacion [95, 132, 165]. Por
esto, decidimos estudiar a las enzimas recombinantes por expresion heterdloga de los respectivos
genes en bacterias, pues es una estrategia conveniente para obtener preparaciones homogéneas, no
fosforiladas y no proteolizadas adecuadas para realizar caracterizaciones bioquimicas [176, 230].

La AthPEPCKasal es una proteina de 672 aminoacidos con un punto isoeléctrico teorico de
6,6 y una masa estimada de 73,5 kDa; mientras que AthPEPCKasa2 es una proteina de 671
aminoacidos, con un punto isoeléctrico teorico de 6,0 y una masa estimada de 73,0 kDa. La identidad
de secuencias entre ambas proteinas es de 78,4% (con una similitud de 86,5%), estando las principales
diferencias localizadas en los primeros 150 aminoacidos (Figura 11 A, B). Por otra parte, las bases
de datos predicen tres variantes de splicing adicionales para la AthPEPCKasa2 (AT5G65690.2,
AT5G65690.3, AT5G65690.4), con diferencias en el extremo C de la proteina que codificarian.
AT5G65690.1 y AT5G65690.4 son iguales, mientras que AT5G65690.2 muestra una insercion de 30
aminoécidos en el extremo Cy AT5G65690.3 posee un extremo C mas corto (Figura 11 C, D). En
este trabajo se dejo de lado el estudio de estas tres Ultimas variantes de splicing. Al analizar las
secuencias primarias de las 4tA/PEPCKasas pudimos identificar los motivos conservados descriptos
para las ATP-PEPCKasas [85], los cuales se resaltan en gris en la Figura 11. El motivo PCK, de
quinasa 1A, de quinasa 2 y de unién a la adenina descriptos para las ATP-PEPCKasas [85] estan
presentes en todos los transcriptos analizados (Figuras 11 B, C). Una excepcion seria el transcripto 4

de la AthPEPCKasa2, en la cual se encontraria mutado el sitio de unién a la adenina (Figura 11 D).
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Figura 11. Analisis comparativo de las secuencias primarias de las AthPEPCKasas putativas.
Las secuencias primarias de las diferentes isoformas de las AthPEPCKasas se obtuvieron de la base
de datos del TAIR [231]. Se realizé un alineamiento y un analisis de la similitud de secuencias entre
las AthPEPCKasaly 2 (A, B) y de las distintas isoformas de la A#APEPCKasa2 (C, D) con el programa
informatico Vector NTI Advance 10.3 (Invitrogen). Los motivos coloreados en gris corresponden a
el dominio PCK (I), de quinasa 1A (II), de quinasa 2 (III), y el motivo de uni6n a adenina (IV), que

se describieron para las ATP-PEPCKasas en la referencia [85].
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Realizamos el clonado de ambos genes y los expresamos heterologamente en E. coli para
producir las respectivas proteinas de forma recombinante fusionadas a una etiqueta de poli-histidinas
(Hise) de 2 kDa en sus extremos N. Ambas proteinas se produjeron de forma soluble, por lo que se
purificaron por IMAC-Ni**, obteniéndose una preparacion altamente pura (>90%) de cada una, con
masas moleculares de ~75 kDa (Figura 12 A). Las proteinas recombinantes mostraron una actividad
especifica de 3y 5 U.mg! (4thPEPCKasal y AthPEPCKasa2, respectivamente), cuando se ensayaron
en el sentido de descarboxilacion del OAA. Para determinar su estructura cuaternaria, se analizo cada
enzima por cromatografia de exclusiéon molecular, determinandose que ambas tienen una masa

molecular de ~400 kDa, lo cual corresponde a una estructura homohexamérica (Figura 12 B).
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Figura 12. Purificacion y determinacion de la masa molecular de las AthPEPCKasas. (A) La
AthPEPCKasal y la AthPEPCKasa2 purificadas fueron analizadas mediante un SDS-PAGE al 12%
para comprobar su grado de pureza. (B) Curva de calibracion construida para la columna de filtracion
en gel Superdex 200 con los estdndares proteicos informados en Materiales y Métodos. Para las
muestras (cuadrados blancos sefialados con una flecha) se muestran los datos correspondientes al
promedio de dos experimentos independientes. El valor de K,y se calculd de acuerdo con lo descripto

en Materiales y Métodos. MM: marcador de masa molecular.
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4.1.4 Caracterizacion cinética.

Para encontrar una condicion 6ptima de medida en la cual realizar la caracterizacion cinética,
se hicieron curvas de pH empleando soluciones reguladoras adecuadas para cada rango ensayado. Se
determin6 que el pH 6ptimo para la actividad era 7,0 en ambas direcciones de reaccion (Figura 13).
Es por esto que se decidi6 realizar la caracterizacion cinética a pH 7,0 con la solucion reguladora
HEPES [pKa» (25 °C) = 7,5] puesto que ya habia sido empleado para el estudio de otras PEPCKasas
[95, 114, 158, 167, 232-234]. Ademas, esta especie reguladora presenta la ventaja de que su
interaccion con los iones metalicos es minima, lo que lo hace ideal para realizar ensayos bioquimicos

[235].

A B

4 (5]

AthPEPCKasa1 AthPEPCKasa2

Actividad (U.mg”)

10

Figura 13. Curvas de pH para las AzhPEPCKasas. Se ensayo la actividad de la 4thPEPCKasal
(A) y la AthPEPCKasa2 (B) usando la condicion estandar descripta en Materiales y Métodos, a los
valores de pH indicados. Se emplearon las siguientes especies reguladoras de pH; MES-NaOH
(blanco), HEPES-NaOH (gris) y Tricina-NaOH (negro). La actividad se ensay¢ tanto en el sentido

de carboxilacion (cuadrados) como de descarboxilacion (circulos).

Las PEPCKasas necesitan de dos iones metalicos para catalizar la reaccion; el Mg>"y el Mn?",
siendo el primero necesario para formar el verdadero sustrato (el complejo ATP-Mg>") y el segundo
un activador [97]. Analizamos en ambas enzimas el efecto de concentraciones crecientes de Mn>" a
una concentracion fija de Mg?>" y viceversa. Estos experimentos se realizaron en la direccion de
carboxilacién porque medir la actividad PEPCKasa en la direccién opuesta requiere el agregado
obligatorio de un ion metalico para la PyrKasa que forma parte del acople [236]. Las mayores

actividades (~3.5 U.mg! para la AthPEPCKasal y ~6.0 U.mg"! para la Ath"PEPCKasa2) se obtuvieron
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con una concentracion de Mn>* 1 mM en ausencia de Mg**, mientras que la presencia de Mg?* 0,5 mM
disminuy6 ~2 veces la actividad de ambas enzimas (Figura 14 A y C). El patron opuesto se observo
a bajas concentraciones de Mn?" (0 a 0,1 mM), dado que la presencia de Mg?* 0,5 mM aumento
levemente su actividad (Figura 14 Ay C). Las AthPEPCKasal y 2 respondieron exiguamente al Mg?*
en ausencia de Mn?", Sin embargo, una concentracion tan baja como Mn>* 10 uM produjo una
respuesta discreta al Mg?* (Figura 14 B y D). Tradicionalmente, la actividad PEPCKasa se ensayaba
con concentraciones relativamente altas de Mn?" (0,5 — 5 mM), condiciones en la cual se obtiene la
maxima actividad (Figura 14). Sin embargo, en las células vegetales la concentracion citosélica de
Mn?" se encuentra en el rango de 0,3-0,8 uM [237, 238]. Por esto, los parametros cinéticos se
determinaron a concentraciones fisiologicas de ambos iones (Mg*” 4 mM y Mn?" 10 uM), como ha
sido realizado previamente por Cheny col. [144] de forma de extraer de las caracterizaciones cinéticas

conclusiones fisiolégicamente relevantes.
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Figura 14. Dependencia de los metales de la actividad carboxilasa de las AthPEPCKasas. La
actividad para la 4thPEPCKasal (A) y la AthPEPCKasa2 (C) se midi6 a concentraciones crecientes
de Mn** en ausencia (cuadrados) o presencia de Mg>" 0,5 mM (circulos). También, la AthPEPCKasal
(B) y la AthPEPCKasa2 (D) se midi6 con concentraciones crecientes de Mg>* en ausencia (triangulos)
o presencia de Mn?" 10 puM (triangulos invertidos) o 100 uM (diamantes). También, se realizo un
control con EGTA 0,1 mM para eliminar posibles trazas de Mn?" (circulos). Las concentraciones de
sustratos que se emplearon fueron: ADP 0,3 mM y PEP 6 mM. Las flechas marcan las
concentraciones fisiologicas de metales empleadas para la caracterizacion cinética. Los datos

representan la media + SE de dos conjuntos de datos independientes.
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Para determinar los parametros cinéticos de ambas enzimas, se realizaron curvas de
saturacion de sustrato para ambas direcciones de catalisis (Tabla 3, Figuras 15-16). Ambas enzimas
poseen una afinidad (estimada a partir de sus valores de Kv) de mas de dos 6rdenes de magnitud méas
alta para la union del OAA en comparacion con el PEP. En el caso de los nucleétidos, las afinidades
por el ADP y el ATP se encuentran en el mismo rango. En general, las actividades especificas y las
afinidades por los sustratos son mas altas para la 4thPEPCKasa2 que para la AthPEPCKasal
(Tabla 3). Los valores de Vmax en la direccion de descarboxilacion fueron moderadamente mayores

(~2 veces) en comparacion con aquellos observados para la reaccion de carboxilacion.

Tabla 3. Parametros cinéticos para los sustratos de la AthPEPCKasas. Las reacciones se
realizaron de acuerdo con la reaccion estindar descripta en Materiales y Métodos. Las constantes se
calcularon ajustando los datos experimentales a la ecuacion de Hill modificada, ajustando el ny a 1
(Figuras 15y 16). Los valores que se reportan son la media + SE obtenida del software utilizado en
el ajuste. Las concentraciones fijas de sustrato fueron las siguientes: 3, ADP 0,25 mM; °, PEP 15 mM;

¢, ATP 0,75 mM; ¢, OAA 0,75 mM.

Enzima Reaccion Sustrato Ky (UM) Vinax (U.mg!) Eficiencia
catalitica
(x 10°M1sT)
PEP? 3700 + 500 0,5+0,1
Carboxilacion 1,40 + 0,03
ADP® 79 + 1 25+2
AthPEPCKasal
OAA® 230+ 20 13+£3
Descarboxilacion 2,6+0,3
ATP¢ 72+2 39+5
PEP? 3800 £ 300 1,1+0,1
Carboxilacién 3,2+0,1
ADP® 39+4 100 + 16
AthPEPCKasa2
OAA® 100 + 10 82+6
Descarboxilacién 5,4+0,1
ATP¢ 18+3 370 + 42
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Figura 15. Curvas de saturacion de sustratos para la AthPEPCKasal. Cada curva se realizo
usando la concentracion variable de sustrato descripta en la Figura y una concentracion fija de:
A) OAA 0,75 mM, B) ATP 0,75 mM, C) PEP 15 mM, D) ADP 0,25 mM. Cada punto representa la
media £ SE de cuatro sets de datos independientes. Los valores se ajustaron a la ecuacion de Hill
modificada, fijando el nH a 1 (hasta el punto en el cual se observd la mayor actividad en el caso de la

curva de ADP). Los parametros calculados se muestran en la Tabla 3.
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Figura 16. Curvas de saturacién de sustratos para la AtzhPEPCKasa2. Cada curva se realiz
usando la concentracion variable de sustrato descripta en la Figura y una concentracion fija de:
A) OAA 0,75 mM, B) ATP 0,75 mM, C) PEP 15 mM, D) ADP 0,25 mM. Cada punto representa la
media £ SE de cuatro sets de datos independientes. Los valores se ajustaron a la ecuacion de Hill
modificada, fijando el nH a 1 (hasta el punto en el cual se observd la mayor actividad en el caso de la

curva de ATP). Los parametros calculados se muestran en la Tabla 3.
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4.1.5 Regulacion alostérica.

Las enzimas involucradas en pasos metabdlicos claves suelen estar reguladas por diferentes
mecanismos postraduccionales. Entre estos, la regulacion alostérica juega un rol clave en el control
fino de las actividades enzimaticas [29, 30, 239, 240]. Para identificar potenciales ligandos de las
AthPEPCKasas, realizamos ensayos de desnaturalizacion térmica de proteinas en presencia del
colorante Sypro Orange acoplado al monitoreo del cambio de la fluorescencia en tiempo real [200,
241-243]. Esta técnica, que permite identificar ligandos de las proteinas [244], se basa en el
monitoreo de la desnaturalizacion irreversible de las proteinas en presencia de un colorante
fluorescente. Los colorantes que se emplean tienen mayor fluorescencia al unirse a los sitios
hidrofébicos que exponen las proteinas al desnaturalizarse, en comparacion con las soluciones
acuosas donde la fluorescencia es apagada [241, 245]. De esta manera es posible seguir el proceso de
desnaturalizacion en tiempo real. Si se observa un aumento en la T}, de la proteina, se puede suponer
que existié union del ligando a la proteina, formando un complejo que es mas estable [241]. Esto la
hace una herramienta rapida, robusta y economica para analizar efectores alostéricos a gran escala
[200, 241-243].

Realizamos el muestreo de potenciales ligandos sobre las AtAPEPCKasas, utilizando un
amplio espectro de metabolitos pertenecientes a diferentes vias metabdlicas. En nuestros
experimentos las curvas de desnaturalizacion resultaron ser altamente reproducibles, con coeficientes
de variacion menores al 1,5% (Figura 17). Entre los metabolitos que se ensayaron, aquellos que
modificaron de forma significativa la Tm de las AthPEPCKasas fueron: Fru-6P, Glc-6P, Glc-1P,
Fru-1,6-bisP, 3-PGA, PPi, el analogo del PEP N-(fosfonometil)-glicina, Pyr, acetil-CoA, citrato,
malato, succinato, fumarato, Glu, shikimato, Arg, y Asp (Figura 18). De forma importante en el
analisis, y en linea con lo descripto para esta técnica, el aumento en la Ty, para algunos metabolitos

dependia de su concentracion.
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Figura 17. Ensayo de desnaturalizacion de proteinas acoplado al monitoreo de la fluorescencia

para las AthPEPCKasas. (A) Un tipico perfil de desnaturalizacion de la AthPEPCKasal en

presencia y ausencia de citrato 5 mM. (B) Primera derivada negativa de la emision de fluorescencia

como funcién de la temperatura (-0F.0T™). La Tw se identifica como el minimo de la derivada de la

curva. Cuadrados blancos; control sin proteina, cuadrados negros; control sin ligando, circulos

blancos; control sin proteina ni ligando, circulos grises; AthPEPCKasal en presencia de citrato 5 mM.

U.A.: unidades arbitrarias.
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Figura 18. Muestreo de potenciales efectores de las AthPEPCKasas por ensayos de

desnaturalizacion de proteinas acoplado al monitoreo simultineo de la fluorescencia. Se
determiné el cambio en la Tn, para la AthPEPCKasal (barras grises) y la AthPEPCKasa2 (barras
blancas) en presencia de los efectores que se muestran en la Figura. El cambio en la temperatura de
desnaturalizacion se calculd de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos que se
muestran corresponden a la media + SE de tres réplicas para todas las muestras y nueve réplicas para
el control sin el ligando. ¢ corresponde a un valor P<0.05 y e corresponde a un valor P<0.01
empleando una prueba t de student para dos muestras independientes con un intervalo de confianza
del 95%.
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Los metabolitos identificados en el paso anterior se analizaron como efectores de la actividad
descarboxilasa de cada enzima (Figura 19). La Glc-6P, Fru-6P y Glc-1P inhibieron a la
AthPEPCKasal pero no a la AthPEPCKasa2, mientras que la Fru-1,6-bisP inhibi6 a ambas enzimas.
En el caso de la A4thPEPCKasal, la Glc-6P produjo la inhibicion mas fuerte (~75%) a la mayor
concentracion analizada, mientras que la Glc-1P, la Fru-6P y la Fru-1,6-bisP produjeron una
inhibicion de ~50% a la misma concentracion (Figura 19). Para la AthPEPCKasal, los valores de /o s
para la Glc-6P y la Fru-1,6-bisP fueron 8,1 y 16 mM, respectivamente, mientras que la Glc-1P y

Fru-6P exhibieron valores de /)5 ~3 veces mas grandes que la Glc-6P (Tabla 4).

Los 4cidos orgéanicos a-cetoglutarato, fumarato, succinato y citrato mostraron patrones
similares de inhibicidn para ambas enzimas, mostrando el fumarato el menor valor de /s (Tabla 4).
Para analizar si la inhibicion observada era debida al secuestro del metal libre, realizamos las mismas
curvas, pero preparando los acidos organicos con cantidades equimolares de Mg?*. Bajo estas
condiciones, los valores de /o s de la AthPEPCKasal para el a-cetoglutarato, el fumarato y el succinato
eran similares a aquellos observados antes de agregar el Mg>" (Tabla 4). Por el contrario, los efectos
en la AthPEPCKasa2 se volvieron minimos, sugiriendo que la inhibicion era causada por una
deplecion del metal libre. De forma similar, el agregado de Mg** redujo la inhibicion causada por el
citrato, reflejandose en un aumento en los valores de /o s (Tabla 4). Especificamente, el malato activo
a la AthPEPCKasal pero no tuvo efecto en la 4thPEPCKasa2, mientras que la presencia de una
concentracion equimolar de Mg?* aumento6 levemente la respuesta de la AthPEPCKasal al activador
(Figura 19). El shikimato y el Glu también inhibieron a la 4thPEPCKasal pero no ala AthPEPCKasa2
(Figura 19). Considerando todos los efectores analizados, el PPi ejercio el mayor grado de inhibicion
(90%) y mostr6 el menor valor de fos (3,7 y 2,7 mM para la AthPEPCKasal y la AthPEPCKasa2,
respectivamente). Para eliminar la posibilidad de que la inhibicion por PPi fuera el producto de un
secuestro del metal libre, realizamos curvas de PPi con concentraciones equimolares de Mg>"; bajo
estas condiciones, los resultados fueron similares a aquellos obtenidos sin agregado del cation

divalente.

76



Tabla 4. Parametros cinéticos para los efectores alostéricos de las A#hPEPCKasas. Las
reacciones se realizaron de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos con una concentracion
fija de sustratos de ATP 0,75 mM y OAA 0,75 mM. Las constantes se calcularon ajustando los datos
experimentales presentados en la Figura 19 a una ecuacion de Hill modificada.

2 Para analizar el efecto del Mal y el Pyr, la actividad se midi6 en el sentido de carboxilacién con una
concentracion de sustratos de ADP 0,13 mM y PEP 10 mM.

NENo se observd ningtin efecto.

AthPEPCKasal AthPEPCKasa2
Efector Io.s (mM) ny Io.s (mM) ny
Glc-6P 8,1+0,8 1,5+02 N.E. -
Gle-1P 26 +2 1,5+£0,2 N.E. -
Fru-6P 27 +2 09+0,1 N.E. -
Fru-1,6-bisP 16 +1 1,2+0,1 43+5 0,8+0,1
3-PGA 2142 1,5+02 35+£3 0,9+0,1
PPi 3,7+0,1 1,5+0,1 2,7+0,4 1,1+£02
Pyr® 15+£2 1,L1+£0,2 27+3 2,9+0,8
N-fosfonometilglicina 6,1 £0,6 0,8+0,1 21 +4 0,9+0,1
a-cetoglutarato 13+£1 1,7+ 0,4 41+ 12 0,4+0,1
a-cetoglutarato-Mg* 19+2 1,1£0,1 N.E. -
Fumarato 8,6+£0,5 1,7+0,2 101 1,8+ 0,4
Fumarato-Mg>" 9,6+0,7 1,9+0,3 N.E. -
Succinato 12,1£04 1,4+0,1 11=+1 0,9+0,1
Succinato-Mg?* 14,5+ 0,6 3,5+ 0,6 18+1 3,7+0,9
Citrato 2,1+0,1 1,4+0,1 3,7+0,7 1,404
Citrato-Mg>" 10,3+ 0,6 1,5+£0,2 11,0+ 0,6 2,3+£0,3
Shikimato 10,4+0,9 1,3+0,1 N.E. -
Glu 32+£5 09+0,1 N.E. -
UDP N.E. - 8+1 0,8+0,1
AthPEPCKasal AthPEPCKasa2

Aos (mM) nu Aos (mM) nu
Malato® 2,6 +0,5 1,2+0,3 N.E. -
Malato-Mg?* 2,1+0,1 4,1+0,8 N.E. -
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Figura 19. Moduladores alostéricos de las AthPEPCKasas. La actividad de la AthPEPCKasal (cuadrados
grises) y la AthPEPCKasa2 (cuadrados blancos) se midi6 en presencia de concentraciones crecientes de los
metabolitos que se muestran en la Figura. Las medidas se realizaron de acuerdo con lo descripto en la
seccion Materiales y Métodos, en presencia de ATP 0,75 mM y OAA 0,75 mM. El efecto del Pyry el malato
se estudid en el sentido de carboxilacion, a una concentracion fija de ADP 0,13 mM y PEP 10 mM. Los
datos que se muestran son la media = SE de cuatro grupos de datos independientes. Cuando fue posible, los
datos se ajustaron a la ecuacion de Hill modificada descripta en Materiales y Métodos (los pardmetros
calculados se muestran en la Tabla 4). En el caso de las medidas de actividad en presencia de los acidos
dicarboxilicos y Mg?", la concentracion que se muestra corresponde a mezclas equimolares de ambos

compuestos.
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4.1.6 Modelado molecular de las AhPEPCKasas.

Para profundizar el andlisis de la relacion estructura/funcion de las AthPEPCKasas, se realizé un
modelado molecular de ambas proteinas. Para esto, se llevo a cabo una buisqueda de proteinas homologas
que tengan su estructura cristalografica resuelta empleando la herramienta BlastP del NCBI limitando la
busqueda a la base de datos del Profein Data Bank. De esta manera encontramos que, hasta el momento de
escritura de esta Tesis, las inicas PEPCKasas de las cuales se posee la estructura cristalografica es de las
provenientes de las bacterias Escherichia coli, Thermus thermophilus, Actinobacillus succinogenes y
Anaerobiospirillum succiniciproducens. Los alineamientos con las secuencias de estas proteinas muestran
una considerable identidad de secuencia (alrededor del 48%) lo cual permite el modelado por homologia
[246]. Sin embargo, las secuencias bacterianas son mas cortas que las de Arabidopsis y no es posible alinear
los 135 aminoacidos del extremo N, por lo cual no era factible de modelarlo. Se intent6 la busqueda de
homoélogos lejanos para este dominio N-terminal mediante el servidor PSI-PRED [247] pero no se encontrd
ninguna secuencia significativa para realizar el alineamiento de este extremo. Por esto, se empleo el servidor
I-TASSER para realizar un modelado de ambas enzimas. La herramienta I-TASSER (lterative Threading
ASSembly Refinement) utiliza la secuencia primaria para realizar un modelo atémico tridimensional a partir
de alineamientos estructurales de proteinas y simulaciones estructurales iterativas [217]. Los mejores
modelos obtenidos se analizaron con el servidor Verify3D [218, 246, 248] para analizar la compatibilidad
del modelo tridimensional con su secuencia primaria y ambos pasaron las pruebas. En la Figura 20 se
muestra un modelado de la Ath"PEPCKasal, junto con los sustratos ATP, Mg>"y PEP en su sitio activo.

Debido a las diferencias cinéticas y regulatorias que encontramos para las AthPEPCKasas,
realizamos un alineamiento estructural de los modelos de ambas proteinas (Figura 21). En la comparacion
de estructuras tridimensionales de proteinas se emplea el parametro Qu, que mide la similitud estructural.
Este valor flucttia entre 0 (estructuras que no se pueden alinear) y 1 (estructuras idénticas) [219, 249]. En el
caso del alineamiento de las 4thAPEPCKasas, obtuvimos un Qg = 0,5 lo que marca diferencias estructurales.
Si se observa el alineamiento estructural que se muestra en la Figura 21, ambos modelos se alinean
adecuadamente, a excepcion de los dominios N-terminales. Esta diferencia también se observo al alinear las
secuencias primarias de las enzimas (Figura 11). Estas regiones de las proteinas fueron predichas y
modeladas por el servidor I-TASSER como dominios intrinsecamente desordenados (Figura 21). Como su
nombre lo indica, estos dominios evolucionaron para no adoptar una estructura estable bajo condiciones
fisiologicas [250]. Estas regiones son capaces de fluctuar rapidamente entre un conjunto de conformaciones
diferentes, lo que las suele involucrar en las vias de sefializacion celular, puesto que la misma secuencia
aminoacidica puede emplearse de forma diferente en diferentes contextos [251]. En general, estos dominios

desordenados estan involucrados en modulos de interaccion proteina-proteina, regulaciones alostéricas
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complejas, suelen ser blanco de modificaciones postraduccionales o actuar como mddulos autoinhibitorios

[251].

Figura 20. Modelado molecular de la AzhPEPCKasal. En la figura se muestra un modelo de un
monoémero de la AthPEPCKasal obtenido con el servidor I-TASSER. En el panel inferior se muestra un
aumento del sitio activo de la enzima en el cual se ubican los sustratos ATP, Mg>* y PEP, los cuales se
transfirieron de las estructuras 2PXZX, 1IK3DA y 2GMVA, respectivamente. En el panel inferior se resalta
el dominio PCK (azul), de quinasa 1A (rojo), de quinasa 2 (amarillo) y el motivo de unidn a adenina (verde),

que se describieron para las ATP-PEPCKasas en la referencia [85].
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Figura 21. Comparacion tridimensional de los modelos obtenidos para las AthPEPCKasas. En la
Figura se muestran dos visualizaciones de un alineamiento estructural de los modelos para los mondémeros
de las AthPEPCKasas obtenidos con el servidor I-TASSER. En el panel B la estructura se gir6 180° respecto
a la presentacion del panel A. Las estructuras estan coloreadas segun el grado de conservacion en el
alineamiento de las secuencias primarias con una gama de colores que va del azul (regiones altamente
conservadas) al rojo (regiones no conservadas). Los parametros del alineamiento fueron: RMSD = 1,5 A 'y
Qu=0,5.

4.2 Regulacion de la AthPEPCKasal por dipéptidos.

La identificacion de nuevas interacciones entre las proteinas y los metabolitos es de gran utilidad
para identificar nuevos puntos regulatorios en el metabolismo vegetal. Con esta premisa, Veyel y col. [240]
desarrollaron la técnica de PROMIS (PROtein Metabolite Interactions using Size separation) que se basa
en la particion de los metabolitos en dos fracciones diferentes: uno que se encuentra libre y otro que esté
firmemente unido a las proteinas. Por esto, si se realiza el fraccionamiento de un extracto crudo en base al
tamafio de las moléculas con una cromatografia de exclusion molecular, es posible separar una fraccion de
baja masa molecular (metabolitos libres) de una de alta masa molecular (metabolitos unidos a las proteinas).
De esta manera, los investigadores arriba citados fraccionaron un extracto crudo de Arabidopsis y las
distintas fracciones que eluyeron de la columna se analizaron por espectrometria de masas, para identificar

los metabolitos y las proteinas presentes en cada fraccion. El andlisis del perfil de elusion de los
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componentes con pruebas estadisticas de correlacion propone una potencial interaccion, que luego debe ser
validada mediante ensayos bioquimicos. Esta estrategia identifico ~100 potenciales complejos de proteinas
con metabolitos en cultivos celulares de Arabidopsis [240, 252]. Sorprendentemente, en dicho trabajo se

identificaron numerosos dipéptidos, cuyas funciones hasta el momento no estan del todo claras.

4.2.1 Analisis de la interaccion de la AzhPEPCKasal con dipéptidos.

El conjunto de datos generado por Veyel y col. [240] contiene 92 dipéptidos diferentes que eluyeron
unidos a las proteinas en todo el rango de separacion de la columna cromatografica. En el caso de la
AthPEPCKasal, se propuso que podria interaccionar con seis dipéptidos formados por aminoacidos
hidrofobicos y/o polares (dipéptidos H-P): Ile-Gln, Ala-Ile, Phe-Gln, Leu-Thr, Ser-Tyr, y Ser-Val (Tabla 5).
Para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas de estos compuestos (Tabla 5), se empled el paquete Peptides
disponible en el programa informatico R [253]. El indice de Boman, mide la capacidad de un péptido para
interaccionar con otras proteinas y corresponde a la suma de las solubilidades individuales de los
aminoécidos dividida por el numero total de residuos, y cuanto mayor sea habra un mayor potencial de
interaccion [254, 255]. Por otra parte, el indice de hidrofobicidad consiste en la suma de las hidrofobicidades
individuales de los aminoacidos dividida por la longitud del dipéptido [256]. Al comparar estos parametros
fisicoquimicos con el niimero de proteinas con las que interaccionaria cada dipéptido, no pudimos establecer

ninguna relacion clara (Tabla 5).
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Tabla S. Caracteristicas moleculares de los dipéptidos que interaccionan con la AzhAPEPCKasal. Las
estructuras de los dipéptidos se graficaron con la  herramienta @ PePDraw

(http://www.tulane.edu/~biochem/W W/PepDraw/). El punto isoeléctrico se calcul6 con la escala de pKa

EMBOSS (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/iep.), el indice de Boman se calcul6 de acuerdo

con la referencia [255], el indice de hidrofobicidad se calculd con la escala de hidrofobicidad de Eisenberg
[255]. EI nimero de potenciales interactores se extrajo del conjunto de datos PROMIS, considerando un

indice de correlacion>0,7 [240].

Dipeptido Ser-Tyr Phe-GlIn Ile-GIn ‘ Ser-Val Leu-Thr Ala-Ile {

I

NHy
Estructura ‘ 2 o fi g I{( ‘ 8 I{( e i[(
Ho o HN 0 HN o HiN O | Hyt o Hyh o
\fk: I % _, I YK: I _, I \(lL: I

M lecular |
.m0l 268,3 2933 ‘ 259,3 204,2 232,3 202,3
Punto ‘
isoeléctrico | 8,8 5,3 ’ 3,8 5.9 7,0 3.8
CargaapH 7 ‘ 0,8 -1,0 ‘ -1,2 -0,2 | 0,0 -1,2
Indice de
Boman At | 1,28 0,31 -0,32 ‘ 1,175 -3,365
Indice de 0.04 ‘ ‘
hidrofobicidad » . 0,17 0,27 0,45 ‘ 0,51 1,00
Numero de
potenciales 506 267 ‘ 436 | 484 491 480 i

interactores \ ‘

Para analizar los procesos en los cuales participarian estos dipéptidos, se aislaron todos los
potenciales interactores para cada uno de ellos y se realiz6 un andlisis de ontologia génica con los mismos,
utilizando el servidor ShinyGO [257] para evaluar los procesos biologicos enriquecidos (Figura 22). De esta
manera, encontramos que los distintos dipéptidos analizados tienen diferentes perfiles en las funciones
enriquecidas. En el caso de Ala-Ile, Ile-GIn y Leu-Tyr las categorias son similares, siendo las principales
Metabolic pathways, Carbon metabolism y Biosynthesis of secondary metabolites. Por otra parte, Phe-Gln,
Ser-Tyr y Ser-Val muestran un perfil similar con mayor cantidad de interactores en la categoria RNA

transport, RNA degradation, Spliceosome 'y Proteasome.
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Figura 22. Categorias funcionales enriquecidas en las interacciones de los dipéptidos H-P. Se tomaron
los datos suplementarios disponibles en el trabajo de Veyel y col. [240] y se filtraron las potenciales
proteinas interactoras (coeficiente de Pearson>0,7) para cada uno los dipéptidos que se muestran en el eje
x. Luego, las proteinas se analizaron para determinar las categorias funcionales enriquecidas (eje y) con el
servidor ShinyGO v0.61 |257], empleando la clasificacion de la Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGGQG) con una linea de corte (false discovery rate)<0,5. El tamaifio de los circulos es proporcional a la

cantidad de genes dentro de cada categoria.
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Para analizar cudles proteinas involucradas en el metabolismo del carbono podrian estar
interaccionando, se graficaron las mismas junto con los dipéptidos con los cuales eluyen (Figura 23). Como
puede observarse, estos dipéptidos podrian interaccionar con otras enzimas de la gluconeogénesis y el
metabolismo primario. Por ejemplo, podria existir una interaccion con las PPi-PFKasas y ATP-PFKasas, la
Pyr descarboxilasa (PyrDCasa), componentes de la Pyr deshidrogenasa (PyrDHasa), la PEPCasa, la
acetil-CoA descarboxilasa y la MDHasa, entre otras (Figura 23).
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Figura 23. Analisis del perfil de interaccion de los dipéptidos H-P con las proteinas involucradas en
el metabolismo del carbono en plantas. Se tomaron los datos suplementarios disponibles en el trabajo de
Veyel y col. [240] y se filtraron las potenciales proteinas interactoras (coeficiente de Pearson>0,7) de los

dipéptidos que se muestran en el eje x.
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4.2.2 Efecto de los dipéptidos en la actividad de la AthPEPCKasal.

Para evaluar el efecto que podrian tener sobre la actividad de la AthPEPCKasal, se sintetizaron los
dipéptidos H-P por fase sélida en el Laboratorio de Péptidos Bioactivos (FBCB-UNL). Luego, realizamos
ensayos cinéticos y observamos que los seis dipéptidos tienen un efecto inhibitorio sobre la actividad de la
enzima (Figura 24 A). Con respecto al porcentaje de inhibicion a la mayor concentracion ensayada de
dipéptido (1000 pM), el orden de inhibicion fue Ala-Ile > Ile-Gln > Ser-Tyr > Phe-Gln > Ser-Val > Leu-Thr.
Distintivamente, en el caso de los dipéptidos Ser-Tyr, Ser-Val y Leu-Thr, a bajas concentraciones (< 100
uM), se observo una activacion inicial del 25%, lo que muestra que estos dipéptidos provocan un fenomeno
de hormesis [258, 259]. Los parametros de /os para los dipéptidos H-P se encontraron en el rango
micromolar, teniendo Ala-Ile el menor y Ser-Val el mayor valor de /o s. Dado que la reaccion catalizada por
la AthPEPCKasal es reversible in vitro, también analizamos el efecto de alguno de los dipéptidos en el
sentido de carboxilacion del PEP, observando que también se daba la inhibicion, aunque los valores de /o5

eran mayores (Figura 24 B).

Para evaluar si el efecto inhibitorio podia darse por los aminoécidos individuales que forman a cada
uno de los dipéptidos, se probaron algunos de ellos como efectores y ninguno tuvo un efecto marcado en la
actividad de la 4A#/hPEPCKasal, demostrando que el efecto inhibitorio es especifico de los dipéptidos (Figura
25). Ademas, se probd6 en dipéptido Tyr-Asp, el cual interacciona e inhibe la actividad de las Ga3PDHasas

de Arabidopsis [240], y no se observo ningun efecto significativo (Figura 25).
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Figura 24. Efectos de los dipéptidos H-P sobre la actividad de la AzhPEPCKasal. La enzima se ensay6
con la reaccion estandar descripta en Materiales y Métodos en presencia de concentraciones crecientes de
los dipéptidos indicados en el eje x de cada panel, ya sea en el sentido de descarboxilacion (A) o de
carboxilacion (B). Los datos que se muestran son la media + SE de cuatro medidas independientes. Los

datos se ajustaron a la ecuacion de Hill y los parametros calculados se muestran en cada Figura.
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Figura 25. Efecto de los aminoacidos individuales y del dipéptido Tyr-Asp en la actividad de la

AthPEPCKasal. La enzima se ensayo6 en el sentido de descarboxilacion con la reaccion estandar descripta

en Materiales y Métodos bajo concentraciones crecientes de los aminodcidos indicados en el eje x de cada

panel. Los datos que se muestran son la media + SE de cuatro medidas independientes.
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Debido a la baja actividad de la ArPEPCKasal en extractos crudos de Arabidopsis
(~0,05 U.mg PF") [227], optimizamos un método de medida fluorométrico para medir quinasas con baja
actividad [194] (ver mas abajo, inciso 4.7.4). Las reacciones fueron lineales entre los 0—15 min con 1,0-4,5
ug de extracto crudo (Figura 26). Ademas, debido a los reportes previos de protedlisis de esta enzima en los
cotiledones de pepino, optimizamos un protocolo de extraccion de proteinas totales en condiciones nativas
(descripto en Materiales y Métodos) y encontramos que, con este protocolo, la 4thPEPCKasal se mantenia
estable durante los ensayos, como se muestra en la Figura 26. Con estas herramientas, ensayamos la
actividad PEPCKasa en rosetas de 3 semanas de Arabidopsis agregando los dipéptidos en el medio de
reaccion, en una concentracion de 1000 uM. De esta forma, observamos que todos los dipéptidos ensayados
inhibieron la actividad PEPCKasa (Figura 27).
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Figura 26. Optimizacion del ensayo enzimaitico de la actividad PEPCKasa en extractos crudos de
Arabidopsis. (A) La curva de calibracion se construyé con NAD™ (cuadrados blancos) y OAA (cuadrados
grises) en las mismas condiciones de reaccion empleadas para medir la actividad PEPCKasa en extractos
crudos de Arabidopsis. Cada punto representa la media + SE de cuatro replicas. Las pendientes de la
regresion lineal fueron; 327 + 7 RFU.mM !, R? = 0.99 para el NAD" y 322 + 11 RFU.mM !, R* = 0.99 para
el OAA. El analisis de la linealidad de la respuesta con respecto al contenido proteico del extracto crudo en
el medio de reaccion (B) y con el tiempo de reaccion (C), en presencia (cuadrados grises) o ausencia
(cuadrados blancos) de ADP. (D) Analisis de la estabilidad de la AtAPEPCKasal durante la extraccion nativa
de proteinas totales, inmediatamente antes de la extraccion (t = Oh), o luego de incubar el extracto por dos
horas en hielo (t = 2h). Las muestras se resolvieron en un SDS-PAGE al 12% y luego se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa que se sometié al protocolo estandar de western blot. Las membranas de
detectaron con el antisuero policlonal contra la AthPEPCKasal y el control de carga se hizo con el antisuero

policlonal anti 7aeGa3PDHasa. RFU: unidades relativas de fluorescencia.
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Figura 27. Los dipéptidos H-P inhiben la actividad PEPCKasa en extractos crudos de rosetas de
Arabidopsis. La actividad se midié en extractos crudos de rosetas de Arabidopsis de 3 semanas en la
presencia de los dipéptidos que se muestran en el eje X en una concentracion de 1000 uM. Las medidas se
realizaron empleando las condiciones de reaccion descriptas en Materiales y Métodos. Los datos
corresponden a la media + SE de medidas realizadas en cuatro réplicas bioldgicas. La actividad del control
fue 0,31 + 0,04 U.g! PF similar a lo descripto en la referencia [227]. El asterisco corresponde a un valor
P<0,05 empleando una prueba t para dos muestras independientes con un nivel de confianza del 95% con

respecto al control sin dipéptido.

4.3 Regulacion de la AthPEPCKasal por corte proteolitico.

Debido a los antecedentes de proteodlisis en las PEPCKasas de plantas descriptos en la Introduccion,
se decidi6 analizar en profundidad este mecanismo de modificacion. De esta manera, buscamos identificar
cuales eran los efectos cinéticos y regulatorios de la protedlisis de la enzima, como asi también los estadios
de desarrollo en los cuales ocurria. Para esto, se inmunizaron conejos para producir anticuerpos policlonales

contra la AthPEPCKasal. Como puede observarse en la Figura 28, el antisuero obtenido luego de la sangria
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de los animales reconocio6 especificamente a la A/APEPCKasal recombinante, como asi también se obtuvo
una banda del tamafio esperado en extractos de hojas de Arabidopsis. Este reconocimiento no fue observado
al realizar un western blot con el suero basal del animal, lo cual demuestra que los anticuerpos producidos
fueron el resultado del proceso de inmunizacion. Si bien el antisuero fue capaz de reconocer a la
AthPEPCKasal, mostr6 una serie de reconocimientos inespecificos al probarlo contra extractos de hojas de
Arabidopsis. Es por esto que se lo purificd con la AthPEPCKasal recombinante, de forma de disminuir el
reconocimiento inespecifico. Esto mejoro sustancialmente la especificidad del antisuero (en la Figura 28
puede observarse el reconocimiento de una unica banda), aunque disminuy¢ el titulo del anticuerpo y la

sefial obtenida.
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Figura 28. Produccion del antisuero anti-4#zhPEPCKasal. Se realizd una extraccion desnaturalizante de
proteinas a partir de rosetas de Arabidopsis de 32 dias. Luego, se sembraron estas muestras en un
SDS-PAGE al 12% el cual, luego de la corrida electroforética, se transfirié a una membrana de nitrocelulosa.
A continuacion, esta membrana se reveld de acuerdo con protocolo estandar descripto en Materiales y
Métodos, con la diferencia de que el revelado se realizé con 5 ug de diaminobenzidina y 3 pl de H,O»
100 vol. En todos los casos se emple6 una dilucion 1/1000 del anticuerpo primario. En el gel se muestran

los mg PF sembrados. CP: control positivo (0,5 ng de AthPEPCKasal). MM: marcador de masa molecular.
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4.3.1 Protedlisis de la AthPEPCKasal durante la germinacion de las semillas.

Debido a la importancia de las AthPEPCKasas durante la germinacion de las semillas, en esta
seccion nos enfocamos en este estadio de desarrollo. En la Figura 29 se analizan nuevamente datos de
transcriptomica pero en un experimento realizado por Narsai y col. [260] en el cual se analizaron semillas
durante los estadios de estratificacion y germinacion. Como puede observarse, la expresion de PEPCK1 'y
PEPCK? en estos estadios es superior a la que ocurre en hojas maduras. Los transcriptos de PEPCK! son
620 veces mayores que los PEPCK?2 en la germinacion de las semillas 48 HPI (Figura 29). Ademas, los
transcriptos en semillas en germinacion a 18 HPI son 10 veces mayores que en hojas maduras, mientras que
los transcriptos PEPCK?2 son relativamente bajos en la germinacion de las semillas y no se detectan en hojas

maduras.
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Figura 29. Comparacion de los niveles de expresion de las AzhAPEPCKasas durante la germinacion de
semillas de Arabidopsis. Los datos de transcriptomica para la germinacién de las semillas fueron obtenidos
del trabajo realizado por Narsai y col. [260] y para las hojas maduras (HM) del trabajo de Klepikova y col.
[229], que se encuentran disponibles en la base de datos eF'B browser [228]. En estos experimentos, semillas
de A. thaliana Col-0 fueron secadas por 15 dias (C) y luego estratificadas a 4 °C en oscuridad. Luego, se

sembraron en placas con medio MS suplementado con Suc 3%y se transfirieron a la luz para la germinacion.
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Para analizar la integridad de la proteina en diferentes estadios de desarrollo, extrajimos proteinas
totales en condiciones desnaturalizantes de plantulas en germinacion luego de 48 HPI y hojas de rosetas
maduras de 32 dias (Figura 30). El gen PEPCK codifica para una proteina de 73,5 kDa, la cual luego se
ensambla como un hexamero de ~440 kDa para dar la 4thAPEPCKasal funcional [20]. De esta forma,
encontramos que la AthPEPCKasal es proteolizada en semillas en germinacion, pero no en hojas maduras
(Figura 30). Sin embargo, cabe aclarar que la cantidad de At#PEPCKasal en las hojas maduras es

notablemente inferior que la de semillas en germinacion (Figuras 29 y 30).

Plantulas Hojas

PF (mg): P oV o* P A8 ST e P & MM (kDa)
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Figura 30. Inmunodeteccion de la AthPEPCKasal en extractos de semillas en germinacion y rosetas
maduras. Extractos proteicos desnaturalizantes de semillas en germinacion de Arabidopsis de 48 HPI
(izquierda) y rosetas de 32 dias (derecha) se separaron en un SDS-PAGE al 12% (panel inferior) y luego se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa que se detectaron con el anticuerpo anti-AtAPEPCKasal (panel
superior) de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos. PF: cantidad de PF de tejido cargado en el
gel. MM: marcador de masa molecular. La flecha (P ) sefiala a la 4#APEPCKasal completa y el asterisco

(*) a las formas truncas.
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Algunas proteasas pueden mantenerse activas durante la extraccion de proteinas, atin en presencia
de altas concentraciones de SDS en la solucion utilizada [261, 262]. Para descartar la posibilidad de que la
AthPEPCKasal de las semillas en germinacion sea degradada durante el proceso extractivo, comparamos
cuatro métodos de extraccion diferentes; i) solucion muestra desnaturalizante, i) solucion muestra
desnaturalizante suplementada con urea 2 M, iii)) TCA 10% (p/v) [208] y iv) TCA 10% (p/v),
2-mercaptoetanol 2% (v/v) en acetona [209]. Los protocolos que se basan en el empleo de TCA son
considerados extracciones ultra-desnaturalizantes y, por lo tanto, son las técnicas mas confiables para
determinar si una proteina se encuentra proteolizada o no in vivo [208, 209, 261, 262]. De esta forma,
determinamos que la proteolisis de la 4#APEPCKasal ocurre in vivo y no es un artefacto del proceso de
extraccion (Figura 31). Debe aclararse que en todos nuestros experimentos encontramos que la mayoria de
la AthPEPCKasal se encontraba en la forma no proteolizada. Es por esto que en algunos casos, para

visualizar las formas proteolizadas debimos ajustar los tiempos de exposicion (Figura 32).

Tejido: Hojas Plantulas
Muestra: 1 2 1 2 3 4 MM (kDa)

<99
B i =
AthPEPCKasa1 |, ) ) <66
X % * <45
<29

Figura 31. Extraccion desnaturalizante de hojas y plantulas de Arabidopsis. Las muestras se extrajeron
de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos con la solucidn de extraccion desnaturalizante (1), la
solucion desnaturalizante suplementada con urea 2 M (2), TCA 10% (p/v) (3), y TCA 10% (p/v),
2-mercaptoetanol 2% (v/v) en acetona (4). En todos los casos, el gel se cargé con 0,8 mg de PF de tejido.
Hojas: rosetas de Arabidopsis de 32 dias. Plantulas: plantulas de Arabidopsis en germinacién de 48 DPI.
MM: marcador de masa molecular. La flecha (» ) marca a la AthPEPCKasal completa y el asterisco (*) a

las formas truncas.
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Tiempo de exposicion (s): 10 30 60
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Figura 32. Western-blot sobre extractos de plantulas de Arabidopsis revelado a diferentes tiempos de
exposicion. Las muestras se extrajeron con la solucién desnaturalizante descripta en la seccién de Materiales
y Métodos. Luego de realizar la corrida electroforética y la electrotransferencia, la misma membrana se
reveld a diferentes tiempos de exposicion. El gel se cargd con 0,25 mg PF de tejido en todas las calles. La

flecha (») marca a la AthPEPCKasal completa y el asterisco (*) a las formas truncas.

El antisuero policlonal obtenido contra la AtAPEPCKasal recombinante reacciona de forma cruzada
con la AthPEPCKasa2, dada la elevada identidad de secuencias (78,4%) entre ambas proteinas. Debido a
las diferencias en las abundancias relativas de los transcriptos PEPCKI1 y PEPCK2, especulamos que la
principal isoforma detectada en la Figuras 30-32 era la AthPEPCKasal. Para probar nuestra hipotesis,
analizamos extractos proteicos desnaturalizantes de plantulas en germinacion de plantas salvajes y de la
mutante nula insercional pepckl. Las plantas se crecieron bajo condiciones de dia largo (16 hde luzy 8 h
de oscuridad) y las muestras se cosecharon a intervalos de tiempo entre las 4 y las 72 HPI. En la Figura 33
se muestra que la protedlisis de la AthPEPCKasal llega a un maximo a los 24-48 HPI en las plantas salvajes
mientras que no se detecta ninguna banda en las muestras de la mutante pepckl a ningun tiempo. La
proteolisis de la AthPEPCKasal también se observé en las plantulas salvajes crecidas en total oscuridad
(escotomorfogénesis), a pesar de que la cantidad de 4thPEPCKasal era significativamente menor que las

plantulas crecidas bajo condiciones de dia largo (Figura 33).
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Figura 33. Cinética de proteolisis de la AthPEPCKasal durante la germinacion de semillas de
Arabidopsis. Las inmunodetecciones se realizaron con el antisuero anti-AthPEPCKasal (panel superior) y
el control de carga con el antisuero anti-7aeGa3PDHasa (panel inferior) sobre extractos desnaturalizados
de plantulas de Arabidopsis obtenidas de acuerdo con lo descripto en la seccion de Materiales y Métodos.
HPI: horas posteriores a la imbibicion de las semillas. DL: condicion de crecimiento de dia largo (16 h de
luz 'y 8 h de oscuridad). SK: condicidon de escotomorfogénesis (oscuridad total). Todas las calles del gel se
cargaron con 1,3 mg PF de tejido. La flecha (P ) marca a la AthPEPCKasal completa y el asterisco (*) a las

formas truncas.

De acuerdo con nuestros resultados (Figuras 30-33) y debido a los reportes de la degradacion de la
PEPCKasa en los cotiledones de pepino [158], optimizamos un protocolo para la extraccion de proteinas en
estado nativo para analizar la actividad PEPCKasa en extractos de plantulas en germinacion. La extraccion
se realiz6 en una solucion a pH 9,0 (el cual disminuye la protedlisis de la PEPCKasa en los extractos
proteicos de pepino [96]) y suplementado con inhibidores de proteasas, para evitar una mayor degradacion
durante los ensayos. De esta forma, encontramos que la 4#APEPCKasal se mantenia estable en los extractos
crudos por al menos 4 h luego de la extraccion (Figura 34) y que la actividad PEPCK en los extractos crudos
de plantulas de Arabidopsis era similar a la medida por Malone y col. [227]. Como puede apreciarse en la
Figura 35, la actividad PEPCKasa era maxima a los 3 dias posteriores a la imbibicion (DPI), mientras que
el pico de expresion proteica se observaba a 1 DPI. El maximo nivel proteico de la AtAPEPCKasal coincidia

con el pico de proteolisis, alrededor de los 24-72 HPI (Figura 35).
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Figura 34. Protocolo de extraccion nativa de la A7ZAPEPCKasal en semillas en germinacion. Para
controlar la estabilidad de la AthPEPCKasal en el protocolo de extraccion empleado para medir actividad,
se extrajeron muestras que se prepararon inmediatamente, o bien se incubaron por 4 h en hielo antes del
agregado de la solucion Laemmli. Las muestras se separaron en un SDS-PAGE al 12% que fue transferido
a membranas de nitrocelulosa para luego ser detectado con el antisuero anti-4#APEPCKasal. HPI: horas
posteriores a la imbibicion. MM: marcador de masa molecular. La flecha (») marca a la AthAPEPCKasal

completa y el asterisco (*) a las formas truncas. Todas las calles de el gel se cargaron con 3 pg de proteina.
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Figura 35. Actividad PEPCKasa en semillas de Arabidopsis en germinacion. La actividad PEPCKasa

carboxilasa se midid en extractos crudos de plantulas de Arabidopsis de acuerdo con lo descripto en
Materiales y Métodos. Los datos que se presentan corresponden a la media =+ error estandar de cuatro réplicas
biologicas. Las medias que son significativamente diferentes (P<0,05) en una comparaciéon de ANOVA de
una sola via con un 95% de confianza fueron agrupadas con una prueba post-hoc de Fisher LSD. En el panel
inferior, se muestra una inmunodeteccion de las muestras analizadas. El gel se carg6 con 3 pg de proteinas

en todas las calles. La flecha (P ) marca a la AthPEPCKasal completa y el asterisco (*) a las formas truncas.

4.3.2 Efectos cinéticos y regulatorios sobre la AthPEPCKasal provocados por el corte por la
metacaspasa AthMCO.

El patrén de bandas en la sefial correspondiente a la 4thAPEPCKasal en los western-blots sugeria
una degradacion parcial por una proteasa (Figuras 30-35). Ha sido descripto [99] que la AthPEPCKasal es
escindida en el extremo N por la metacaspasa AtAMC9Y. Las caspasas (cysteine-dependent aspartate-specific
proteases-caspases) son una familia de proteasas dependientes de cisteina que en mamiferos estan
involucradas en la cascada de sefializacion de la apoptosis o muerte celular programada [263]. Gracias a su
capacidad de generar cortes proteoliticos discretos, las caspasas pueden activar de forma selectiva a otras

caspasas ubicadas corriente abajo en la cascada de sefializacién o bien modificar a una gran variedad de
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proteinas blanco, lo cual resulta en un abanico de alteraciones estructurales y metabdlicas. En otros
organismos, se han encontrado dos familias de homoélogos distantes de las caspasas, las paracaspasas en los
metazoos y las metacaspasas en plantas, hongos y protozoos [201]. Al igual que las caspasas, las
metacaspasas poseen una diada catalitica His-Cys en su sitio activo, siendo la Cys la responsable del ataque
nucleofilico que hidroliza el enlace peptidico. La caracteristica mas sorprendente de las metacaspasas y que
las diferencia de las caspasas es su especificidad estricta para los residuos de Argy Lys [263].

El genoma de Arabidopsis posee 9 genes codificantes para metacaspasas. Las de tipo I (4thMC1-3),
poseen extensiones de 80 a 120 aminoécidos en sus extremos N, similares a los dominios de interaccion
presentes en las caspasas “iniciadoras™ ubicadas en los primeros pasos de la cascada de sefializacion en
mamiferos. Las del tipo II (4thMC4-9), carecen de estos dominios de interaccion, por lo que estarian
ubicadas corriente abajo de la cascada de sefializacion. Se ha descripto que la AtAMC9 es inactiva a pH
alcalino [201]. Por esto, analizamos si el corte de la AthPEPCKasal podia ser modulado por el pH en el
medio de reaccion incubandola por 60 min con extractos crudos de plantulas en germinacion de 48 HPI a
diferentes valores de pH. De esta forma, encontramos que el corte ocurria a pH 5,5 y 7,0 y se evitaba a
pH 9,0 (Figura 36).
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Figura 36. Corte de la AthPEPCKasal por extractos crudos de plantulas de Arabidopsis. La
AthPEPCKasal se incub6 con extractos de plantulas de Arabidopsis con solucion reguladora MES-NaOH
pH 5,5, HEPES-NaOH pH 7,0 y Tricina-NaOH pH 9,0 (en todos los casos a una concentracion final de 150
mM). Las reacciones se terminaron por el agregado de solucién muestra desnaturalizante y luego se
sembraron en un SDS-PAGE al 10% (panel superior). Luego de la transferencia a membranas de
nitrocelulosa, se detectaron con el antisuero anti-AtZPEPCKasal (panel inferior). El gel se carg6 con 0,2 pg
de AthPEPCKasal y 2,0 pg de extracto crudo.

Para analizar el efecto del corte en la actividad de la AthAPEPCKasal, clonamos el gen codificante
para la AtAMC9 a partir de plantulas de Arabidopsis y expresamos la proteina recombinante en E. coli. La
AthMC9 se expresé como un zimogeno de 37,1 kDa, el cual se auto-proteoliza para producir las subunidades
p10 (15,4 kDa) y p20 (21,73 kDa) que conforman a la AtAMC9 activa (Figura 37) [201]. Al incubar a la
AthPEPCKasal con la AthMC9 por 1 h, se proteolizd completamente a la enzima (Figura 38 A). Los
fragmentos observados en la Figura 38 A corresponden a los polipéptidos teéricos predichos de acuerdo con
los sitios de reconocimiento de la AAMC9 (K19 y R101; Figura 38 B) [99]. La actividad de la
AthPEPCKasal proteolizada era un poco mayor que la de la proteina completa, a pesar de que el cambio no

fue estadisticamente significativo.
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Figura 37. Purificacion de la 4zhMC9 por IDA-Ni?*. Las fracciones obtenidas durante la purificacion de
la AthMC9 fueron analizadas en un SDS-PAGE al 15%. I; fraccion insoluble, S; fraccion soluble, FT;
fraccion no retenida en la columna, 10-30; concentraciones de imidazol (en mM) empleadas para lavar la
columna, E; elusion con imidazol 300 mM. MM; marcador de masa molecular. En la base del gel se muestra

un esquema de las subunidades de la 4tAMC9.
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Figura 38. Analisis del corte de la AthPEPCKasal por AthMC9. A) Protedlisis de la AthPEPCKasal por
la AthMC9 recombinante. Las reacciones se realizaron de acuerdo con lo descripto en la seccion de
Materiales y Métodos y se tomaron alicuotas a los intervalos de tiempo descriptos en la figura. Luego, las
muestras se separaron en un SDS-PAGE al 10% (panel superior) o se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa detectadas con el antisuero anti-4tAPEPCKasal (panel inferior). El gel se carg6 con 1 pg de
la AthPEPCKasal y con 2 pg de la AtAMC9. B) Esquema de las mutantes truncas AtAPEPCKasal
construidas de acuerdo con los sitios de reconocimiento de la A#AMC9 identificados por Tsiatsiani y col.

(2013) y de las subunidades de la 4tAMC9 de acuerdo con Vercammen y col. (2004).

Para estudiar en detalle los efectos del corte de la AtAMC9 en la cinética de la AthPEPCKasal,
construimos dos proteinas truncas en el dominio N-terminal, las mutantes A19 and A101 (Figura 38 B). Las
expresamos de forma recombinante en E. coli fusionadas a una etiqueta de Hiss en su extremo N, de la
misma manera que lo hicimos para la enzima salvaje. Ambas proteinas se expresaron de forma soluble y se
purificaron por IMAC-Ni**, obteniéndose una preparacion altamente pura de las proteinas (>90%), con
masas moleculares de ~71 kDa y ~63 kDa, para las mutantes A19 and A101 respectivamente (Figura 39 A).
Para determinar su estructura cuaternaria, se procesé una muestra de estas enzimas recombinantes en una
columna de cromatografia de exclusion molecular y confirmamos que ambas mutantes son hexameros

(Figuras 39 B), de la misma forma que ocurre para la AthPEPCKasal completa [20].
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Figura 39. Purificacion y determinacion de las masas moleculares de las mutantes truncas de las
AthPEPCKasas. (A) Ambas mutantes fueron purificadas y luego analizadas mediante un SDS-PAGE al
12% para comprobar su grado de pureza. (B) Curva de calibracion construida para la columna de filtracion
en gel Superdex 200 con los estandares proteicos informados en la seccion de Materiales y Métodos. Para
las muestras (seflaladas en la Figura con una flecha) se muestran los datos correspondientes al promedio de
dos experimentos independientes. El valor de K., se calcul6 de acuerdo con lo descripto en Materiales y

Métodos. MM: marcador de masa molecular.

Luego, caracterizamos estas mutantes de la misma forma que lo hicimos para la enzima salvaje
(Tabla 6, Figuras 40-41). En el sentido de carboxilacion, la ke para las mutantes A19 y A101 fue 1,5-y 1,7-
veces mayores, respectivamente, que para la enzima salvaje. Por otra parte, todas las enzimas poseian
valores de k.. similares en el sentido de descarboxilacion (Tabla 6). Con respecto al valor de K, todas las
mutantes muestran una mayor afinidad por los nucledtidos y el OAA que por el PEP, de la misma forma
que ocurre para la enzima salvaje (Tabla 6). La mutante A19 posee 2- y 6- veces mayor afinidad por el PEP
y el OAA que la enzima salvaje, respectivamente (Tabla 6). La mutante A101 mostr6 2-veces menor afinidad

aparente por el PEP y 5-veces mayor afinidad aparente por el OAA que la enzima salvaje (Tabla 6).
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Tabla 6. Parametros cinéticos para las mutantes truncas de la AthPEPCKasal. Las reacciones en
ambos sentidos de reaccién se realizaron de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos. Las
constantes se calcularon ajustando los datos experimentales de las Figuras 25-26 a la ecuacion de Michaelis-
Menten. Los valores reportados corresponden a la media = SE de los parametros del ajuste. Las
comparaciones entre los pardmetros se realizaron con una prueba F de extra suma de cuadrados y las
diferencias se marcan con un * (P<0,05) y ** (P<0,01). Las concentraciones fijas de sustrato empleadas
fueron las siguientes: * ADP 0,25 mM, ®PEP 15 mM, ¢ ATP 0,75 mM, ¢ OAA 0,75 mM, ¢ ADP 0,5 mM,
'PEP 5 mM, ¢ ATP 1,0 mM, "OAA 0,5 mM, ! ADP 0,5 mM, ) PEP 15 mM, *ATP 0,5 mM, ' OAA 0,5 mM.

) Sentido Ku Keat
Enzima . Sustrato .
de reaccion (uM) (s
PEP? 3700 + 500
Carboxilacion 1,76 £ 0,04
AthPEPCKasal ADP® 79+15
wT OAA® 240 + 20
Descarboxilacion 3,2+0,3
ATP¢ 66 +2
PEP¢ 1900 + 400 *
Carboxilacion 2,64 +0,06
AthPEPCKasal ADP! 45+ 10
A19 OAA® 364+ 9 **
Descarboxilacion 3,38 £0,06
ATP" 31+ 8%
PEP! 7300 + 700 **
Carboxilacion 3,01 £0,08
AthPEPCKasal ADP! S8+8
A101 OAAK 44 47 %%
Descarboxilacion 3,9+0,2
ATP! 78 + 15
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Figura 40. Curva de saturacion de sustrato para la mutante AthPEPCKasal A19. Cada curva se realizé
empleando la concentracion variable de sustrato indicada y las siguientes concentraciones fijas de sustrato:
A) ATP 1,0 mM, B) OAA 0,5 mM, C) ADP 0,5 mM, D) PEP 5,0 mM. Cada punto representa la media = SE
de cuatro conjuntos de datos independientes. Los valores se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten y

los parametros calculados se muestran en la Tabla 6.
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Figura 41. Curva de saturacion de sustrato para la mutante AthPEPCKasal A101. Cada curva se
realiz6 empleando la concentracion variable de sustrato indicada y las siguientes concentraciones fijas de
sustrato: A) ATP 0,5 mM, B) OAA 0,5 mM, C) ADP 0,5 mM, D) PEP 15,0 mM. Cada punto representa la
media = SE de cuatro conjuntos de datos independientes. Los valores se ajustaron a la ecuacion de

Michaelis-Menten y los parametros calculados se muestran en la Tabla 6.
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Como se expuso previamente, las PEPCKasas de plantas son reguladas alostéricamente por
metabolitos [20, 95, 97, 129, 156]. Resulta de destacar que encontramos que la respuesta de las mutantes
A19y A101 a los metabolitos era diferente en comparacion con las versiones completas. Ambas mutantes
truncas eran mas sensibles al PPi que la enzima salvaje (Figura 42). La sensibilidad al shikimato estaba
levemente aumentada en la mutante A19 (aunque sin significancia estadistica), mientras que la mutante
A101 era insensible a este metabolito (Figura 42). La Glc-6P inhibid a la enzima salvaje y a la mutante
trunca A19 pero, de forma sorprendente, la mutante trunca A101 se activaba 2 veces por el mismo metabolito
(Figura 42). El malato activo 2 y 1,5 veces a la enzima salvaje y a la mutante trunca A19, respectivamente,
mientras que la mutante A101 era insensible a este metabolito (Figura 42). Para probar si el malato era capaz
de unirse a la mutante A101, realizamos ensayos de desnaturalizacion de proteinas y encontramos que el
malato producia un cambio similar en la T, en las enzimas WT, A19 y A101 (Figura 43), sugiriendo que

este metabolito alin se une a todas las formas de la enzima.
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Figura 42. Analisis de los efectores alostéricos en las mutantes truncas AthPEPCKasal. La actividad
se midio en el sentido de descarboxilacion, con la reaccion estandar descripta en Materiales y Métodos, en
la AthPEPCKasal WT (panel izquierdo), A19 (panel medio) y A101 (panel derecho) empleando las
siguientes concentraciones de sustrato; OAA 0,75 mMy ATP 0,75 mM para la WT,y OAA 0,5 mMy ATP
0,3 mM para las mutantes A19 y A101. En el caso del malato, la actividad se midi6 en el sentido de
descarboxilacion con PEP 10 mM y ADP 0,13 mM. Los datos se ajustaron a la ecuacion de Hill modificada
y los valores informados corresponden a la media + SE de los parametros de ajuste. Las comparaciones se
realizaron con una prueba F extra suma de cuadrados (* para P < 0,05y ** para P <0,01).

110



o—l—I—l-—-

I
Control 25 mM Malato

Figura 43. Ensayos de desnaturalizacion de las mutantes truncas AthPEPCKasal en presencia de
malato. Los experimentos se realizaron en la presencia de la enzima salvaje (blanco), A19 (gris claro) y
A101 (gris oscuro) en ausencia (control) o en presencia de malato 25 mM. El salto en la temperatura de
desnaturalizacion se calculé de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos. Los datos que se muestran
son la media + SE para tres replicas. * corresponde a un valor P < 0,5 y ** corresponde a un valor P < 0,01

empleando una prueba t para dos muestras independientes con un nivel de confianza del 95%.

4.4 Ubiquitinilacion y degradacion proteolitica de la AthPEPCKasal.

La degradacion de proteinas, suele requerir de la exposicion de una sefial que involucra
modificaciones postraduccionales especificas, como la fosforilacion y la ubiquitinilacion [264]. En las
muestras de plantulas en germinacion, ademéas del corte proteolitico también observamos degradacion
proteica masiva (Figuras 30-35), por lo que decidimos evaluar el marcado de la AthPEPCK1 por
ubiquitinilacion. Para esto, incubamos plantulas de 48 HPI con inhibidores de las vias de degradacion por
el proteasoma (MGI132) y por la autofagia (3-metiladenina e hidroxicloroquina). De esta manera,
encontramos acumulacion de la AtAPEPCKasal en las plantulas tratadas por 24 h con el inhibidor de
proteasoma MG132. Se encontré una menor sefial en las muestras tratadas con 3-metiladenina por 48 h'y

no observamos diferencias significativas en las muestras tratadas con hidroxicloroquina (Figura 44).
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Figura 44. Tratamiento de plantulas de Arabidopsis con inhibidores de protedlisis. A) Cuantificacion
por densitometria de western blots realizados con los anticuerpos anti-AthPEPCKasal y
anti-TaeGa3PDHasa sobre extractos desnaturalizantes de plantulas de Arabidopsis de 48 HPI incubadas por
24 y 48 h con medio MS al medio bajo condiciones control (gris) o suplementado con MG132 20 uM
(amarillo), hidroxicloroquina 5 mM (azul) y 3-metiladenina 2 mM (violeta). Los valores que se muestran
corresponden a la media + SE de tres réplicas y el asterisco corresponde a un valor P<0,05 para una prueba
t para dos muestras independientes. B) Western blots realizados sobre extractos de plantulas tratadas con
inhibidores de proteasas. Los westerns se realizaron con los anticuerpos anti-4thPEPCKasal (panel
derecho) o anti-TaeGa3PDHasa (panel izquierdo). La cuantificacion se realizé como el paquete informatico

Fiji y el resultado se muestra en el panel (A).
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Dado que, durante la germinacion la cantidad de AtZPEPCKasal llega a un pico méximo y luego se
reduce drasticamente (Figuras 30-35), y debido a que el tratamiento con MG 132 aument¢ la cantidad de la
enzima (Figura 44), especulamos que la 4thAPEPCKasal podria ser ubiquitinilada y luego degradada por el
proteasoma 26S. Para probar esta hipotesis, y debido a estudios previos que encontraron ubiquitinilacion de
la AthPEPCKasal en plantulas de 10 dias y 3 semanas crecidas en medio liquido [265, 266], analizamos
distintas concentraciones de MG132 y tiempos de incubacion, para encontrar una condicion optima de
acumulacion de la proteina (Figura 45). De este modo, observamos que tratamientos de 25-50 pM por 20 h

generaban la mayor acumulacion de la 4/APEPCKasal.
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Figura 45. Tratamiento de plantulas de Arabidopsis con MG132. Se realizé una cuantificacion por
densitometria de western blots realizados con los anticuerpos anti-AthPEPCKasal (gris) y
anti-7aeGa3PDHasa (blanco) sobre extractos desnaturalizados de plantulas de Arabidopsis de 72 HPI
incubadas por 2, 4 y 20 h en medio MS suplementado con las concentraciones de MG132 que se indican en
el eje x. Los valores que se presentan estan relativizados a la sefial de la muestra sin MG132 y corresponden

a lamedia + SE de tres réplicas bioldgicas.

Utilizamos las muestras de plantulas en germinacion tratadas con MG132 50 uM por 20 h para
inmunoprecipitar a la AthAPEPCKasal (usando la mutante pepckl como control negativo). En la Figura 46
puede apreciarse que la proteina inmunoprecipitada fue reconocida por el anticuerpo anti-ubiquitina.
Ademas, la cantidad de la AthPEPCKasal ubiquitinilada era mayor en las muestras tratadas con el inhibidor
MG132 (Figura 46). Al analizar el repositorio de interactomas BioGRID (https://thebiogrid.org/), se pudo
identificar que la AthPEPCKasal interacciona con la proteina ubiquitina 3 (AT5G03240) en Arabidopsis
[265]. Mediante un analisis de la base de datos Plant PTM Viewer pudimos identificar que la Lys-147 seria

ubiquitinilada, lo cual coincide con lo identificado en el trabajo de Walton y col. [266].
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Figura 46. Inmunoprecipitacion de la AthPEPCKasal a partir de plantulas de Arabidopsis. Las
inmunoprecipitaciones se realizaron a partir de plantulas de Arabidopsis de 72 HPI bajo las condiciones
descriptas en la parte superior de la Figura siguiendo el protocolo descripto en Materiales y Métodos. WT,
planta salvaje; pepckl, mutante insercional nula en el gen PEPCKI; WT + MG132, plantas salvajes
incubadas con MG132 50 uM; UBQI1, anticuerpo comercial anti-ubiquitina. MM: marcador de masa

molecular.
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Una rama ancestral del sistema de degradacion mediado por el sistema ubiquitina-proteasoma es la
regla del extremo N. Esta ruta fue descubierta en el afio 1986 cuando Varshavsky y col. [267] encontraron
en Saccharomyces cerevisiae la rapida degradacion de proteinas modificadas para adquirir ciertos motivos
en sus extremos N. Este proceso de regulacion determina el tiempo de vida media de las proteinas en funcion
de los motivos aminoacidicos expuestos en sus extremos N y es funcional en mamiferos, plantas, levaduras
y bacterias [268]. Debido a los antecedentes sobre la regulacion de la ATP-PEPCKasa de Sacharomyces
cerevisiae por esta via, en conjunto con otras enzimas gluconeogénicas, decidimos analizar el estado de la
AthPEPCKasal en plantulas en germinacion de dos mutantes en los componentes de esta via; prt/ (mutante
en el gen PROTEOLYSISI) y prt6 (mutante en el gen PROTEOLYSIS6). Estos genes codifican para E3
ligasas encargadas de reconocer los extremos N de las proteinas blanco de degradacion y servir de andamio
para que una las enzimas conjugadoras E2 las ubiquitinilen [269]. PROTEOLYSIS]y PROTEOLYSIS6 estan
involucrados en la union de los dominios N-terminales con aminoacidos aromaticos o basicos,
respectivamente [270]. Realizamos western blots sobre estas mutantes, pero no obtuvimos diferencias
significativas en los estadios analizados en el grado de proteolisis (Figura 47 y 48). Solamente observamos
la desaparicion de una banda intermedia presente a los 24 HPI en las plantas salvajes y que desaparecio en

la mutante prt6 (Figura 48).
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Figura 47. Inmunodeteccion de la AzhPEPCKasal en plantulas de Arabidopsis WT y prtl. Las

inmunodetecciones se realizaron con el antisuero anti-4AtZAPEPCKasal (panel superior) y el control de carga
con el antisuero anti-7aeGa3PDHasa (panel inferior) sobre extractos desnaturalizantes de plantulas de
Arabidopsis obtenidas de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos. HPI, horas posteriores a la

imbibicidn de las semillas; WT, Arabidopsis salvajes Col-0; prt/, mutante en el gen PROTEOLYSIS].

115



WT prt6 _WT _ pr6

MM (kDa) HPL:O 4 24 48 96 0 4 24 48 96 0 4 24 48 96 0 4 24 48 96
99 > Ead
. A -
7 = - < AthPEPCKasa1
45>

15 - - - - - BT e ;ﬂ TaeGa3PDHasa

Figura 48. Inmunodeteccion de la AzhPEPCKasal en plantulas de Arabidopsis WT y prt6. Las

inmunodetecciones se realizaron con el antisuero anti-AtAPEPCKasal(panel superior) y el control de carga
con el antisuero anti-7aeGa3PDHasa (panel inferior) sobre extractos desnaturalizantes de plantulas de
Arabidopsis obtenidas de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos. HPI, horas posteriores a la

imbibicion de las semillas; WT, Arabidopsis salvajes Col-0; prt6, mutante en el gen PROTEOLYSIS6.

4.5 Regulacion de la AthPEPCKasal por fosforilacion.

Debido a los informes de fosforilacion de la AthPEPCKasa presentes en la literatura [96, 114, 152,
165, 166], como asi también a la informacion disponible en las bases de datos, decidimos analizar si en
plantulas en germinacion se encontraba modificada de esta manera. Para esto, analizamos extractos crudos
desnaturalizados de semillas en germinacion mediante un SDS-PAGE suplementado con PhosTag-Mn*",
que es en un reactivo quelante que retrasa de forma selectiva las proteinas fosforiladas [210, 271, 272].
Como puede observarse en la Figura 49, la AthPEPCKasal de las muestras cosechadas a los 36 HPI

migraron con retraso, indicando que la enzima se encuentra fosforilada en este estadio de la germinacion.
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Figura 49. Estado de fosforilacion de la AzhPEPCKasal durante la germinacion de semillas de
Arabidopsis. Extractos desnaturalizados de Arabidopsis se separaron en un SDS-PAGE al 12% y, luego de
la transferencia a membranas de nitrocelulosa, se inmunodetectaron con el anticuerpo anti-AthPEPCKasal
de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos (panel superior). Control de carga realizado con anti-
TaeGa3PDHasa (panel medio). Los mismos extractos se resolvieron en un SDS-PAGE al 7,5%
suplementado con Phostag-Mn*>" 25 uM el cual, luego de transferirlo a una membrana de PVDF, fue
detectado con el anticuerpo anti-AthPEPCKasal. HPI: horas posteriores a la imbibicion. MM: marcador de

masa molecular.

Si bien la fosforilacion de las PEPCKasas de plantas habia sido informada anteriormente, no se
conocian los efectos de esta modificacion postraduccional en las propiedades cinéticas y regulatorias de la
enzima. Dado que los estudios sobre de la proteina fosforilada se hicieron en extractos crudos o bien con
las enzimas purificadas a partir de su fuente natural, los resultados se mostraban contradictorios. Es por esto
que empleamos el sistema de expresion recombinante desarrollado en esta Tesis para estudiar en detalle los
efectos de la fosforilacion. En virtud de que la AtAPEPCKasal se fosforila en extractos de plantulas en
germinacion (Figura 49), en esta seccion nos centramos en el estudio de esta isoforma, que es la que
mayormente se expresa durante la germinacion de las semillas y que seria la principal isoforma funcional.

Para identificar los posibles sitios de fosforilacion, empleamos las bases de datos PhosPhat y Plant
PTM viewer, las cuales agrupan informacion de trabajos de fosfoproteomica [220, 221]. Ambas enzimas
serian putativamente fosforiladas en varios residuos en su secuencia primaria. En el caso de la

AthPEPCKasal, dicha modificacion ocurriria en los sitios Ser-62, Thr-65, Thr-66, Thr-122, Ser-135 y Tyr-
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407. En el caso de la AthPEPCKasa2, los aminoacidos fosforilados serian Ser-35, Ser-66, Ser-69, Thr-70,
Thr-131 y Thr-133. Para determinar el grado de conservacion de estos residuos fosforilables, se realizaron
alineamientos multiples de secuencias con el servidor Clustal o [223] utilizando homo6logos de esta enzima
en diferentes plantas (Figura 50). De esta forma, encontramos que los residuos Ser-62 , Thr-65, y Thr-66 de
la AthPEPCKasal, coincidieron con los sitios fosforilados en la enzima de maiz [234]. Ademas, estos
residuos se ubicaron en un motivo altamente conservado en los dominios N-terminales de las PEPCKasas
de plantas. En cambio, los sitios Thr-122 y Ser-135 (AthPEPCKasal)y Thr-131y Thr-133 (4thPEPCKasa2)
solo se identifican en las PEPCKasas de Arabidopsis (Figura 50).
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—ELYEQAIK-
—ELYEQAIQ-
—ELYEHAIK-
—ELYEQAFG-
—ELYEQAFG-

Utilizando

celeaadl
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[RSAPTTPIINQ
[RSAPTTP|LRD
[RSAPTTPTKD
[RSAPTTPILIKG
[RSAPTTP)
[RSAPTTP)
[RSAPTTPLKE
[RSAPTTPILKD
[KSAPTTP[LKS
[KSAPTTP)
[KSAPTTP)
[RSAPTTP)
[RSAPTTP)
[KSAPSTP)
[KSAPTTP)
[RSTPTTP)
[RSTPSTP)
[KSTPSTP)
[RSAPTTP)

[KSGPNT P

KPQVVE-———
KAAATA-———
KAATTT--——

P p—
255
YEKG-SFITS
FEKG-SFVTS
YEKG-SFITS
YEKG-SFITS
YEKG-SFITS
YEKG-SFVTS
YEKG-SFVTS
YEKG-SFITS
YEKG-SFITS
YEKG-SFITS
YEKG-SFITS
YEKG-SFITS
KKS-SFITST
YEKG-SFITS
-YEKG-SFIT
YEKG-SFITS
EKG-SFLTST
HEKG-SFITA
YEKG-SFITA
NEKG-SFITS
YEKG-SFITS
QKKS-SFITS
QKKS-SFITS

la

A -
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-—--NA--AARA
—---GS-ASGV
G-———-AAST
G-————RAHSP
———SG--ARA
GG-—-GVV
———GG--GVV
G-———-ASSP
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FA---—-AVSE
SGT---SGPT
—ARLS
—-VAIS
FA---—-AVSE
SGPT
MGT---SGPT
FA----AALS
FGV--—--AVS

R -
265
NGALATLSGA
TGALATLSGA
TGALATLSGA
TGALATLSGA
NGALATLSGA
TGALATLSGA
TGALATLSGA
TGALATLSGA
SGALATLSGA
TGALATLSGA
SGALATLSGA
NGALATLSGA
GALATLSGAK
TGALATLSGA
STGALATLSG
TGALATLSGA
GALATLSGAK
TGALATLSGA
TGALATLSGA
SGALATLSGA
SGALATLSGA
TGALATLSGA
TGALATLSGA

herramienta

P
275
KTGRAPRDKR
KTGRSPKDKR
KTGRSPRDKR
KTGRSPRDKR
KTGRAPRDKR
KTGRSPKDKR
KTGRSPKDKR
KTGRSPRDKR
KTGRSPRDKR
KTGRAPRDKR
KTGRSPRDKR
KTGRSPRDKR
TGRSPRDKRV
KTGRCPRDKR
AKTGRSPRDK
KTGRSPRDKR
TGRSPRDKRV
KTGRSPRDKR
KTGRSPRDKR
KTGRSPRDKR
KTGRSPRDKR
KTGRSPRDKR
KTGRSPRDKR

el
135

EE----RQKI
TP---VSSET
EE---ERHRQ
EE--—ERHTQ
E--—--ERQKI
TP-——SSGET
TP---VSGES
EE--—ERQRQ
EE-—-ERQKQ
EE--—ERQKQ
EE-—-ERQKQ
E---EERHRQ
EE---DRSQQ
EE---ERNKQ
EE---ERHKQ
EAER---QKQ
EE---DRQRQ
DE--—-ERQKQ
DE---DRRKQ
EA---DKNKQ

VV--RDAT-T
VV--KDDT-T
VV--KDEV-A
VV--KDEV-T
VV--RDAT-T
VV--KDET-T
VV--KDET-T
TV--KDEA-S
VV--RDET-T
VV--KDDV-T
VV-—RDET-T
VV--KDEA-A
V--KDEA-TA
VV--KDEV-T
RVV--KDDL-
VV--KDDT-T
V--KDEN-TE
VV--RDDT-T
IV--KDEA-A
VV--KDDT-T
VV-—KDET-T
VV--KDDT-T
VV-—KDET-T

BLASTP
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QLOSTSASLA
MLQSVSASLA
QLOSTSASLA
QMQSISASLA
QLOSTSASLA
MLQSVSASLA
MLQSVSASLA
QLQSISASLA
QLQOSISASLA
QLQSISASLA
QLQOSISASLA
QLOSTISASLA
QLQSISASLT
QLESTISASLA
QLQOSISASLA
QLISISASLA
QLQOSISASLA
QLOSISASLA
QLQOSISASLA
QLESISASLA
QLQOSISASLA
PLOSISASLA
PLOSTSASLA

FIE I |
295
EDELWWG--K
EAELWWG--K
ARDLWWG--K
AQDLWWG--K
EGELWWG--K
ASELWWG--K
ASELWWG--K
AQELWWG--K
EDDLWWG--K
GEELWWG--K
EDDLWWG--K
AQELWWG--K
QELWWG--KG
ENELWWG--K
TENELWWG—-—
EKELWWG--K
KELWWG--KG
EHDLWWG--K
AQELWWG—-K
SEELWWG--K
D-DLWWG--K
AQELWWG--K
SQELWWG—-K

del NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) se buscaron proteinas homdlogas a las AthPEPCKasas provenientes de diferentes especies

vegetales que se alinearon con el algoritmo Clustal ®. La identidad de cada una de las secuencias puede encontrarse el apartado de Material

Suplementario. Con un cuadro verde se resaltan los dominios de fosforilacion identificados en las AthPEPCKasas.
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Para estudiar el efecto de la fosforilacion en las enzimas, se construyeron mutantes fosfomiméticas
en los sitios de fosforilacion, reemplazando el aminodcido fosforilable por Asp. El agregado de la carga
negativa que ocurre al realizar esta mutacion imita la carga negativa que ocurre durante la fosforilacion
[273]. Se continud con el analisis de los aminoacidos Ser-62, Thr-65 y Thr-66 de la AtAPEPCKasal, debido
a la alta conservacion de estos residuos entre las diferentes PEPCKasas, y a que en las bases de datos era
mayor la prominencia de los fosfopéptidos correspondientes a estos sitios.

Las mutantes se construyeron mediante la técnica de QuikChange y, una vez que se comprobd la
presencia de la mutacion en cada una de ellas por secuenciacion, se expresaron y purificaron de la misma
forma que lo realizado para la enzima salvaje, obteniéndose en alto grado de pureza. En la Tabla 7 se
resumen los parametros cinéticos de las mutantes S62D y T66D que lograron caracterizarse. Como puede
observarse ambas mutantes fueron aproximadamente dos veces mas activas que la enzima salvaje en el
sentido de carboxilacion. Por otra parte, la actividad en el sentido de descarboxilacion no fue
significativamente mayor para la mutante T66D, pero fue tres veces mayor para la mutante S62D. Con
respecto a los valores de Ky para las mutantes, al igual que en la enzima salvaje, los mismos estuvieron en
el rango milimolar para el PEP y en el micromolar para el OAA, el ATP y el ADP (Tabla 7). Con respecto
a la afinidad por el PEP, la mutante T66D posee aproximadamente 2 veces menor afinidad para el mismo.
Por el contrario, esta mutante mostré aproximadamente 6 veces mayor afinidad para el OAA y el ATP.

Para evaluar la interaccion entre la fosforilacion y la regulacion alostérica de la AthPEPCKasal, se
evaluaron algunos de los efectores alostéricos que actuan sobre la enzima salvaje, para analizar su efecto
sobre las mutantes fosfomiméticas. Como puede observarse en la Figura 53, solamente con el PPi las
enzimas mutantes respondieron de forma similar a la enzima salvaje. Para el resto de los inhibidores, no se

observo un efecto importante, si bien para el caso de la Glc-6P se ve una tendencia a la inhibicion.
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Tabla 7. Parametros cinéticos de las mutantes fosfomiméticas de la AzhPEPCKasal. Las reacciones se
realizaron en ambos sentidos de reaccion de acuerdo con lo descripto en la seccién de Materiales y Métodos.
Las constantes se calcularon ajustando los datos experimentales de la Figuras 51 — 52 a la ecuacion de
Michaelis-Menten. Los valores reportados son la media + SE de los parametros del ajuste. Las
concentraciones fijas de sustrato fueron las siguientes: %, ADP 0,25 mM; *, PEP 15 mM; ¢, ATP 0,50 mM;
4 OAA 0,75 mM.

K \Y
Enzima Sentido de reaccion Sustrato M ey
(uM) (U.mg )
PEP? 3700 £ 500
Carboxilacion 1,76 £ 0,04
ADP? 79+ 1
AthPEPCKasal
WT
OAA° 230+ 20
Descarboxilacion 3,2+0,3
ATP¢ 72+2
PEP 4200 + 400
Carboxilacion 5,7+0,1
° 94+8
AthPEPCKasal ADP
S62D ¢
OAA 260 + 30
Descarboxilacién . 8,6+0,1
ATP 56+ 12
PEP 6100 + 500
Carboxilacion 4,2+0,2
’ 3145
AthPEPCKasal ADP
T66D OAAC e
Descarboxilacién 4,1+0,1
d
ATP 67+6
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Figura 51. Curvas de saturacién de sustrato para la AthPEPCKasal S62D. Cada curva se realiz
empleando la concentracion variable de sustrato descripta en la Figura y una concentracion fija de sustrato
de: A) ADP 0,25 mM, B) PEP 15 mM, C) ATP 0,5 mM, D) OAA 0,75 mM. Cada punto representa la media

+ SE de cuatro sets de datos independientes. Los valores se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten y

los parametros calculados se muestran en la Tabla 7.
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Figura 52. Curvas de saturacion de sustrato para la AthPEPCKasal T66D. Cada curva se realizé
empleando la concentracion variable de sustrato descripta en la Figura y una concentracion fija de sustrato
de: A) ADP 0,25 mM, B) PEP 15 mM, C) ATP 0,5 mM, D) OAA 0,75 mM. Cada punto representa la media
+ SE de cuatro sets de datos independientes. Los valores se ajustaron a la ecuacion de Michaelis-Menten y

los parametros calculados se muestran en la Tabla 7.
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Actividad relativa

Actividad relativa
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Figura 53. Moduladores alostéricos de las mutantes fosfomiméticas de la AthPEPCKasal. La actividad

se midi6 en presencia de concentraciones crecientes de los metabolitos que se muestran en cada panel. Las

medidas se realizaron con la condicidn estandar de medida, en presencia de ATP 0,75 mM y OAA 0,75 mM.

Los datos que se muestran son la media + SE de cuatro grupos de datos independientes. Cuando fue posible,

los datos se ajustaron a la ecuacion de Hill modificada (los pardmetros calculados se muestran en cada

grafico).
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4.6 Regulacion de la AthPEPCKasal por éxido-reduccion.

La regulacion de las enzimas por procesos de oxido-reduccion resulta critica para el metabolismo
vegetal [66, 274]. Debido a la presencia de diez residuos de Cys en la secuencia primaria de la
AthPEPCKasal, analizamos el efecto de agentes oxidantes sobre su actividad. Incubamos a la enzima en
presencia de diamida o H,O» y luego medimos la actividad en el sentido de carboxilacién. Observamos que
el tratamiento con dichos compuestos produjo una disminucién de la actividad PEPCKasa del 25% con

H>0»y del 60% con diamida (Figura 54).

100 |-

50 |-

Actividad relativa

DIT H,O, Diamida

Figura 54. Respuesta de la AthPEPCKasal a los agentes oxidantes y reductores. Se¢ incubd la
AthPEPCKasal en condiciones control (barras blancas) o en presencia de los compuestos que se muestran
en el eje x (barras grises). En todos los casos, se respetd una relacion enzima:agente de 1:100 y se incubd
por 20 min a temperatura ambiente. Luego, se midio actividad en el sentido de carboxilacion de acuerdo

con la condicion estandar. Los valores que se muestran corresponden a la media de dos réplicas.

Ademas, se realizaron curvas a concentraciones crecientes de H>O, y en funcion del tiempo
(Figura 55 A), las cuales permitieron el calculo de distintas kobs. Luego, estas kobs se graficaron en funcion
de la concentracion de H,O, y permitieron el calculo de la constante de segundo orden (k" o potencia del
inhibidor [202]) que resulté en 5,87 M.s! (Figura 55 B). Ademads, para explorar como podria ocurrir el
mecanismo de oxidacion de la enzima, la tratamos con H>O,y luego sembramos los productos de reaccion
mediante un SDS-PAGE al 7,5% no reductor. De esta manera, determinamos la formacion de un aducto de
~135 kDa, formado por la unién de dos mondémeros mediante un puente disulfuro (Figura 56).
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Figura 55. Inactivacion de la AthPEPCKasal por H,0,. (A) Se analizd la inactivacion de la
AthPEPCKasal en funcién de la concentracion de H,O, y el tiempo. La enzima se incubd bajo condiciones
control (m) o con H0, 0,025 mM (e), 0,05 mM (A), 0,1 mM (V¥), 0,25 mM (¢), 0,4 mM (). La actividad
se midio en el sentido de carboxilacion. (B) Mediante el ajuste de las curvas del panel A, se calcul6 la

constante de segundo orden (k") para el H,O, de acuerdo con lo descripto en Materiales y Métodos.
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Figura 56. Tratamiento de la AthPEPCKasal con H;O,. La enzima (E) se trato con H>O, de acuerdo con
las relaciones molares que se muestran en la Figura. En el gel se sefiala el mondémero (» )y el dimero (P <)

formado por la AthPEPCKasal al reaccionar con el oxidante. MM: marcador de masa molecular.
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4.7 Identificacion y caracterizacion de las ProtKasas involucradas en la fosforilacion de las

enzimas en estudio.

4.7.1 Caracterizacion de las ProtKasas 4hSnRK1.

La familia de las ProtKasas activadas por AMP, que incluye a las AMPK en mamiferos, a las Snfl
en levaduras y a las SnRK1 en plantas, son consideradas uno de los principales actores involucrados en el
control energético en los eucariotas [275, 276]. Ante situaciones fisiolégicas que provocan un déficit
energético, estas ProtKasas se activan para inducir un cambio a nivel metabdlico, inactivando las vias
anabdlicas que consumen energia y activando a las vias catabolicas que la generan [277-279]. Tanto las
AMPK como las Snfl han sido ampliamente estudiadas. Sin embargo, el conocimiento sobre las SnRK1 es
relativamente escaso. Los blancos moleculares identificados para estas ProtKasas son la Ga3PDHasa [198]
y np-Ga3PDHasa [280], 1a 6-fosfofructo-2-kinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa [281], la nitrato reductasa [282],
la trehalosa-6-fosfato (Tre-6P) sintasa 5 [282], la Suc sintasa [31], la Suc-6-fosfato sintasa [283, 284] y la
HMG-CoA reductasa [285]. Entre sus blancos también se han encontrado factores de transcripcion como
FUSCA3 [286] vy WRINKLEDI [287] , aunque se estima que deben existir muchos mas, dado el enorme
cambio en la expresion génica que ocurre al mutar los genes codificantes para la subunidad catalitica de
estas ProtKasas [288].

Dada la importancia de estas ProtKasas para el control del metabolismo, se hipotetiza que también
debe ser compleja su regulacion. Estas enzimas son activadas al ser fosforiladas en un residuo de Thr
ubicado en un bucle de activacion altamente conservado [191]. Al buscar en Arabidopsis homologos a las
ProtKasas ubicadas corriente arriba en la cascada de sefializacion en levaduras (ProtKasas PAK1, TOS3,y
ELMI) y en mamiferos (ProtKasas CaMKKs), se identificaron a las ProtKasas GRIK1 y 2 (geminivirus
Rep-interacting kinase 1/2) como las encargadas de fosforilar y activar a las SnRK1 [289, 290]. Sin
embargo, dado que estas solo se expresan en tejidos en proliferacion activa o infectados por geminivirus, se
propuso que deben existir otras ProtKasas encargadas de catalizar este proceso, debido a que la actividad
de las SnRK1 esta presente en otros tejidos [291].

Otro nivel de regulacion de estas ProtKasas es por mecanismos alostéricos, lo cual es motivo de
controversia en la literatura. En una SnRK1 purificada a partir de hojas de espinaca se encontr6 que el AMP
no funciona como activador (a diferencia de lo que ocurre con las AMPK), sino que protege a la ProtKasa
de la desfosforilacion [292]. Para la misma ProtKasa purificada de hojas de espinaca, otro trabajo determind
que el principal inhibidor de su actividad es la Glc-6P [293]. Por otra parte, un trabajo realizado en extractos
crudos de hojas de Arabidopsis, identificd a la Tre-6P como el principal metabolito inhibidor [294]. En este
ultimo estudio, los autores propusieron que la inhibicion se daba a través de un factor proteico desconocido
que estaba presente solo en hojas jovenes, puesto que cuando se realizaba una cromatografia de intercambio

ionico para purificar a la enzima, o bien en extractos crudos de hojas maduras, esta inhibicion no se
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observaba. El ki determinado para Tre-6P en extractos crudos fue de 5 uM [294] y se encontraba en el rango
estimado para la concentracion de este metabolito en rosetas de Arabidopsis [295]. Inicialmente hubo
controversia respecto a esta regulacion, dado que la Tre-6P comercializada por Sigma-Aldrich previo al afio
2011 poseia una pureza del 60-70% y mas de 40 contaminantes diferentes [296—298]. Sin embargo,
recientemente [299] se demostrd que la inhibicion por la Tre-6P ocurre porque este metabolito reduce la
interaccion de las ProtKasas GRIK 1y 2 con las SnRK 1 y, por lo tanto, se evita la activacion de las ultimas.
En el mismo contexto, en nuestro grupo de trabajo se identificé a la Rib-5P como el principal inhibidor de
las SnRK1 en endosperma de trigo [280].

Para estudiar en mayor profundidad a estas ProtKasas decidimos clonarlas, para producirlas de
forma recombinante por expresion heteréloga de los genes en E. coli. Se optd por esta estrategia para
independizarnos de trabajar con ProtKasas purificadas de fuente, las cuales podrian tener una composicion
heterogénea de subunidades o una serie de modificaciones postraduccionales que complicarian las
caracterizaciones bioquimicas y el consiguiente analisis. Para esto, clonamos todos los genes codificantes
para todos los componentes de estas ProtKasas a partir de ADN copia de Arabidopsis. Estas ProtKasas
tienen una estructura heterotrimérica formada por una subunidad catalitica a y dos subunidades regulatorias
By v [279]. En Arabidopsis, existen dos subunidades o (a1 y o), tres B (B1, B2y B3) y dos y (v y By). Las
subunidades cataliticas estan codificadas por los genes AKINI0Q y AKINI1I para las subunidades o y oo,
respectivamente. Dado que para ser activas estas subunidades necesitan ser fosforiladas en un residuo de
Thr (198 para AKIN10 y 176 para AKIN11) ubicado en un bucle de activacion altamente conservado, se
construyeron mutantes fosfomiméticas en las que este aminoéacido se muté a Asp y, de esta forma, obtener
a las ProtKasas activas de forma constitutiva.

Al intentar producir los distintos polipéptidos recombinantes que componen a estas ProtKasas, se
presentaron problemas de solubilidad, una caracteristica que previamente se ha observado para la obtencion
de otras proteinas de Arabidopsis en E. coli [300]. Por esto, nos concentramos en la generacion recombinante
de las subunidades o cataliticas y, luego de probar varias condiciones experimentales, logramos obtenerlas
de forma soluble empleando E. coli SHuffle. Al purificarlas por IMAC-Ni*, se lograron obtener estas

subunidades, aunque con un bajo nivel de pureza (Figura 57).
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Figura 57. Purificacion de las ProtKasas AthAKIN10-T198D y AthAKIN11-T176D. En las iméagenes
se muestran las preparaciones de las AKIN10-T198D y AKIN11-T176D empleadas en los ensayos
posteriores. Las muestras se resolvieron en un SDS-PAGE al 12%. MM: marcador de masa molecular. La

flecha sefiala la banda proteica correspondiente a las ProtKasas en estudio.

Para comprobar la identidad de las proteinas purificadas, se midi6 actividad empleando [**y]-ATP
y el péptido AMARA (AMARAASAAALARRR), un sustrato especifico para estas ProtKasas [283]. Los
parametros cinéticos obtenidos para ambas ProtKasas se muestran en la Tabla 8. Como puede observarse,
se determind una mayor Ve y un menor Ky para el ATP para AthAKIN10-T198D. En el caso del péptido
AMARA, no se lleg6 a saturacion a concentraciones menores a 1000 pM, por lo que en todos los ensayos
posteriores se empled una concentracion de 90 uM del péptido AMARA, en concordancia con lo realizado
por otros autores [191]. Dado que las ProtKasas homologas en mamiferos y levaduras son reguladas
alostéricamente [276, 277, 279, 291, 301], se midi6 actividad en presencia de diferentes metabolitos para
evaluar si ejercian algun efecto en la actividad de las enzimas de Arabidopsis. Se observd una reduccion en
la actividad con Glc-1P, Glc-6P, Fru-6P y 3-PGA. La mayor inhibicion se dio con los inhibidores
competitivos AMP y ADP (Figura 58). En general, la inhibicion de AthAKIN11-T176D fue mayor que la
de AthAKIN10-T198D.
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Tabla 8. Parametros cinéticos de las ProtKasas SnRK1. Las reacciones se realizaron con la reaccion
estandar descripta en Materiales y Métodos y las constantes se calcularon empleando la ecuacion de Hill.

Los valores reportados corresponden a la media + SE de los parametros del ajuste.

ProtKasa ATP Ky (uM) Vinax (mU.mg™)
AthAKIN10-T198D 62+5 2,7+0,2
AthAKIN11-T176D 372+ 83 0,6 0,1
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Figura 58. Ensayo de diferentes metabolitos como efectores alostéricos de las AzhSnRK1. La actividad
se midio de acuerdo con la condicion estandar descripta en la seccion de Materiales y Métodos en condicion
control (barras blancas) o bien suplementada con 1 mM de los efectores que se presentan en la Figura, a
excepcion de la Fru-2,6-bisP que se ensayd en una concentracion de 2 uM (barras grises). Los valores que

se muestran corresponden a la media de dos réplicas.

4.7.2 Caracterizacion de la ProtKasa MdoSOS2.
La cascada de sefializacion SOS (acronimo derivado de Salt Overly Sensitive) fue descubierta al
realizar una busqueda de mutantes de Arabidopsis para encontrar aquellas que mostraban hipersensibilidad

al NaCl en sus raices [302]. Este trabajo llevo a la identificacion de los genes SOSI, SOS2 y SOS3, los
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componentes principales del mecanismo de extrusion del Na* en el citosol celular en Arabidopsis. Luego
de la percepcion del estrés salino por la raiz, se generan pulsos de Ca®* en la célula que activan a la cascada
de sefializacion SOS para protegerlas del dafio provocado por una excesiva acumulacion de iones. SOS3
codifica para una proteina de union a Ca>", que funciona como sensor en las raices. De forma alternativa, la
proteina SCaBP8 (SOS3-like Calcium Binding Protein 8) seria el sensor funcional en la parte aérea de la

planta. Luego de unir al Ca**

, SOS3 interacciona con y activa a SOS2, la cual es una ProtKasa perteneciente
a la familia SnRK3. Dado que SOS3 se encuentra miristoilada, ademads de activar a SOS2, también lo recluta
a la membrana plasmatica, donde puede activar por fosforilaciéon a SOS1, un transportador de Na*/H" que
elimina ¢l exceso de Na" del citosol celular [303]. La mutacion de alguno de estos genes genera
hipersensibilidad al NaCl, siendo la mutante sos/ la que presenta el fenotipo mas severo [304].

Las vias de activacion de la ProtKasa SOS2 son multiples y aun no esta del todo claro cual es la
contribucion de cada uno de los mecanismos a la via sefializacion general. Por un lado, se encuentra la
activacion dada por SOS3 unida al Ca®", en ausencia de estos la fosforilacion de sustratos peptidicos por
SOS2 es minima [305]. Ademas, al igual que el resto de las ProtKasas de la familia SnRK, esta enzima
posee un bucle de activacion altamente conservado que puede ser fosforilado por otras ProtKasas. Al mutar
en la enzima de Arabidopsis una Thr altamente conservada ubicada en este bucle de activacion (Thr-168) a
Asp, se genera una ProtKasa activa de forma constitutiva, cuya actividad es independiente de SOS3 y del
Ca*" [306]. Ademas, esta ProKasa es capaz de autofosforilarse en varios sitios, siendo la Ser-228 el mas
importante. Si bien la autofosforilacion no es clave en la activacion de la ProtKasa, si posee un rol en la
seflalizacion ante el estrés salino, puesto que al mutar este residuo a Ala para evitar la autofosforilacion y
expresar el gen resultante en la mutante sos2, el fenotipo no puede recuperarse completamente [307]. Por
ultimo, las proteinas del tipo 14-3-3 inhiben la actividad de transfosforilacion pero no la autofosforilacion
en SOS2. Ante la situacion de estrés salino, la interaccion de SOS2 con la 14-3-3 disminuye, liberando la
primera para que cumpla con su funcion en la cascada de sefializacion [308].

Resultados preliminares de nuestro grupo de trabajo demostraron que la PpeAld6PRasa era
fosforilada in vitro por extractos crudos y preparaciones de ProtKasas parcialmente purificadas de hojas de
duraznero bajo condiciones de reaccion especificas para las SOS2 y las CDPK [177]. Por esto, nos
propusimos estudiar a esta ProtKasa en plantas de la familia de las rosaceas. Si bien nuestro modelo de
estudio era el duraznero, al momento en el cual se encararon estos experimentos no se encontraba disponible
su genoma, por lo que se eligi6 estudiar a la SOS2 de manzano (MdoSOS2).

Se realizo la sintesis de novo del gen putativo para la MdoSOS2, optimizando sus codones para
expresarlo de forma recombinante en E. coli y con la Thr-168 mutada a Asp, de forma de obtener una
ProtKasa constitutivamente activa. Esta ProtKasa se produjo de forma recombinante por expresion

heteréloga del gen en E. coli y se la purificé por IMAC-Ni>* (Figura 59). Para comprobar su actividad de
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ProtKasa, se realizaron medidas de actividad empleando las mismas condiciones reportadas para la enzima
de Arabidopsis, a excepcion de que como sustrato se utilizo el péptido AMARA (secuencia:
AMARAASAAALARRR) en lugar del p3 (secuencia: ALARAASAAALARRR). De esta forma, pudimos
confirmar la actividad ProtKasa de este gen, siendo la primera vez que se caracteriza una ProtKasa de este

tipo en plantas de la familia de las rosaceas y la segunda luego de la enzima de Arabidopsis.
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Figura 59. Purificacion de la ProtKasa MdoSOS2. En la imagen se muestra la preparacion de la ProtKasa
MdoSOS2-T168D empleada en los ensayos posteriores. La muestra se resolvié en un SDS-PAGE al 12%.
MM: marcador de masa molecular. La flecha sefiala la banda proteica correspondiente a las ProtKasa en

estudio.

En los experimentos en los cuales analizamos la linealidad de la medida de actividad en funcion del
tiempo, notamos que esta ProtKasa se autofosforilaba, provocando desviaciones en la linealidad
(Figura 60 A). Cabe aclarar que la autofosforilacion de la ProtKasa luego de la activacion ha sido descripta
para la enzima de Arabidopsis, aunque la funcion de esta modificacion no esta del todo clara [192, 307]. La
actividad de autofosforilacion fue de 0,35 mU.mg! y tardé aproximadamente 15 min en completarse bajo
las condiciones ensayadas. Por esto, para realizar la caracterizacion cinética primero se incubaron las
reacciones por 15 min en el medio reaccion y luego se iniciaron por el agregado del sustrato peptidico
(Figura 60 B). De esta forma, pudimos determinar una actividad de transfosforilacion de 8,2 mU.mg™! y un

Ky para el ATP de 5,5+ 0,5 uM. Con respecto al péptido AMARA, no se logrd saturacion a concentraciones
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de hasta 1000 uM. Ademaés, analizamos diferentes metabolitos como posibles efectores, observandose una

reduccion en su actividad solamente con ADP-Glc, ADP y AMP (Figura 61).
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Figura 60. Puesta a punto del ensayo de actividad para la ProtKasa MdoSOS2. Las reacciones se
realizaron de acuerdo con la condicion estandar descripta en la seccion de Materiales y Métodos, ya sea en
ausencia (cuadrados grises) o en presencia del péptido AMARA 100 uM (circulos blancos). En el panel (A)
ambas reacciones se realizaron en paralelo, mientras que en el panel (B), antes del agregado del péptido
AMARA se incub6é a la ProtKasa por 15 min en el medio de reaccion de forma de completar la

autofosforilacion.
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Figura 61. Efectores alostéricos de la ProtKasa MdoSOS2. La actividad se midi6 de acuerdo con la
condicion estandar descripta en Materiales y Métodos en condicion control (barra blanca) o en presencia de
1 mM de los metabolitos que se indican en la Figura, a excepcion de la Fru-2,6-bisP que se ensay6 en una

concentracion de 2 uM (barras grises). Los valores que se muestran corresponden a la media de dos replicas.

4.7.3 Analisis de la fosforilacion de la PpeAldPRasa y la TaeADP-Glc PPasa.

Retomando lo expuesto en la Introduccion, los azicares alcoholes son los fotosintatos primarios en
las plantas de la familia de las rosaceas. La modulacion del metabolismo del Gol ocurre a nivel
transcripcional y por mecanismos postraduccionales, tanto por regulacion alostérica como por 6xido-
reduccion [177]. Ademas, mediante el andlisis de bases de datos de fosfoprotéomica encontramos que los
homologos a la PpeAldPRasa en Arabidopsis (At2g21250 y At2g21260) se encuentran fosforilados en la
Thr-256 [220]. Esto nos llevé a investigar la ocurrencia de la fosforilacion de la PpeAld6Prasa, con el
objetivo de profundizar el estudio de la regulacion del metabolismo del Gol. Ademads, en experimentos
previos encontramos que la PpeAld6PRasa era fosforilada in vitro por extractos de hojas de duraznero,
como asi también por preparaciones de ProtKasas parcialmente purificadas a partir de hojas empleando
condiciones de reaccion caracteristicas de las ProtKasas SOS2 y CDPK [177].

Para comprobar los resultados anteriores, empleamos a las ProtKasas recombinantes para fosforilar

in vitro ala PpeAld6PRasa. Realizamos las reacciones con una concentracion fija (0,4 mU) de las ProtKasas
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AthAKIN10-T198D (familia SnRK1), MdoSOS2 (familia SnRK3) y StuCDPKI1 (familia CDPK). La
PpeAld6PRasa fue escasamente fosforilada por At/AAKIN10-T198D (Figura 62 A). Por el contrario, fue
altamente fosforilada por la MdoSOS2 y en menor medida por la StuCDPK1 (Figura 62 A). La incubacion
de la Ppe Ald6PRasa con MdoSOS2 y StuCDPK1 generd una cantidad de enzima fosforilada que representa

una acumulacion de los eventos individuales (Figura 62 B).
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Figura 62. Fosforilacion in vitro de la PpeAld6PRasa. (A) La PpeAld6PRasa fue fosforilada in vitro
empleando [*’P]y-ATP y las ProtKasas que se muestran en la Figura utilizando condiciones de reaccion
especificas para cada una (las cuales se detallan en Materiales y Métodos). El gel fue revelado para detectar
la radiactividad incorporada (panel superior) y, una vez decaida la radiactividad, se lo escane6 para controlar
la carga (panel inferior). (B) Se repitio el mismo experimento que en el panel (A) pero empleando una
combinacién de las ProtKasas StuCDPK 1y MdoSOS2. La flecha (P ) sefiala a la Ppe Ald6PRasa fosforilada
y el asterisco (*) a la MdoSOS2 autofosforilada.

La ADP-GlcPPasa de plantas tiene una estructura heterotetramérica del tipo S»L» (constituida por
subunidad Small and Large) y es la enzima limitante en la via de sintesis del almidon [23, 37, 44]. En
nuestro laboratorio se realizaron estudios detallados sobre la regulacion de la ADP-GlcPPasa de Triticum
aestivum (Tae ADP-GIcPPasa) [309]. Distintos aportes experimentales insinuaban que la via de sintesis de
almidén se regulaba por la accion combinada de diferentes modificaciones postraduccionales como
modificaciones redox, fosforilacion y formacion de complejos proteicos [44]. Es por esto que se realizaron

ensayos para analizar la fosforilacion de esta enzima con las ProtKasas recombinantes antes descriptas y se
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observo que tanto la StuCDPK1 como la MdoSOS2 también podian fosforilar la subunidad L de la TaeADP-
GlcPPasa [44, 309]. Cabe aclarar que esta subunidad L ejerce una funcién principalmente regulatoria de la
actividad catalitica de la subunidad S [310], por lo cual la modificacidon por fosforilacion refuerza este rol

diferencial.

4.7.4 Desarrollo de un método fluorométrico para medir actividad ProtKasa.

La fosforilacion de proteinas es una de las modificaciones postraduccionales mas estudiadas dado
que regula practicamente todos los aspectos de la funcidn celular [311, 312]. En los eucariotas, las ProtKasas
(EC 2.7.11.-) transfieren un grupo fosfato desde la posicion y del ATP a los grupos hidroxilos de Ser, Thry
Tyr en los sustratos proteicos [313]. Las ProtKasas son intensamente estudiadas en los experimentos de
descubrimiento de farmacos, debido a que la fosforilacion anormal de proteinas ha sido relacionada con
numerosas enfermedades [314]. La principal dificultad al ensayar una ProtKasa radica en su relativamente
baja actividad (102-107 s) [315]. Se han desarrollado numerosos métodos de medida de actividad ProtKasa
(los cuales se basan en el empleo de sustratos especificos), pero solamente aquellos que se basan en la
cuantificacion del ADP pueden ser aplicados a todas las combinaciones de ProtKasas con diferentes
sustratos [316]. Por esto, en este objetivo de Tesis nos propusimos adaptar un método fluorométrico para
medir esta actividad enzimética. Este método, el cual es explicado en detalle en la seccion de Materiales y
Meétodos, se basa en dos propiedades de los dinucléotidos de nicotinamida y adenina: i) la estabilidad
diferencial del NAD(P)" y del NAD(P)H a diferentes valores de pH, y i) la formacion derivados
fluorescentes al tratar al NAD(P)™ con alcali fuerte [317-319].

Dado que el método radiactivo detecta la formacion de fosfopéptido en el rango nanomolar,
optimizamos las condiciones para cuantificar el ADP por el método fluorométrico en tal escala. Las curvas
de calibrado se realizaron en un volumen final de 20 pul con cantidades crecientes de ADP (0-0,5 mM;
0-10 nmol). Las curvas eran lineales con una pendiente de 420 =7 RFU.mM! (R? ajustado = 1,00,
P <0,001; Figura 63). Obtuvimos resultados idénticos cuando las curvas de calibrado se realizaron con
NAD?, lo que corresponde a una completa conversion del ADP en NAD™ con el sistema PyrKasa/LDHasa.
Bajo las condiciones de nuestros ensayos, los limites de deteccion y cuantificacion para el ADP fueron 0,05
y 0,15 nmol, respectivamente (Figura 63). La buena reproducibilidad se demostrd por el coeficiente de
variacion en la curva de calibrado (promedio <5%) y en las medidas enzimaticas de la SruCDPK1
(promedio < 15%). También obtuvimos una buena relacién sefial/ruido y un factor Z >0,5 a concentraciones
de ADP mayores a 15 uM, por lo que nuestro ensayo tiene potencial para ser empleado en muestreos de alta

eficiencia.
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Metabolito Parametro  Unidades Valor esEtgr?éar Ang. Valor P
: RFUR.F:!M'1 41135,3?90 ;g; 1,00 <0,001
: RFUR.Fr:M'-‘ 42}:;4 2‘22 100 <0,001
D ADP (uM) S:R  FactorZ
500,0 25,5 0,95
250,0 14,9 0,97
125,0 8,2 0,86
62,5 4,1 0,82
31,3 2.7 0,81
15,6 1,8 0,56
7,8 1,4 0,42
3,9 1,2 -0,17
2,0 1,1 -2,69
0,0 1,0 e

Figura 63. Optimizacion del método del método de medida del método fluorométrico. A) Curva de

calibrado para el ADP (cuadrados negros) y NAD™ (circulos azules) obtenidos luego del tratamiento alcalino

de las muestras. Cada punto representa la media + SE de tres experimentos. Las barras de error son menores

que el tamafio de los simbolos. B) Parametros de regresion obtenidos para los graficos del panel A. C)

Limite de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) calculado para cada metabolito en las condiciones

empleadas en nuestros ensayos. Los célculos se realizaron usando las ecuaciones descriptas en la seccion

de Materiales y Métodos. D) Factor Z y relacion sefial a ruido (S:R) obtenidos para los ensayos bajo las

condiciones empleadas en este Trabajo. Los calculos se realizaron con los valores obtenidos en tres

experimentos y con las ecuaciones descriptas en la seccion de Materiales y Métodos.
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Para validar este método, empleamos a la StuCDPK 1, una ProtKasa que ya habia sido caracterizada
previamente por Santin y col. [320]. Luego, realizamos la caracterizacion cinética por tres métodos
diferentes: i) el método radiactivo, que es considerado el patron oro para medir actividad ProtKasa; ii) un
método luminiscente desarrollado por PROMEGA; y iii) el método fluorométrico adaptado por nosotros.
Los parametros cinéticos obtenidos para la StuCDPK1 determinados por el método fluorométrico fueron
similares a los obtenidos en paralelo con el método radiactivo y el reactivo ADP-Glo (Tabla 9 y Figura 64);
sin embargo, los mismos fueron levemente diferentes a los reportados por Grandellis y col. [321]. También
obtuvimos resultados idénticos con el método fluorométrico y el radiactivo cuando la SruCDPK1 se ensay6

con la proteina basica de mielina como sustrato (1,5 + 0,3 y 1,6 + 0,3 mU.mg"!, respectivamente).

Tabla 9. Parametros cinéticos de la SfuCDPK1 determinados por tres métodos diferentes. Los
parametros cinéticos se calcularon ajustando los datos de actividad de las curvas de la Figura 60 a la ecuacion

de Hill descripta en la seccion de Materiales y Métodos.

Pardmetro Radioactivo ADP-Glo Fluorométrico
Vinax (U.mg™) 1,21 £0,04 1,2+0,1 1,23 £0,06
ATP So.s (uM) 63+6 54 +£17 78 £ 11

A 1,5+£0,2 0,8+ 0,1 1,3+0,2

R? ajustado 0,99 0,98 0,99
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Figura 64. Curvas de ATP para la StuCDPKI1. Las curvas se realizaron con el método radiactivo
(cuadrados negros), el reactivo ADP-Glo (circulos rojos) y el método fluorométrico (tridngulos azules).

Cada punto representa la media + SE de al menos dos experimentos.

Al comparar las mediciones entre los diferentes métodos, observamos una correlacion lineal (en el
rango analizado de formacion del producto, 0-1 nmol) entre el método fluorométrico y el radiactivo
(Pendiente = 1,04 + 0,03, R?= 0,99, P<0,001; Figura 65 A). Resultados similares se obtuvieron entre el
método fluorométrico y el reactivo ADP-Glo (Pendiente = 0,98 + 0,07, R? = 0,95, P<0,001; Figura 65 B).
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Figura 65. Validacion del método fluorométrico para medir actividad ProtKasa. Los datos de ADP
liberado (método fluorométrico en el eje y de los paneles A y B) se graficaron contra el [**P] incorporado
(método radiactivo, eje x del panel A) o ADP liberado (reactivo ADP-Glo, eje x del panel B). Los datos

representan la media + SE de dos experimentos independientes.
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5. Discusion.

5.1 Caracterizacion cinética, estructural y regulatoria de las AthPEPCKasas.

En el presente trabajo de Tesis, se encar6 el estudio detallado de las AtAPEPCKasas. La inspiracion
inicial para realizar este trabajo provino del rol clave que tienen las PEPCKasas en todos los organismos
[85, 104, 152]. Ademas, hasta el momento de inicio de este trabajo de Tesis la informacion disponible acerca
de las propiedades bioquimicas de las PEPCKasas de plantas era escasa, particularmente si se la compara
con los detallados estudios realizados en otros organismos. De esta manera, era nuestro interés generar
nuevos conocimientos que permitan comprender mejor el nodo metabdlico en el cual participan estas

enzimas.

Mediante el analisis filogenético de las AthPEPCKasas de plantas, pudimos determinar que los dos
polipéptidos presentes en Arabidopsis se agrupan en clados diferentes, lo cual nos dio una primera vision
de las diferencias existentes entre ambas enzimas (Figura 9). Cabe aclarar que en la construccién del arbol
solamente se consideraron las regiones conservadas de las proteinas, dejaindose de lado los extremos N que
son divergentes. Por otra parte, al realizar una comparacion in silico de los niveles de expresion de los genes
PEPCKIy PEPCK?2 (Figura 10), se observa una desigualdad. El gen PEPCK se expresa a lo largo de toda
la planta (aunque con mayor prominencia durante la estratificacion y germinacion de las semillas) y en
niveles sensiblemente mayores que PEPCK?2, mientras que la expresion del gen PEPCK?2 ocurre en las
semillas y los 6rganos florales, aunque en niveles inferiores que los de PEPCK . Esto lleva a suponer que
la AthPEPCKasal es la principal isoforma en Arabidopsis, similar a lo concluido por otros autores [73]. Sin
embargo, la presencia de potenciales variantes de splicing de la AthPEPCKasa2 en las bases de datos

(Figura 11), invita a pensar que podria existir una regulacion génica compleja de esta isoforma.

Al iniciar este trabajo de Tesis la totalidad de las PEPCKasas de organismos fotosintéticos
estudiadas correspondian a enzimas purificadas a partir de su fuente natural y se observaba una gran
diferencia entre los pardmetros cinéticos determinados (Tabla 10). Las discrepancias podrian deberse a las
propiedades intrinsecas de las enzimas entre las diferentes especies vegetales, en las cuales operan
metabolismos diferentes. Alternativamente, las diferencias podrian deberse a que las propiedades
bioquimicas de las enzimas purificadas de fuente reflejan la respuesta de una mezcla de diferentes
poblaciones estructurales de la enzima. Dado que las PEPCKasas son susceptibles a las modificaciones
postraduccionales [95, 132, 165], las preparaciones podrian tener diferentes composiciones de enzima
fosforilada o proteolizada. En linea con lo expuesto, pueden observarse grandes diferencias en los
parametros cinéticos determinados por los diferentes autores para el mismo organismo. Por ejemplo, se
informaron diferencias de ~6 y ~9 veces en el Ky para el OAA para la enzima de Panicum maximum y la
de Anana comosus, respectivamente [95, 97, 144, 233, 322]. Es por esto que, en este proyecto de Tesis, nos

142



propusimos desarrollar un sistema de expresion heterdloga de genes para la produccion recombinante y
purificacion a homogeneidad electroforética de las AthPEPCKasas. Esto representa una herramienta
fundamental para el estudio detallado de las enzimas, puesto que permite obtener preparaciones de las
proteinas homogéneas sin ninguna modificacion postraduccional y en gran cantidad, estrategia que ha sido
utilizada ampliamente en nuestro laboratorio [20, 176, 230, 323]. Ademas, las técnicas de biologia
molecular representan una herramienta valiosa para luego emular las diferentes modificaciones

postraduccionales con el objetivo de entender con fino detalle los mecanismos moleculares subyacentes.
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Tabla 10. Parametros cinéticos de las PEPCKasas de diferentes especies vegetales. La tabla esta

coloreada de acuerdo con el tipo de fotosintesis que realiza el organismo de origen; Cs (verde), C4 (naranja)

y CAM (azul).
Especie Sustrato Ky (ULM) Vinax (U.mg™) [Metal] Referencia
bibliografica
. OAA 56
Cucurbita pepo ATP 119 5 1 mM MnCl, [129]
OAA 156 + 20 30
ATP 25,7+3.5 10 uM Mn** [144]
PEP 2100 = 250 15 4 mM Mg**
ADP 36+ 3,3
Panicum maximum OAA 2 51 0,5 mM MnCl, [97]
ATP 25
OAA 130
ATP 22 i 2,5 mM MnCl, [322]
PEP 380 2.5 mM MgCl,
ADP 49
: OAA 12
Chloris gayana ATP 16 36 0,5 mM MnCl, [97]
Urochloa OAA 15
panicoides ATP 25 42 0.5 mM MnCl, 971
Ascophyllum PEP 77
nodosum ADP 35 i e [324]
. PEP 780 2,5 mM MnCl,
Chloris gayana ADP 25 - 2.5 mM MgCl, [325]
OAA 400
ATP 20 5 mM MnCl,
Ananas comosus PEP 5000 - 5 mM MgCl, [233]
ADP 130
OAA 42 17
Ananas comosus ATP 120 1 mM MnCl, [95]
(short version) PEP 560 3 2 mM MgCl,
ADP 47
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Como se expuso en los Resultados, pudimos expresar ambas AthPEPCKasas de forma recombinante
y purificarlas a homogeneidad electroforética. Este represento el paso inicial y necesario para encarar la
caracterizacion bioquimica exhaustiva de estas enzimas. Cabe aclarar que los estudios realizados en esta
Tesis son los primeros que se han realizado con una At#PEPCKasa de plantas producida en forma
recombinante. Al analizar la estructura cuaternaria de estas enzimas por cromatografia de exclusion
molecular, determinamos que las AthPEPCKasas son homohexameros (Figura 12). Esta estructura esta de
acuerdo con la descripta para las enzimas de especies Cs4 (Urochloa panicoides, Chloris gayana'y Panicum
maximum) [97], pero es diferente a la estructura tetramérica reportada para la PEPCKasa de Cucurbita pepo
[96, 158] y una version corta de la enzima presente en Ananas comosus [95]. Esta estructura hexamérica ha
sido recientemente confirmada in vivo en un trabajo publicado por Veyel y col. [240]. En este trabajo, los
autores fraccionaron extractos crudos de Arabidopsis mediante una columna de exclusion molecular e
identificaron las proteinas en las distintas fracciones por espectrometria de masas, determinandose para la
AthPEPCKasal una masa nativa de ~447 kDa, similar a los 440 kDa que determinamos nosotros.

Ademas, para profundizar el andlisis estructural de las AtAPEPCKasas, realizamos el modelado
molecular de ambas proteinas. Para esto empleamos el servidor ITASSER, que construye modelos
moleculares de proteinas empleando la técnica de alineamientos estructurales multiples acoplado a
simulaciones iterativas [217]. Este servidor emple6 como molde los homologos bacterianos cuyas
estructuras se encuentran cristalizadas puesto que, hasta el momento de escritura de esta Tesis, no se han
resuelto estructuras cristalinas de PEPCKasas de plantas. Gracias a este andlisis pudimos modelar el ntcleo
de estas enzimas, junto con los sustratos correspondientes (Figuras 20-21). Dichos modelos mostraron una
gran calidad a excepcion del dominio N-terminal de ambas enzimas. Esto se debe a que, por un lado, las
extensiones N de las enzimas de plantas no estan presentes en las bacterianas, por lo cual no es posible
extrapolar la estructura. Por otra parte, las predicciones de estructura secundaria muestran que estos
extremos N corresponden a un dominio intrinsecamente desordenado, los cuales evolucionaron para no
adoptar una estructura estable bajo condiciones fisioldgicas [250]. Estas regiones desordenadas fluctian
rapidamente entre diferentes conformaciones, por lo que suelen participar en las vias de sefializacion celular,
puesto que la misma secuencia aminoacidica puede emplearse de forma diferente en diferentes contextos
[251]. En general, estos dominios suelen estar involucrados en los modulos de interaccion proteina-proteina,
en regulaciones alostéricas complejas, suelen ser blanco de modificaciones postraduccionales, o bien actiian
como modulos autoinhibitorios [251]. Esto no hace més que resaltar la importancia de los dominios
N-terminales de las ATP-PEPCKasas, los cuales han sido adquiridos por las plantas a lo largo de la
evolucion. Ademas, otra caracteristica que observamos es que la mayor diferencia estructural entre las

AthPEPCKasas estd localizada en este dominio en la proteina (Figura 21).
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Con respecto al pH 6ptimo de reaccion, se determind que el mismo era igual a 7, un comportamiento
similar al descripto para otras PEPCKasas [96, 97, 135, 233, 322], lo que también concuerda con las
condiciones de pH existentes en el citosol de una célula vegetal (pH de 7,3 & 0,1) [326-328]. Por otra parte,
debido a la importancia que tienen los iones metalicos para la actividad de la PEPCKasa, para encarar la
caracterizacion bioquimica de las enzimas recombinantes de Arabidopsis debimos elegir la concentracion y
combinacion adecuada de iones metélicos a emplear. Tradicionalmente, la actividad PEPCKasa se ensayaba
con concentraciones relativamente elevadas de Mn?" (0,5-5 mM, observar la Tabla 10), una condicion en la
cual se obtiene la méxima actividad (Figura 14). Sin embargo, se ha determinado que la concentracion de
Mn?"en las células vegetales se mantiene en el rango micromolar [144, 237, 238, 329]. Por el contrario, la
concentracion de Mg?" en las células vegetales varia de 15 a 25 mM [330, 331], aunque su concentracion
como ion libre es 0,25-0,4 mM [332-334]. Es por esto que en este trabajo decidimos realizar la
caracterizacion empleando una concentracion fisioldgica de Mn?", para asi obtener conclusiones
fisiolégicamente relevantes. Utilizamos una condicién de medida que consistia en 4 mM MgClL y 10 uM
MnCl,, la cual fue inicialmente propuesta por Cheny col. [144].

Los parametros cinéticos determinados bajo la condicién fisioldégica de medida estan de acuerdo
con aquellas reportadas para otras especies de plantas (comparar las Tablas 3 y 10). Considerando que la
reaccion catalizada por la PEPCKasa es completamente reversible in vitro, la afinidad aparente mas alta
para el OAA y el ATP que exhiben ambas enzimas recombinantes de Arabidopsis (Tabla 4) concuerda con
la vision de que operarian principalmente en la direccion de descarboxilacion (via gluconeogénica) in vivo.
Ademas, determinamos que la AtAPEPCKasa2 es ~2 veces mds activa que la 4/APEPCKasal en ambos
sentidos de reaccion, un resultado similar a lo observado por Shen y col. [335]. Sin embargo, la
AthPEPCKasal es la principal isoforma expresada in vivo y la que impactaria en las funciones fisiologicas
[73-75, 142]. Marcadamente, las PEPCKasas de plantas Cs son relativamente menos activas que aquellas
de plantas C4 y CAM (Tablas 4 y 10). Las actividades de las AthPEPCKasas son similares a las de Cucurbita
pepo, una especie con un metabolismo C; (Tabla 4). De forma contraria, las PEPCKasas de especies que
realizan fotosintesis Cs, muestran ~10 veces mayor actividad que las AtAPEPCKasas (Tabla 10). Estas
diferencias en la accidn catalitica podrian estar estrechamente relacionadas al rol clave que tienen las
PEPCKasas en los mecanismos de concentracion del CO; en las especies Cs.

Para analizar la capacidad de las 4tAPEPCKasas de unir potenciales efectores empleamos ensayos
de desnaturalizacion de proteinas acoplados al escaneo diferencial de la fluorescencia [200, 241-244]. De
esta forma, identificamos varios metabolitos como potenciales interactores de las AthPEPCKasas. Sin
embargo, es importante remarcar que no existio una relacion directa entre el aumento en la temperatura de
desnaturalizacion y el efecto ejercido por el ligando. Por ejemplo, el PPi era el inhibidor mas potente de

ambas AthPEPCKasas, pero solo aument6 la Ty, de la AthPEPCKasal y la AthPEPCKasa2 en 0,7 y 0,8 °C,
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respectivamente (Figuras 18 y 19). De forma inversa, el succinato generd el mayor aumento en la Ty, (5 °C
para la AthPEPCKasal y 14 °C para la AthPEPCKasa2), pero sdlo ejercido una pequeiia inhibicion
(Figura 18 y 19). Estos resultados podrian ser producto de las caracteristicas técnicas propias de este ensayo,
el cual puede ser empleado para detectar la uniéon de moléculas pequefias a las proteinas pero tiene
importantes limitaciones a la hora de estimar las constantes de union [241].

La respuesta de las AthPEPCKasas a los reguladores alostéricos fue diferencial (Tabla 4 y
Figura 19). En general, la AthPEPCKasal fue mds sensible a los efectores que la AtAPEPCKasa2. Por
ejemplo, la AthPEPCKasal fue inhibida por la Glc-6P y, en menor medida, por la Glc-1P y la Fru-6P. Sin
embargo, la AthPEPCKasa2 no respondié a estos azucares fosfatos. De forma similar, el shikimato inhibid
a la AthPEPCKasal, mientras que no afecto a la AthPEPCKasa2. La respuesta a los acidos organicos fue
similar para ambas enzimas, a excepcion de la activacion por malato, que sélo ocurrio con la
AthPEPCKasal. Esto muestra que las dos proteinas estarian reguladas de manera diferencial. Si bien la
principal isoforma expresada seria la AtAPEPCKasal (Figuras 10, 29 y 33), no puede descartarse la
importancia de la AthPEPCKasa2 en determinados tejidos y situaciones fisiologicas (Figuras 10 y 29). De
forma similar a lo que encontramos en este trabajo de Tesis, estudios realizados por otros autores han
demostrado una regulacién alostérica diferencial entre las diferentes isoformas de una enzima. En
Arabidopsis, existen cuatro isoformas de la Suc-6-fosfato sintasa que responden de forma diferente al
activador Glc-6P y al inhibidor Pi [336]. Por otra parte, en endosperma de ricino se identificaron dos
isoformas de la PEPCasa, una que es sensible a la Glc-6P y el malato y otra que es insensible a estos
metabolitos [337].

Al contrastar nuestros resultados con lo informado en la bibliografia, encontramos que las
PEPCKasas de las plantas C4 Urochloa panicoides y Chloris gayana son inhibidas por 3-PGA, Fru-6P y
Fru-1,6-bisP [97], de la misma forma que lo observado para la AthPEPCKasal (Tabla 3). Por el contrario,
las enzimas de estas plantas C4 fueron insensibles al Glu y el malato [97, 156], un inhibidor y un activador
de la AthPEPCKasal, respectivamente. En el caso de la enzima de Cucurbita pepo (una planta Cs), no se
observo efecto con el succinato, el malato ni la Fru-1,6-bisP [129], pero esto podria deberse a la degradacion
de la enzima como una consecuencia de las condiciones empleadas en la purificacion a partir de la fuente
natural [158]. Una version corta de la PEPCKasa presente en la planta CAM Ananas comosus [95] también
es inhibida por 3-PGA y Fru-1,6-bisP, pero el succinato activa a la enzima de anana, mientras que inhibe a
las AthPEPCKasas. Ademas, el malato no tuvo efecto en la enzima de Ananas comosus, pero si activo a la

AthPEPCKasal (Tabla 3).
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5.1.1 La regulacion alostérica en el contexto metabdlico.

El PEP es un metabolito que representa un nodo clave en la compleja red metabolica, puesto que
participa de forma activa en la regulacion del metabolismo (por ejemplo la regulacion “de abajo hacia
arriba” de la glucdlisis [29]) y su metabolismo es regulado mediante retroalimentacion positiva o negativa
por intermediarios de las diferentes vias en las que interviene [77]. Ademas, durante la germinacion de las
semillas oleaginosas la actividad PEPCKasa es critica [73-75, 130, 131] y la mutacién del gen PEPCK
afecta negativamente el crecimiento de plantulas de Arabidopsis [73, 74]. Considerando este escenario,
proponemos que la activacion de la 4thAPEPCKasal por el malato podria ser un mecanismo para estimular
el flujo de carbono liberado de la degradacion de los AGs hacia la gluconeogénesis (Figura 66). Se estima
que la concentracion de malato en plantulas de Arabidopsis es ~11 mM [338, 339], un valor
considerablemente mas alto que el 4os determinado para la AthPEPCKasal (Tabla 3). De esta forma, esta
activacion estimularia la sintesis de azicares para alimentar a la plantula hasta que el aparato fotosintético

esté completamente desarrollado.

Por lo general, las enzimas que catalizan reacciones opuestas y funcionan en el mismo
compartimiento subcelular suelen estar reguladas de forma reciproca para evitar la ocurrencia de ciclos
futiles |77, 340]. Estos ciclos podrian ocurrir mediante la operacion simultanea de la PEPCKasa y la
PEPCasa las cuales, si no estuvieran reguladas, causarian la hidrdlisis neta de ATP a ADP y Pi [95, 152,
341] (Figura 66). El malato activa a la AthPEPCKasal en la direccion de la sintesis de PEP (Tabla 3) y, al
mismo tiempo, inhibe a la PEPCasa, la cual emplea el PEP [342-348], dando la regulacion necesaria (Figura
66). Otra capa de regulacion opuesta podria darse mediante la fosforilacion, la cual se discutird mas adelante.
Un segundo ciclo futil podria ocurrir entre la PEPCKasa y la PyrKasa, causando la descarboxilacion neta
del OAA a Pyr y CO» [77]. Durante la germinacion de las semillas oleaginosas, la actividad PyrKasa es
esencial principalmente al comienzo, para generar los intermediarios iniciales del ciclo del glioxilato y de
los 4cidos tricarboxilicos [349]. En este estadio se expresan dos isoenzimas de la PyrKasa, una en los
plastidos y otra en el citosol, la cual representa un 85% del total de la actividad total [350, 351]. De la misma
manera que para la PEPCasa, la inhibicion por malato de la PyrKasa [352] también evitaria un ciclo futil

entre estas enzimas (Figura 66).

Con respecto al PP1i, su funcidn en el metabolismo vegetal se ha mantenido difuso por muchos afios
[353, 354]. Si bien las plantas poseen la capacidad de emplear a este compuesto en sus reacciones
metabolicas, lo cual representa una ventaja ante las condiciones de déficit energético [354], nunca se habia
pensado en un rol regulatorio del mismo. Recientemente, Ferjani y col. [355] propusieron un rol regulatorio
del PPi en la gluconeogénesis durante la germinacion de las semillas. Estos autores encontraron que

mutantes nulas en el gen codificante para la pirofosfatasa vacuolar translocante de H™ (mutantes figu)
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acumulan altos niveles de PPi en el citosol, inhibiendo la via gluconeogénica y deteniendo el desarrollo de
las plantulas de Arabidopsis [353]. La inhibicion de la gluconeogénesis se ha relacionado a la inhibicion por
producto de la UDP-GIcPPasa [355], que es fuertemente inhibida por PPi a concentraciones menores a 10
mM [356]. Dado que las AthPEPCKasas son fuertemente inhibidas por PPi (Figura 19 y Tabla 4), la
inhibicion de la gluconeogénesis también podria ser consecuencia de la inhibicion de las 4thPEPCKasas

(Figura 66).

En los tejidos no fotosintéticos, como los frutos, el control enzimatico por metabolitos podria ser de
importancia. Tanto los niveles de malato y la actividad PEPCKasa tienen un pico durante la maduracion en
tomate y en frutilla [134-138]. Ademas, la supresion del gen PEPCK por RNA de interferencia en Solanum
tuberosum llevo a un contenido reducido de azucares, acompaiiado por un aumento en los niveles de malato
[139, 140]. El efecto opuesto se observo cuando se aument6 la expresion de este gen con el promotor
constitutivo 35S o con el promotor especifico de frutos E8 [141]. De esta forma, la activacion de la
AthPEPCKasal por malato podria ser parte de un mecanismo para canalizar el malato hacia la
gluconeogénesis. Ademas, la relacion entre la AthPEPCKasal y el malato podrian ser de importancia
durante las condiciones de estrés. L.as mutantes nulas de Arabidopsis en el gen PEPCK son mads sensibles
a la sequia que las plantas salvajes. Estas mutantes no son capaces de cerrar completamente sus estomas en
la oscuridad [142], mecanismo que estd intimamente relacionado al metabolismo del malato [357].
Recientemente [355], esta relacion ha sido establecida claramente dado que las mutantes pepckl poseen

niveles aumentados de malato, succinato y citrato, y niveles reducidos de Glc-1P, Glc-6P y Fru-6P.

El desarrollo del aparato fotosintético reconfigura el perfil metabolico de la célula vegetal [358]. La
principal fuente de carbono en las hojas iluminadas proviene de las triosas-P sintetizadas por el CBCB [18,
30]. Bajo este escenario metabolico, existe un crecimiento exponencial en los niveles de triosas-P y
hexosas-P (Figura 66). Se estima que la concentracion de hexosas-P en hojas iluminadas estan dentro del
rango de valores de /s determinados para las AthPEPCKasas (Tabla 4) [338, 358], las cuales se expresan
en este tejido [227]. Por esto, las hexosas-P podrian inhibir a las PEPCKasas y estimular la actividad
PEPCasa, la cual es activada por Glc-6P [342—348] y, de esta forma, se inhibiria la gluconeogénesis y se

estimularia la respiracion del carbono fijado mediante la fotosintesis (Figura 66).

Otra funcidon de las AthPEPCKasas en las hojas es en la respuesta metabolica al estrés. El
metabolismo del shikimato en plantas es una red intricada de reacciones enzimaticas dedicadas a la sintesis
de aminoacidos aromaticos y una serie de compuestos metabolicos, algunos de los cuales estan relacionados
a la respuesta al estrés biotico, como el acido salicilico [359]. Esta via ocurre principalmente en los plastidos
y comienza con la condensacion del PEP (proveniente de la glucoélisis) con la E4P (derivada de la via de las

pentosas fosfato) para formar el shikimato, el precursor de los aminoacidos aromaticos en los plastidos y
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otros compuestos en el citosol [359]. La inhibiciéon de la 4tAPEPCKasal por shikimato podria ser un
mecanismo para regular la sintesis del PEP, el sustrato inicial de la via del shikimato. Se ha descripto que
el flujo del carbono a través de esta via es regulada por retroalimentacién negativa por los productos
correspondientes de cada rama de la via'y por la provision de los sustratos iniciales (el PEP y la E4P) [359].
La concentracion calculada de shikimato en las hojas de Arabidopsis (1,1 mM) [338, 358] esta en el rango
del /o5 obtenido para la 4thPEPCKasal. Esta relacion de las AthPEPCKasas con la via del shikimato se
refuerza por el hecho de que el gen PEPCK] es fuertemente inducido en las hojas ante el estrés abidtico
(como puede observarse de los datos de expresion génica disponibles en el EfP browser [228]). Ademas,
las mutantes en el gen PEPCK poseen niveles reducidos de aminoédcidos aromaticos en las plantas etioladas
de Arabidopsis [355] y, en plantas de pimiento donde el gen PEPCK fue silenciado, los niveles de acido
salicilico estaban reducidos en comparacion con las plantas salvajes ante la infeccion bacteriana [145]. Tanto

los aminoacidos aromaticos como el 4cido salicilico son productos de la via del shikimato [359, 360].
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Figura 66. Modelo metabdlico del metabolismo del PEP en los tejidos heterotroficos (A) y
fotoautotroficos (B). Las enzimas involucradas en el metabolismo del PEP son la PEPCKasa, la PEPCasa,
la PPDKasa, la PyrKasa y la DAHP sintasa. (*) La inhibicion de la glucolisis por el PEP ocurre por la
inhibicion de la ATP-PFKasa (EC 2.7.1.11) y la Fru-1,6-bisP aldolasa (EC 4.1.2.13) [27, 79-81]. (?) Los
intermediarios y productos de la via del shikimato se transportan al citosol mediante transportadores
desconocidos hasta el momento [359, 361]. TTP: transportador de triosas-P/Pi. PPT: transportador de
PEP/Pi.
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5.2 Regulacion de la AthPEPCKasal por dipéptidos.

La unién no covalente de ligandos a las enzimas permite regular la funcionalidad de las mismas, de
forma de ajustar el metabolismo de acuerdo con las respuestas ambientales y del desarrollo [30].
Veyely col [240] encontraron la potencial interaccion de la AthPEPCKasal con los dipéptidos H-P.
Nosotros realizamos la sintesis por fase sélida de estos dipéptidos y analizamos in vitro su efecto sobre la
AthPEPCKasal. De esa forma, determinamos que los mismos inhibian a la enzima recombinante en ambos
sentidos de reaccion (Figura 24). Los valores de /o s calculados se encontraron en el orden micromolar, por
lo que son inhibidores mas potentes que los metabolitos efectores anteriormente descriptos. También, se
analizaron algunos aminodacidos individuales que conforman a los dipéptidos ensayados y no observamos
un patrén de inhibicién marcado, por lo que el efecto observado era especifico de los dipéptidos. Por otra
parte, probamos el dipéptido Tyr-Asp, el cual se ha demostrado que interacciona con la Ga3PDHasa de
Arabidopsis [240], y no observamos efecto sobre la AthPEPCKasal, lo que sugiere especificidad en la
interaccion. También medimos la actividad en extractos crudos de hojas de Arabidopsis en presencia de los

dipéptidos y observamos una inhibicion significativa (Figura 27).

Actualmente, es poco lo que se conoce sobre el origen y la funcion de los dipéptidos proteogénicos.
Con respecto a su origen, en mamiferos y levaduras, se han descripto mecanismos de importacion a partir
del medio extracelular, para luego incorporarlos al metabolismo como fuente de aminoacidos [362—364].
Sin embargo, se considera que la principal via de produccion es por protedlisis de proteinas endogenas,
siendo los dipéptidos intermediarios de vida media corta en estos procesos [365]. Los genomas de plantas
codifican para multiples exopeptidasas, las cuales actuan como aminopeptidasas y carboxipeptidasas de las
proteinas para liberar aminodcidos individuales. Sin embargo, algunas exopeptidasas pueden liberar
dipéptidos [365], y se han descubierto algunas con patrones de corte especificos. Por ejemplo, una dipeptidil
peptidasa purificada a partir de rifion de cerdo puede cortar dipéptidos de X-Pro y X-Ala a partir del
extremo N de las proteinas sustrato [366]. Ademas, los dipéptidos pueden ser escindidos a sus aminoécidos
individuales por enzimas con actividad dipeptidasa, para las cuales también se ha encontrado especificidad
para sus sustratos [367]. La accion combinada de enzimas con capacidad de producir y de degradar
dipéptidos podrian ser las responsables de generar patrones de acumulacion particulares para cada grupo de

dipéptidos frente a diferentes situaciones fisiologicas [365].

Con respecto a las funciones de los dipéptidos, hasta el momento se han encontrado de forma aislada
diversas acciones de sefializacion. El dipéptido Tyr-Arg, conocido como kyotorphin, fue aislado a partir de
cerebro bovino y funciona como un potente analgésico en ratones [368]. También, el dipéptido Tyr-Leu
actiia como un ansiolitico y, ni el dipéptido inverso Leu-Tyr, ni una mezcla de Tyr y Leu ejercen tal efecto

[369, 370]. De esta forma, en lo que respecta a la funcién, estos dipéptidos tienen propiedades especificas
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y son mas que la suma de sus aminodcidos individuales. En el nematodo Caenorhabditis elegans, se ha
descripto que el dipéptido Tyr-Ala aumenta la vida media, con un efecto pronunciado bajo condiciones de
estrés por calor y oxidativo [371]. En plantas, los trabajos realizados hasta el momento han unido a los
dipéptidos con la sefializacion ante diferentes situaciones de estrés. Mediante estudios de perfilado de
metabolitos en Arabidopsis, se observé que los niveles de dipéptidos varian ante las condiciones de estrés
abiodtico, teniendo cada uno de ellos un patrén de acumulacion particular [365, 372]. Ademas, se encontraron
estas moléculas en exudados de raices de Arabidopsis, corriente abajo de la via de sefializacion de las

ProtKasas MPK3 y 6, sugiriendo un rol en las vias de comunicacion planta-microbio y planta-planta [373].

Recientemente [365], se demostro que la autofagia impacta en los niveles de determinados grupos
de dipéptidos ante el estrés por choque térmico. Mutantes de Arabidopsis simples (atg/8y nbri-2)y dobles
latg4(4a/4b) y nbri-2/atg5] en componentes de la autofagia tratadas con calor mostraron niveles reducidos
de dipéptidos en comparacion con las plantas salvajes. Este resultado no fue sorprendente dado el rol de la
autofagia en el reciclaje de las macromoléculas ante situaciones de déficit energético [366]. Cuando se
dispara el proceso de autofagia, las proteinas son capturadas por los autofagosomas y transportadas a las
vacuolas, donde son degradadas a sus aminodcidos constituyentes, los cuales luego se transportan
nuevamente al citosol por transportadores de aminoacidos situados en la membrana vacuolar [365, 366]. Es
por esto que la disminucion de los niveles de dipéptidos en mutantes en componentes del sistema de
autofagia tiene mucho sentido. Cabe aclarar que se han descripto exopeptidasas con actividad dipeptidil

peptidasa [374, 375] y transportadores de dipéptidos [374, 376] en las vacuolas.

Retomando lo expuesto en la Introduccion, durante la germinacion de las semillas y el crecimiento
de las plantulas no hay asimilacion del carbono porque las semillas poseen en sus tejidos de reserva los
nutrientes necesarios para alimentar a la plantula naciente [19, 73, 377]. Debido a las funciones de la
autofagia en la degradacion de las macromoléculas para movilizar los nutrientes, es esperable que la misma
tenga algtin rol en este estadio de crecimiento. De hecho, mediante el estudio de las mutantes atg, las cuales
son mutantes nulas en los genes involucrados en la autofagia (denominados genes A7G), se determind un
rol importante de la autofagia en la germinacion de las semillas [19]. Estas mutantes exhiben
hipersensibilidad al hambreado por carbono y nitrogeno [378], como asi tambi€n un crecimiento retrasado
en comparacion con las plantas salvajes, lo cual puede ser eliminado al alimentar a las plantulas con una
fuente exdgena de carbono. Ademas, estas plantas muestran niveles disminuidos de aminoacidos libres,
mientras que los niveles de la proteinas estaban incrementados [19]. Entre las proteinas aumentadas se
encontraba a la cruciferina 3, que es la proteina de reserva mas abundante en las semillas de Arabidopsis

[379, 380]. Estas mutantes también tienen niveles aumentados de TAGs y AGs [19]. En definitiva, un
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bloqueo en la autofagia genera un impedimento en la movilizacion de los compuestos de reserva necesarios

para el crecimiento de las plantulas.

La PEPCKasa es otro elemento importante para la germinacion de las semillas y el desarrollo de las
pléantulas, canalizando el carbono liberado de las reservas de AGs para sintetizar azicares hasta que se da el
desarrollo del aparato fotosintético [20, 74]. En cambio, la PPDKasa es la encargada de canalizar el carbono
derivado del Pyr proveniente del catabolismo de los aminoacidos generado por la degradacion de las
proteinas de reserva [75]. Si bien el conocimiento acerca del metabolismo de las proteinas de reserva durante
la germinacion de las semillas no esté del todo claro, una alteracion en su metabolismo afecta negativamente
el crecimiento heterotrofico de plantulas de Arabidopsis [53]. Problemas similares ocurren al mutar al gen
PEPCK] [73, 74], al gen PPDK [75] o a los genes A7G involucrados en la autofagia [19], lo cual resalta la
importancia de la accién coordinada de estos componentes durante el crecimiento heterotréfico de las

plantulas posterior a la germinacion.

Con estos antecedentes, proponemos que la inhibicion de la 4#APEPCKasal por los dipéptidos H-P
podrian servir como un mecanismo para estimular la canalizacion del carbono por la via de la PPDKasa,
puesto que esta Gltima no interacciona con los dipéptidos H-P (Figura 67) [240]. El andlisis de las proteinas
de reserva mayoritarias en las semillas de Arabidopsis revela en su secuencia primaria combinaciones de
aminoécidos que podrian generar a los dipéptidos H-P. De esta forma, los niveles de estos dipéptidos podrian
proveer informacion directa sobre la tasa de protedlisis, regulando la incorporaciéon de carbono a la
gluconeogénesis proveniente de la degradacion de lipidos y proteinas. En este sentido, la sobreexpresion del
factor de transcripcion WRKY10 de girasol en plantas de Arabidopsis, gener6 semillas que al germinar
mostraban una tasa incrementada de gluconeogénesis [190]. Al analizar el consumo de compuestos de
reserva en estas semillas 48 HPI se encontro que las mismas consumian un 7% mas de lipidos que las plantas
salvajes, mientras que el consumo de proteina era un 15% menor [190]. En estas plantas, la actividad
PEPCKasa estaba aumentada [190], sugiriendo un mayor flujo de carbono a través de esta via, encargada

de canalizar el carbono proveniente de la degradacion de los lipidos de reserva [75].
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Figura 67. Mecanismo regulatorio de los dipéptidos H-P en el contexto metabolico. Los productos de

degradacion de los compuestos de reserva son incorporados a la gluconeogénesis a través de los pasos

enzimaticos catalizados por la AthPEPCKasal (carbono proveniente de la degradacion de los lipidos de

reserva) y la PPDKasa (carbono proveniente de la degradacion de las proteinas de reserva) [75]. Como

subproducto del proceso de protéolisis, se generan los dipéptidos H-P que inhiben a la PEPCKasa, pudiendo

estimular el flujo a través de la PPDKasa.
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5.3 Regulacion de la AthPEPCKasal por corte proteolitico.

La regulacion de las enzimas por prote6lisis es un area emergente de la bioquimica vegetal, siendo
el estudio del rol de las proteasas en la modulacion funcional de proteinas un campo de estudio de relevancia
[381]. El genoma de Arabidopsis codifica para mas de 800 proteasas con diferentes perfiles de expresion
temporal y de tejidos [382, 383] pero, hasta el momento, el conocimiento sobre las cascadas proteoliticas
en las plantas esta fragmentado [381]. Dada la importancia que tiene el gen PEPCK para el crecimiento
posterior a la germinacion [73—75] y debido a que este gen es el que se expresa principalmente en este
estadio (Figuras 10,29 y 33), en esta seccion nos focalizamos en estudiar la regulacion de la AthPEPCKasal
durante la germinacion de las semillas. Nos parecié de sumo interés indagar acerca de los mecanismos
regulatorios que operan en el estadio de germinacion, dada la importancia que tiene el correcto desarrollo
de las plantulas en la productividad futura de las plantas [25].

La regulacion de proteinas por cortes proteoliticos es un proceso de suma importancia en una
variedad de procesos celulares, como el control de vias metabdlicas, la degradacion de proteinas para
eliminar aquellas con plegamiento anormal o dafiadas, o bien para reciclar aminoacidos bajo determinadas
condiciones fisioldgicas. También participa en la percepcion y transduccion de sefiales durante el
crecimiento, la division y la muerte celular [384]. La protedlisis selectiva de proteinas es un proceso
complejo que involucra una variedad de vias de sefializacion que evolucionaron para seleccionar y degradar,
de forma selectiva, determinadas proteinas blanco. Esta modificacion postraduccional puede involucrar
desde cortes simples en la cadena polipeptidica a la total digestion del polipéptido. La gran velocidad con
la que ocurre este proceso y su irreversibilidad ofrecen una ventaja ausente en otros tipos de
regulaciones [384].

La protedlisis permite controlar a las enzimas de diferentes maneras. Es posible controlar su
actividad, ya sea la activacion del zimogeno a su forma activa o bien cambios mas sutiles en los parametros
cinéticos. También puede controlarse la estructura de un complejo enzimético, ya sea la remocion de
péptidos sefiales que dirijan proteinas a una determinada organela o degradar determinadas subunidades de
un complejo para permitir su recambio. Ademas, puede regularse el tiempo de vida media y la tasa de
recambio de las proteinas, ya sea exponiendo o eliminando dominios proteicos que funcionen como sefiales
para la degradacion [384]. Algunos autores han sugerido que al comparar a las enzimas de plantas con sus
contrapartes de bacterias y cianobacterias, suelen tener extensiones en sus dominios Ny C [96, 157, 385,
386]. Estas extensiones peptidicas podrian representar modulos regulatorios adquiridos durante la
evolucion, para cumplimentar regulaciones complejas en las plantas, las cuales deben responder
constantemente a los cambios del ambiente. Un claro ejemplo de la adquisicion de nuevos dominios son los
extremos N de las AthPEPCKasas, los cuales no estan presentes en sus contrapartes bacterianas y habrian
evolucionado para participar en mecanismos regulatorios complejos.
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La primera descripcion de un corte proteolitico discreto en el dominio N-terminal de la PEPCKasa
fue para la enzima de pepino por Walker y col. [158]. En este trabajo, los autores demostraron que extractos
crudos de cotiledones de pepino y de hojas de Urochloa panicoides y Nidularium fulgens realizados a pH
neutro, se producia el corte proteolitico de la PEPCKasa, el cual solamente podia ser evitado al realizar las
extracciones a pH alcalino. Nosotros encontramos resultados similares en Arabidopsis, dado que las
extracciones nativas realizadas a pH alcalino prevenian la degradacion de la PEPCKasa (Figura 36). El corte
del dominio N-terminal de la PEPCKasa de pepino no alter6 significativamente su actividad, que resulté ser
de 41 y 48 U.mg™! para la enzima completa y trunca, respectivamente [96]. Es por esto, que los autores
hipotetizaron que la extension N-terminal podria conferirle propiedades regulatorias especiales a la proteina.
Un apoyo a este modelo proviene del hecho de que las PEPCKasas de plantas se fosforilan en sus dominios
N-terminales [96, 114, 152, 165-167, 234, 335].

En nuestros estudios realizados con plantulas en germinacion de Arabidopsis, encontramos que la
AthPEPCKasal es proteolizada alrededor de las 24-48 HPI, un estadio en el cual los niveles de proteina
llegan a un maximo (Figuras 32-33). Para descartar la posibilidad de que la proteoélisis fuera producto del
proceso de extraccidon, empleamos extracciones proteicas ultra-desnaturalizanes para confirmar que la
degradacion ocurria in vivo (Figura 31). Estos resultados estuvieron en linea con las versiones cortas de la
PEPCKasa encontradas por Martin y col. [95] en hojas de Ananas comosus extraidas con 10% TCA.
Ademas, ensayamos la capacidad catalitica de la PEPCKasa en esas muestras, pero no encontramos el pico
de actividad descripto por Malone y col. (2007). En cambio, encontramos un aumento secuencial en la
actividad (=2 veces), el cual era coincidente con el pico de expresion proteica (Figura 35). Estas diferencias
podrian originarse en los diferentes métodos de extraccion de proteinas, los cuales podrian llevar a diferentes
poblaciones de enzimas.

Un estudio a gran escala realizado por Tsiatsiani y col. [99] identifico a la A#hAPEPCKasal como un
sustrato de la 4thMC9. Estos autores determinaron que los extractos crudos de mutantes nulas mc9 y de
lineas sobreexpresantes 355.: AthMC9, poseen niveles disminuidos y aumentados de la actividad PEPCKasa
en el sentido de carboxilacion, respectivamente [99]. Sin embargo, en la mutante mc9, la protedlisis de la
AthPEPCKasal también ocurre, probablemente debido a la presencia de otras metacaspasas en este tejido
[99]. Nuestros resultados concluyen que las mutantes truncas de la A#APEPCKasal (A19 y A101) mostraron
actividad descarboxilasa similar a la enzima WT, mientras que la actividad en el sentido de carboxilacion
estaba moderadamente incrementada en ambas mutantes truncas al compararla con la enzima completa
(Tabla 6). Los valores de Kw para los sustratos de las mutantes truncas estaban en el rango de los
determinados para las versiones cortas de la PEPCKasa de anand, la cual también poseia una afinidad por
el OAA, el ATP y el ADP en el rango micromolar, mientras que la afinidad por el PEP estaba en el rango

milimolar [95]. Con respecto al PEP, encontramos que la mutante A19 tenia 2-veces menor Ky para el PEP
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al compararlo con la enzima completa, esto también puede verse al comparar este parametro entre la version
pequeiia y larga de la PEPCKasa de anan4, la cual posee un Ky 10 veces menor para el PEP [95, 233].

Otra caracteristica de las mutantes truncas de la AthPEPCKasal es que la regulacion alostérica por
metabolitos es diferente a la enzima no proteolizada. En particular, la Glc-6P es un inhibidor de la enzima
completa pero un activador suave de la mutante A101, mientras que el malato activa a la enzima completa
y no tiene efecto en la mutante A101 (Figura 42). Esto refuerza la hipdtesis de que las extensiones
N-terminales confieren propiedades regulatorias a la A##PEPCKasal. Resultados similares fueron obtenidos
por Furumoto y col. [157] al tratar a la PEPCKasa de maiz con enteroquinasa en una condicion que llevo al
corte controlado de su extremo N, generando la enzima con el doble de actividad, la cual era inhibida por
3-PGA, mientras que la proteina completa era levemente afectada por este metabolito. Martin y col. [95]
encontraron que la version pequefia de la PEPCKasa de anana no era afectada por Glc-6P ni malato en el
sentido de descarboxilacidn, lo cual se asemeja a nuestros hallazgos. Sin embargo, en este trabajo los autores
no pudieron purificar la version completa de la enzima, para comparar si estos metabolitos también la
regulaban [95].

La modulacion funcional por protedlisis de la 4tAPEPCKasal podria ser parte de un mecanismo
para regular sus niveles durante la transicion del tejido de su condicion de fuente a sumidero. Durante la
germinacion, cuando el carbono se obtiene de los lipidos y los aminoacidos de reserva, los niveles de malato
aumentan, activando a la AtAPEPCKasal y el flujo hacia la gluconeogénesis (Figura 68). Una vez que el
aparato fotosintético se desarrolla, la gluconeogénesis es reemplazada por la glucolisis. En este estadio, el
carbono reducido proviene del CBCB, los niveles de hexosas-fosfato aumentan, y la actividad PEPCKasa
disminuye de ~0.5 U.g PF"! en plantulas en germinacién a ~0.05 U.g PF! en hojas maduras (Figura 35 y
[227]). En este punto, AthMC9 genera las versiones mas cortas de la AthPEPCKasal necesarias para el
nuevo escenario metabolico, por ejemplo, tomar intermediarios al ciclo de los 4acidos tricarboxilicos

(Figura 68).
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Figura 68. Regulacion de la AthPEPCKasal por corte proteolitico en el contexto metabdlico. Durante
la transicion de la plantula de un crecimiento heterotréfico (naranja) a uno autotréfico (verde), la
AthPEPCKasal es cortada en su extremo N por la 4tAMC9, generando versiones mas pequefias de la enzima

que son cataliticamente competentes pero insensibles a la regulacion por malato y Glc-6P.

5.4 Ubiquitinilacion y degradacion proteolitica de la AthPEPCKasal.

La protedlisis es un mecanismo de regulacion irreversible, por lo cual debe ser altamente selectivo
para funcionar de forma correcta. Por esto, en la célula existen numerosos factores que seleccionan y marcan
a las proteinas blanco, los cuales pueden ser dependientes o independientes de la ubiquitina [384, 387]. En
los mecanismos dependientes de ubiquitina, primero se marcan las proteinas con ubiquitina y luego se
degradan mediante el complejo enzimatico del proteasoma 26S. Como su nombre lo indica, la ubiquitina es
una proteina ubicua en todas las especies y es, por lejos, la proteina més conservada en su secuencia
aminoacidica que se conozca [384]. Otras modificaciones postraduccionales como la fosforilacion o la

metilacion pueden también gatillar la degradacion de proteinas [384, 387]. En este trabajo hallamos que la
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AthPEPCKasal se encuentra ubiquitinilada durante la germinacion de las semillas (Figura 46), estadio en
el cual también ocurre la proteolisis de la enzima. Este resultado esta en linea con lo encontrado en trabajos
de protedmica realizados a gran escala [265, 266] y sugeriria que el recambio de esta enzima estaria mediado
por el proteasoma 26S. De hecho, en nuestros resultados determinamos que la acumulacién de la
AthPEPCKasal se da mediante el tratamiento con MG132 (Figura 44-45), de la misma forma que lo
informado por Kim y col. [265] al analizar la estabilidad de diferentes proteinas conjugadas a ubiquitina en
Arabidopsis. Mediante el andlisis de la informacién disponible en la base de datos del Plant PTM viewer
[221], encontramos en el grupo de proteinas ubiquitiniladas generado por Walton y col. [266], que la
Lys-488 seria el residuo de tal forma modificado en la AthPEPCKasal.

Por otra parte, también encontramos que la AthPEPCKasal esta fosforilada en los mismos estadios
en los cuales se da la degradacion proteolitica. La fosforilacion de esta enzima se condice tanto con la
informacion disponible en las bases de datos, como con los informes de fosforilacion de las PEPCKasas en
diferentes especies vegetales [96, 114, 152, 165, 166]. La coincidencia de ambas modificaciones
postraduccionales en la AthPEPCKasal podria indicar algin tipo de interaccion entre ambas
modificaciones. La interaccion entre la fosforilacion y la protedlisis se ha informado para otras enzimas del
metabolismo primario, como la nitrato reductasa de hojas de espinaca [388-391], la Suc sintasa de hojas de
maiz [392] y la PyrKasa de semillas de soja [393], entre otras.

En Saccharomyces cerevisiae las enzimas gluconeogénicas son sustratos de la via de degradacion
del N-terminal. Cuando estas proteinas no son necesarias, debido a un cambio en el medio de cultivo, son
removidas por degradacion proteolitica [125]. De forma similar, en mamiferos se ha descripto que en
condiciones de bajo contenido energético, la fosforilacion de la PEPCKasa disminuye la acetilacion y
aumenta la ubiquitinilacion, gatillando el recambio proteolitico de la enzima [127]. A pesar de que un
mecanismo de este tipo ain no ha sido descripto en plantas, realizamos un analisis detallado del conjunto
de datos de proteinas ubiquitiniladas realizado por Kim y col. [265] y determinamos que practicamente
todas las enzimas involucradas en la gluconeogenesis experimentan tal modificacion (Figura 69), lo cual

sugiere que un mecanismo similar también podria ocurrir en plantas.
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Figura 69. Analisis de enzimas involucradas en la gluconeogénesis que serian ubiquitiniladas en
Arabidopsis. La informacion fue obtenida del conjunto de datos generado por Kim y col. [265] y filtrado
por su implicancia en la gluconeogénesis mediante el servidor KEGG. Las enzimas que serian

ubiquitiniladas se marcan con un asterisco (*) purpura.
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5.5 Regulacion de la AthPEPCKasal por fosforilacion.

Previamente se mencion6 que las PEPCKasas de plantas son fosforiladas [96, 114, 152, 165-167,
234]. Los trabajos iniciales realizados por Leegood y Walker [152] propusieron que este mecanismo serviria
para coordinar de forma reciproca las actividades de la PEPCasa y la PEPCKasa, de forma que no se
produzcan ciclos ineficientes de fosforilacion y desfosforilacion. Los autores propusieron que en las hojas
de las plantas Cs y CAM, la luz promueve la desfosforilacion de la PEPCasa (reduciendo su actividad y
haciéndola menos sensible a los activadores y maés sensible a los inhibidores) y de la PEPCKasa (lo cual

aumenta su actividad).

En los ultimos afios, se desarrollaron y refinaron las técnicas de espectrometria de masas, lo cual,
en combinacion con la capacidad de procesamiento de grandes voliimenes de datos, llevd a que se disponga
de una abundante cantidad de datos de fosfoprotedmica. Ademas, estos desarrollos permitieron detectar y
analizar aquellas modificaciones que ocurren en baja estequiometria y que previamente se consideraban
poco relevantes [394]. Esto nos brindd informacidn detallada sobre la fosforilacion de las AthPEPCKasas.
Mediante el andlisis de las bases de datos PhosPhat y Plant PTM viewer |220, 221], pudimos establecer que
la AthPEPCKasal se fosforila en numerosos residuos en su secuencia primaria, los cuales se localizan en su
mayoria en el dominio N-terminal. Al analizar de forma manual la informacion disponible en las bases de
datos, junto con las referencias bibliograficas asociadas, concluimos que las AthPEPCKasas se fosforilan
en variadas condiciones experimentales, las cuales se agrupan en la Tabla 11. Ademas, este analisis muestra

que las ProtKasas que fosforilarian a estas enzimas serian varias: GSK3, SnRK2, MPK6 y TOR.
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Tabla 11. Analisis de los sitios de fosforilacion de las AzhPEPCKasas. L.os datos de fosfoprotéomica

fueron obtenidos de las bases de datos PhosPhat y Plant PTM viewer [220, 221].

Enzima

Aminoacido

Tratamiento

Referencia

AthPEPCKasal

Ser-62, Thr-65,
Thr-66

Triple mutante snrk2.2/2.3/2.6 crecidas en medio
MS liquido en agitacion, con luz continua a 22°C.
Plantulas de 12 dias se trataron por 30 min con
50 uM de ABA.

Los péptidos fosforilados disminuyeron en la
triple mutante tratada con ABA, pero no se
indujeron en la salvaje tratada con ABA.

[395]

Ser-62, Thr-65,
Thr-66

Cultivo celular de Arabidopsis ecotipo Landsberg
erecta crecidas por 7 dias en medio MS
suplementado con 3% Suc.

[396]

Ser-62, Thr-65

Raices de Arabidopsis.

[397]

Ser-62, Thr-66,
Thr-122

Arabidopsis crecidas en medio MS por 1 mes a
25°Cy tratadas o no con 1 uM de flg22 (péptido
conservado de 22 aminoacidos derivado de la
flagelina de Pseudomonas syringae). Ante el
tratamiento aument6 Thr-122 y disminuy6 Ser-62
y Thr-66.

[398]

Ser-62, Thr-65,
Thr-66, Thr-
122, Ser-135

Arabidopsis WT y mutante mpk6 crecidas en
medio MS por 1 mes a 25 °C y tratadas o no con 1
puM de f1g22 (péptido conservado de 22
aminoécidos derivado de la flagelina de
Pseudomonas syringae).

Ser-62, Thr-65 y Thr-66 ausentes en la mutante
mpko6.

Thr-122 y Ser-135 aumentados ante el tratamiento
con flg22.

[399]

Tyr-407

Cultivos celulares de Arabidopsis thaliana ecotipo
Landsberg Erecta.

[400]

Ser-62, Thr-66

Cultivos celulares de raices de Arabidopsis. L.os
autores proponen un motivo fosforilado por
GSK3.

[401]

AthPEPCKasa2

Thr-131

Plantas de Arabidopsis hambreadas y
realimentadas con Suc suplementada o no con
inhibidores de la ProtKasa TOR.

Thr-131 es sustrato de la ProtKasa TOR.

[402]
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Para estudiar en detalle el efecto de la fosforilacion en la AthPEPCKasal, empleamos el sistema de
expresion recombinante que habiamos desarrollado. Construimos mutantes en las cuales se hicieron
mimicas de la fosforilacién mutando los residuos fosforilables (Ser-62 y Thr-66) a Asp, de forma de imitar
la carga negativa que genera la fosforilacion en las proteinas [273]. Realizamos la caracterizacion de estas
mutantes y observamos que ambas mutaciones tenian un efecto activador en la actividad de la enzima (Tabla
7). Observamos que en el caso de la mutante en la Ser-62, hubo un aumento de ~2 veces en la actividad
carboxilasay descarboxilasa. Con respecto al valor de Ky, no hubo cambios significativos para esta mutante
al compararlos con los de la enzima salvaje (Tabla 7). Al analizar a la mutante Thr-66, hubo un aumento de
~2,5 veces en la actividad carboxilasa, y no se generaron cambios significativos en la actividad
decarboxilasa (Tabla 7). Con respecto al valor de Kv, disminuy6 ~2 veces la afinidad para el PEP al mismo
tiempo que aumento en el mismo orden la afinidad por el ADP. Por otra parte, la afinidad para el OAA y el
ATP aument6 en ~6 veces (Tabla 7). Estos resultados difieren de los obtenidos por Walker y col. [166] para
la PEPCKasa de Panicum maximum. Estos autores purificaron la enzima a partir de hojas cosechadas en
oscuridad (condicion en la cual se encuentra fosforilada) y, mediante una cromatografia de exclusion
molecular, separaron dos formas de la proteina: una de baja masa molecular levemente fosforilada y una de
alta masa molecular fosforilada. Al comparar estas preparaciones encontraron que la actividad de la
preparacion fosforilada era levemente inferior que la de preparacion pobremente fosforilada y que los
valores de Ky para los sustratos eran similares, a excepcion del Ky para el PEP que se duplicaba [166]. Sin
embargo, al tratarse de enzimas purificadas a partir de fuente, las diferencias observadas podrian deberse a
que las preparaciones obtenidas por los autores corresponden a una mezcla de la enzima fosforilada y no
fosforilada, o bien que se encuentre fosforilada en residuos diferentes a los que analizamos en esta Tesis.

Al analizar la respuesta a los efectores alostéricos, encontramos que ambas mutantes fosfomiméticas
de la AthPEPCKasal eran incapaces de responder a los mismos, a excepcion de la inhibicion por PPi (Figura
49). En el caso de la Glc-6P se observa un patréon de inhibicion; sin embargo, el valor de /o5 se encontraria
por fuera del rango de concentraciones analizados y seria muy superior al determinado para la enzima
salvaje. Este resultado estaria en linea con lo encontrado para la PEPCasa, para la cual la fosforilacion
disminuye la sensibilidad a los efectores alostéricos, mientras que aumenta la afinidad para el PEP y la
sensibilidad a los activadores [341]. La gran cantidad de sitios en los cuales se fosforila la AthPEPCKasa
demuestra que la regulacion es altamente compleja y, probablemente, funcione de forma cruzada con los
distintos mecanismos que regulan a estas enzimas. De hecho, para la PEPCKasa de maiz, se estudiaron in
vivo por espectrometria de masas la cinética de fosforilacion de 4 sitios ante diferentes condiciones de
iluminacién. De esta forma, se observé que el patrén de fosforilacion se modificaba al mover a las plantas
de laluz a la oscuridad [234]. Un resultado similar se obtuvo en estudios de fosfoproteémica de Arabidopsis

tratadas con flg22, en la cual se observé que aument6 la fosforilacion de Thr-122 y disminuyo6 la de Ser-62
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y Thr-66 [398, 399]. Esto indicaria que los diferentes residuos que se fosforilan en la enzima responderian
a las necesidades momentaneas de la célula, lo cual estaria relacionado con las diferentes funciones en las
cuales intervienen las AthPEPCKasas. Ademas, la fosforilacion probablemente regule la degradacion

proteolitica o la interaccion de las AthPEPCKasas con proteinas del tipo 14-3-3.

5.6 Regulacion de la AthPEPCKasal por 6xido-reduccion.

Las especies reactivas del oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) como el peréxido de hidrégeno
(H20), el superoxido (O») y el radical hidroxilo (OH-), tienen un rol esencial en varias funciones
fisiologicas y procesos del desarrollo. En plantas, las ROS se producen en bajos niveles como un
subproducto del metabolismo. Sin embargo, ante determinadas condiciones de estrés bidtico y abiotico se
genera una la rapida produccion de ROS, lo que se conoce como estallido oxidativo [403]. La modificacion
oxidativa de las proteinas es una de las formas por las cuales se puede modificar la respuesta de las plantas
al estrés oxidativo. Estas modificaciones puede ocurrir por la formacién de puentes disulfuros, la
glutationilacion y la nitrosilacion [66, 403].

La sospecha de que la PEPCKasa podria estar sometida a mecanismos de regulacion por 6xido-
reduccion surgio de que, en estudios previos, se determin6 la necesidad de esta enzima de agentes reductores
en el medio de reaccion y conservacion para mantener la actividad tanto en extractos crudos como en la
enzima purificada de fuente [97, 114, 158, 322]. Esta pérdida de la actividad era reversible, puesto que al
incubar a la enzima oxidada con DTT se recuperaba nuevamente la actividad [97, 322]. Al realizar curvas
de H>O; en funcion del tiempo y de la concentracion de agente, calculamos un valor de la constante de
segundo orden de 5,87 M'!.s! para la AthPEPCKasal. Este valor es intermedio de aquellos informados para
otras enzimas reguladas por procesos de oxido-reduccion. Es marcadamente inferior al valor de 115 M.s™!
determinado para la Ga3PDHasa de trigo, una enzima extremadamente sensible a la oxidacion [226]. Sin
embargo, el parametro determinado para la AthPEPCKasal es mayor que los 0,033 M's'y 1,9 Ml.s?!
determinados para la Ald6PRasa de durazno y la np-Ga3PDHasa de trigo, respectivamente [ 176, 203]. Esto
nos estaria indicando que la AtAPEPCKasal seria una enzima con una sensibilidad intermedia a los agentes
oxidantes.

Por otra parte, encontramos que el tratamiento por H,O- gatilla la formacion de un puente disulfuro
entre dos subunidades, un mecanismo de regulacion descripto para las enzimas del CBCB [66, 404—406] y
las ADP-GIcPPasas localizadas en los tejidos fotosintéticos [37, 297, 407, 408]. Ademas, estos resultados
estuvieron en linea con lo determinado por Liu y col. [403] los cuales analizaron con una técnica de
espectrometria de masas denominada OxiTRAQ, el repertorio de proteinas sensibles a los cambios redox
en cultivos de células de Arabidopsis tratadas o no con H,O,. Es este trabajo se determind que la

AthPEPCKasal seria levemente sensible al tratamiento con H,O, [403]. Cabe aclarar que, hasta el momento
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no se ha descripto la regulacion de las PEPCKasas de plantas por mecanismos de 6xido-reduccion. En la
bibliografia existe el antecedente de regulacion por 6xido-reduccion de las ATP-PEPCKasa de S. cerevisiae
[409, 410] y de las GTP-PEPCKasas rata [410, 411] y de Mycobacterium tuberculosis [123]. Sin embargo,
existe baja identidad de secuencias entre estas proteinas y los residuos de Cys responsables de la regulacion
no estan presentes en la AthPEPCKasal. Esta seria una linea de investigacion relevante, dada la importancia
que tienen la modificacion por 6xido-reduccion para las enzimas involucradas en la glucdlisis y el

metabolismo respiratorio [274, 412].

5.7 Caracterizacion de las ProtKasas involucradas en la fosforilacion de las enzimas en

estudio.

5.7.1 Caracterizacion de las ProtKasas A#hSnRK1 y MdoSOS2.

La regulacion alostérica de las ProtKasas de la familia SnRK1 sigue siendo una materia sujeta a
intensos debates en la literatura [280, 296, 299, 413—415]. En ¢l presente trabajo de Tesis decidimos utilizar
la estrategia recombinante para producir las diferentes subunidades de estas enzimas en E. coli, de forma de
obtener diferentes combinaciones oligéméricas y estudiar la regulacion de cada una por separado. Si bien
las subunidades regulatorias B y y de estas ProtKasas se expresaron de forma insoluble, logramos expresar
y purificar las subunidades cataliticas a de forma activa. Otros autores también emplearon la estrategia de
expresion recombinante de las subunidades o cataliticas de estas ProtKasas en E. coli fusionadas a MBP y
obtuvieron niveles de expresion y pureza similares a los obtenidos por nosotros [191]. La Unica estrategia
que hasta el momento ha permitido producir y purificar oligémeros de estas ProtKasas es la llevada a cabo
por Shane y col. [416], que emplearon cultivos de células animales. De esta manera los autores determinaron
que la subunidad y no formaria parte de los trimeros de las SnRK 1, lo cual resultaria en la formacion de seis
isoenzimas diferentes (axByfy, dondex=102,y=1,2 0 3).

Los valores de actividad obtenidos para At/AAKIN10-T198D estuvieron de acuerdo con el valor de
2,5 mU.mg"! para esta misma ProtKasa fusionada a MBP [191], pero menor que los 7,21 mU.mg! obtenidos
en extractos crudos de Arabidopsis [294]. Esta diferencia podria deberse a un aumento en la actividad debido
a la formacion del oligomero, o bien a la presencia de otras ProtKasas con similar preferencia de sustrato
en el extracto. Cabe aclarar que, en plantas, la familia de ProtKasas homologas a las AMPK se ha expandido
en la familia SnRK 1, SnRK?2 y SnRK3, con numerosos miembros dentro de cada familia [278]. Con respecto
al Ky obtenido para el ATP, el valor que determinamos estaba de acuerdo con el valor de 139 uM obtenido
en extractos de Arabidopsis [294]. Por otra parte, la menor actividad observada para AthAKIN11-T176D,
también fue observada por otros autores [191]. Al analizar diferentes metabolitos como efectores de estas

ProtKasas, observamos que ambas eran inhibidas fuertemente por AMP y ADP, probablemente debido a la
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competencia con el sustrato ATP [416]. En general, AthAKIN11-T176D respondié mas a los efectores que
AthAKIN10-T198D, en especial a la Tre-6P, Glc-6P, Fru-6P, y el 3-PGA.

Con respecto a la MdoSOS2-T168D, la misma también pudo ser expresada en E. coli y obtenida de
forma activa. La funcion de esta proteina en la cascada de sefializacion frente al estrés salino habia sido
determinada mediante la complementacion de las mutantes sos2 de Arabidopsis [417]. Ademas, al expresar
este gen de forma constitutiva en callos de manzano se adquirié tolerancia al estrés salino [417]. Sin
embargo, hasta el momento no se habia analizado su actividad ProtKasa y se desconocen sus blancos
moleculares. Esta ProtKasa al poseer una mutacion fosfomimética en el sitio de activacion Thr-168, fue
constitutivamente activa e independiente de la proteina SOS3 para su actividad. Ademads, esta enzima
present6 actividad de autofosforilacion, en un residuo hasta el momento desconocido, y de
transfosforilacion, hacia el péptido AMARA (Figura 60). La actividad determinada para esta ProtKasa esta
de acuerdo con lo descripto para la mutante fosfomimética de Arabidopsis, la cual present6 un valor de 4,5
mU.mg! al ser caracterizada en las mismas condiciones empleadas en esta tesis, pero empleando un péptido
levemente diferente [306]. Con respecto al valor de Ky para el ATP, el mismo fue similar al determinado
para la enzima de Arabidopsis de 3 pM. Al analizar la posible regulacion alostérica de esta ProtKasa, no
observamos ningun efecto con los metabolitos analizados. Solamente encontramos una inhibicion fuerte
con el ADP y el AMP, probablemente debido a la competencia con el ATP.

Las ProtKasas analizadas, nos sirvieron para determinar la fosforilacion in vitro de dos enzimas
estudiadas en nuestro grupo de trabajo. En el caso de la Ppe A6PRasa, observamos que podria ser fosforilada
por las ProtKasas StuCDPK1 y MdoSOS2, probablemente en sitios diferentes debido al efecto sinérgico
observado al fosforilarla con ambas ProtKasas. Debido a una serie de limitaciones técnicas, ain no hemos
podido determinar por espectrometria de masas los sitios en los cuales ocurre la fosforilacion. La
fosforilacion de esta enzima por la MdoSOS2 podria estar relacionada a la respuesta frente al estrés
oxidativo, debido a la importancia que tienen los aztcares alcoholes en esta situacion [176]. Ademas de la
funcidn descripta ante situaciones de estrés salino, se ha sugerido que la SOS2 podrian tener funciones en
las cascadas de sefializacion por especies reactivas del oxigeno. Esto se debe a que en Arabidopsis esta
ProtKasa interacciona con las catalasas 2 'y 3 (CAT2 y 3) y con la nucledsido difosfato quinasa, las cuales
son efectores relacionados al combate del estrés oxidativo [418]. Por otra parte, también observamos que
tanto la StuCDPK1 como la MdoSOS?2 pueden fosforilar la subunidad L de la TaeADP-GIlcPPasa [44, 309],

subunidad que tiene una funcion regulatoria de la actividad catalitica de la subunidad S de la enzima.

5.7.2 Desarrollo de un método fluorométrico para medir actividad ProtKasa.
La fosforilacion de proteinas es una modificacion postraduccional que regula practicamente todos
los aspectos de la funcién celular [311, 312], por lo cual son intensamente estudiadas [314]. El ensayo
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radiactivo fue el primer método empleado para medir la actividad ProtKasa y es considerado el patrén de
oro debido a su alta sensibilidad y robustez [204-206, 419]. Como desventaja, consume mucho tiempo y
genera desechos radiactivos. Ademas, es poco preciso cuando se emplean proteinas nativas como sustratos
[420] y es inadecuado para estudiar la fosforilacién de Tyr [421, 422]. Los métodos no radiactivos para
medir actividad ProtKasa pueden ser ampliamiente clasificados en aquellos que dependen de un sustrato
peptidico particular [293, 423, 424] y aquellos que cuantifican el ADP directamente o indirectamente con
un sistema acoplado [207, 419, 425, 426]. Entre los métodos para cuantificar el ADP, el tinico lo que detecta
directamente es el inmunoensayo Transcreener® ADP? Kinase Assay (Bell Brook Labs), el cual es
altamente sensible pero también muy costoso. Los métodos acoplados se basan en el uso de enzimas para
detectar los productos de la reaccion de fosforilacion, siendo el ADP-Glo (Promega) el principal ensayo de
este tipo disponible en el mercado. El mismo cuantifica el ADP liberado empleando un tandem enzimatico
para generar una reaccion luminiscente. Este reactivo es altamente sensible pero también es costoso y

sensible a los compuestos que inhiben la reaccion de la luciferasa [207, 427].

Nosotros adaptamos el tandem enzimatico PyrKasa/LDHasa para ensayar la actividad ProtKasa
[419]. El ADP liberado es convertido en NAD", el cual podria ser cuantificado mediante una disminucion
en la absorbancia a 340 nm [419, 428]. Sin embargo, la sensibilidad de este método no era la adecuada
debido a la relativamente baja actividad que presentan, por lo general, las ProtKasas [315]. Es por esto que,
para aumentar la sensibilidad de la deteccion del NAD®, empleamos la propiedad que tienen los
dinucleotidos de adenina de formar compuestos fluorescentes luego del tratamiento con alcali fuerte, lo cual
aumenta exponencialmente la sensibilidad de deteccion. El proceso de formacion de estos derivados
alcalinos fue inicialmente descripto por Kaplan y col. [317] y luego adoptado por otros autores para

diferentes usos [318, 319].

Para evaluar el funcionamiento de este método, caracterizamos a la SruCDPK1 empleando en
paralelo tres métodos de medida diferentes, uno radiactivo, otro luminiscente y el fluorescente. De esta
forma, obtuvimos pardmetros cinéticos que estuvieron de acuerdo entre los tres métodos y con los reportados
en la literatura para otras CDPKs [429—434]. Estos resultados muestran que el método puede ser empleado
en el ensayo de ProtKasas sin el uso de ATP radiactivo y con cualquier tipo de sustrato, teniendo la ventaja
adicional de ser de bajo costo e inocuo para el medio ambiente. Ademas, la alta sensibilidad permite realizar
las reacciones en pequefios volimenes, ya sea con péptidos o proteinas como sustratos. Esto ultimo es de
gran interés puesto que se ha descripto que las ProtKasas fosforilan a las proteinas de forma més eficiente
que los péptidos artificiales [313]. Otra ventaja de colocar a la PyrKasa en el medio de reaccion es que el
ADP liberado es reciclado nuevamente a ATP, manteniendo constante la concentracion de este sustrato

[435], lo cual asegura mantener condiciones de velocidad inicial a lo largo de la reaccion y evita la
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acumulacion de ADP, que puede inhibir a la ProtKasa [435, 436]. La principal desventaja de nuestro método
es que no puede ser empleado para medir de forma segura la actividad ProtKasa en extractos crudos. Esto
se debe a la presencia de ATPasas y fosfatasas no especificas, las cuales liberan ADP y por lo tanto aumentan
los blancos de reaccion [15]. Tampoco podria utilizarse para analizar ProtKasas que tengan constantes de
Michaelis que estén por debajo del limite de deteccion [437]. Sin embargo, este método podria ser de gran
ayuda en la caracterizacion de ProtKasas a un costo significativamente menor que el método radiactivo y el
ADP-Glo. También, este método puede aplicarse a otras enzimas que liberen ADP o GDP, de forma de
ampliar el espectro de reacciones a analizar, de forma similar a lo que hicimos para medir la actividad

PEPCKasa.
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6. Conclusiones.

Los resultados obtenidos durante el desarrollo de esta Tesis nos han permitido arribar a las siguientes

conclusiones:

o Realizamos el clonado, la expresion heterdloga en E. coli y la purificacion a homogeneidad
electroforética de las AthPEPCKasas. Este primer paso fue muy importante para llevar a cabo un
estudio detallado de estas enzimas involucradas en el metabolismo del PEP y que tienen abundantes

roles fisioldgicos en las plantas.

e La reaccién catalizada por las AthPEPCKasas es totalmente reversible in vitro, sin embargo,
catalizan preferentemente la descarboxilacion del OAA a PEP. Este resultado esta de acuerdo con
el rol de esta enzima en la gluconeogénesis, canalizando el carbono proveniente de la degradacion
de los AGs de reserva para la sintesis de azucares que alimentaran a la plantula hasta el desarrollo

del aparato fotosintético.

o Las AthPEPCKasas se expresan en numerosos tejidos, especialmente durante la estratificacion y
germinacion de las semillas y en o6rganos florales, donde la actividad gluconeogénica es esencial.
Al medir la actividad de ambas proteinas, determinamos que la 4thAPEPCKasa2 es mas activa que
la AthPEPCKasal. Sin embargo, la AthPEPCKasal es la principal isoforma expresada in vivo y
sobre la que se han centrado la mayoria de los estudios previos y los realizados en este trabajo de
Tesis. Esto se debe principalmente al defecto que genera su mutacion en la germinacion y el

posterior crecimiento de las plantulas.

e Ambas enzimas requieren de los iones metalicos para su oOptima actividad, el Mn?*" activa
fuertemente a la enzima mientras que el Mg”>" lo hace de forma discreta, estando este ultimo
involucrado en la activacion del sustrato nucleotidico. Si bien tradicionalmente esta enzima era
ensayada con concentraciones milimolares de Mn?" en el medio de reaccion, en este trabajo de Tesis
propusimos una condicion fisiologica de medida en la cual este metal se mantuvo en el rango

micromolar, en linea con lo realizado previamente por otros autores.
e Las AthPEPCKasas poseen una estructura homohexamérica y el extremo N de cada mondémero

comprende un dominio intrinsecamente desordenado, que seria clave en la regulacion de la enzima

por mecanismos postraduccionales.
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Ambas enzimas son reguladas alostéricamente por intermediarios claves del metabolismo primario.
En general, la AthPEPCKasal es mas sensible a los efectores que la AthPEPCKasa2. Algunos de
los efectores, como la Glc-6P y el malato participarian en la regulacion cruzada de esta enzima con
la PEPCasa y la PyrKasa de forma de evitar in vivo la ocurrencia de ciclos futiles. Ademas, la
inhibicion por el 3-PGA, podria regular a la enzima ante la transicién hacia el metabolismo

autotrofico.

La AthPEPCKasal interacciona in vivo con una serie de dipéptidos H-P, que son intermediarios de
los procesos de proteolisis. Estos dipéptidos inhiben in vitro a la AthPEPCKasal recombinante
como asi también a la actividad PEPCKasa en extractos crudos de Arabidopsis. Esta inhibicion
podria actuar como un mecanismo de sefializacion de la tasa de protedlisis durante la germinacion

de las semillas, de forma de canalizar el flujo a través de la PPDKasa.

Para estudiar in vivo a la AthPEPCKasal, produjimos un antisuero policlonal especifico contra esta
enzima. Con esta herramienta, y mediante el empleo de extracciones desnaturalizantes de proteinas,
determinamos que la AthPEPCKasal es la principal isoforma detectada durante la germinacion de
las semillas. Ademads, encontramos que la misma es proteolizada durante la germinacion,
generandose isoformas de menor masa molecular. El pico de protedlisis coincidia con el de mayor

expresion y actividad de la enzima.

Estudios previos demostraron que el corte del extremo N de la AthPEPCKasal por 4thAMC9 genera
dos formas truncas (A19 y A101). Construimos estas mutantes cortas por mutagénesis y las
expresamos de forma recombinante de la misma manera que lo realizado para la enzima completa.
Estas isoformas fueron activas y mantuvieron la estructura homohexamérica. Sin embargo,
mostraron un aumento en la actividad carboxilasa y una respuesta alterada a los efectores
alostéricos, perdiendo la inhibicion por Glc-6P y la activacidon por malato. Proponemos que las
isoformas de menor masa generadas podrian participar en otras funciones no relacionadas con la

gluconeogénesis, por ejemplo, las reacciones cataplerdticas del ciclo de los acidos tricarboxilicos.

El tratamiento de semillas en germinacion con el inhibidor de proteasoma MG132 provoca una
acumulacion de la AthPEPCKasal, lo cual sugiere un mecanismo de protedlisis mediado por el
complejo del proteasoma 26S. Ademas, en este estadio, la AthPEPCKasal es fosforilada y

ubiquitinilada.
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o El agente oxidante H>O, inactiva a la AthPEPCKasal. Determinamos una constante de segundo
orden que se corresponderia con una regulacion in vivo por mecanismos de o6xido-reduccion.

Ademas, el tratamiento con H,O» genera la formacion de un puente disulfuro entre dos subunidades.

o La AthPEPCKasal es fosforilada en multiples residuos de Ser y Thr, probablemente por varias
ProtKasas. Mutantes fosfomiméticas en los residuos Ser-62 y Thr-66 generaron enzimas mas

activas, que no responden a los inhibidores de la misma manera que la enzima no fosforilada.

e Realizamos el clonado, la expresion recombinante y la purificacion de a las ProtKasas A74SnRK1,
StuCDPK1 y MdoSOS2. Ambas fueron activas y se pudieron caracterizar respecto a sus parametros
cinéticos. Estas ProtKasas se emplearon para fosforilar in vitro a la PpeAld6PRasa y la Tae ADP-

GlcPPasa, de forma de descubrir nuevos mecanismos regulatorios sobre estas enzimas.

e Se desarroll6 un método fluorométrico para medir actividad ProtKasa, el cual es economico y no
depende del empleo de sustancias radioactivas. Con este método, realizamos la caracterizacion de
la StuCDPK1, determinando una buena equivalencia con el método radiactivo tradicional y con un

reactivo luminiscente comercial.

En su conjunto, consideramos que los resultados de esta Tesis proporcionan un aporte al
entendimiento de la relacion estructura/funcion y la regulacion de enzimas que participan en la
gluconeogénesisy en la sintesis de los aztcares alcoholes. En particular, en lo que respecta a los mecanismos
de regulacion postraduccionales del metabolismo primario, donde analizamos no solo las enzimas que llevan

a cabo la modificacion, sino también los efectos de la modificacion sobre las proteinas blanco.
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8. Material suplementario.

Organismo Nombre Identificador
Escherichia coli EcoPEPCK P22259
Saccharomyces cerevisiae ~ ScePEPCK AJS53594.1
Chlamydomonas reinhardtii  CrePEPCK XP_001694964.1
Chlorella variabilis CvaPEPCK XP_005851829.1
VeaPEPCK1 XP_002954405.1
Volvox carteri VeaPEPCK?2 XP_002951381.1
VeaPEPCK3 XP_002951380.1
MpoPEPCK1  Mapoly0012s0010.1
Marchantia polymorpha MpoPEPCK2  Mapoly0012s0074.1
MpoPEPCK3  Mapoly0049s0126.1
Selaginella moellendorffii SmoPEPCK XP_002964254.1
PpaPEPCK1  Pp3c3_5810V3.1
Physcomitrella patens PpaPEPCK2 Pp3c4_25090V3.1
PpaPEPCK3  Pp3c26_4630V3.1
PpaPEPCK4 Pp3c13_4250V3.1
Populus trichocarpa PtrPEPCK1 XP_002310867.1
PtrPEPCK2 XP_002302349.1
Brachypodium distachyon =~ BdiPEPCK XP_003558320.1
. . . AthPEPCK1 Q9T074
Arabidopsis thaliana AthPEPCK? B5X574
Zea Mays ZmaPEPCK1  AOA1D6JWHG6
ZmaPEPCK2  K7VNEO
BnaPEPCK1 XP 013733417.1
Brassica napus BnaPEPCK2 XP 013643326.1
BnaPEPCK3 XP 013722409.1
BraPEPCK1 XP_009138534.1
Brassica rapa BraPEPCK?2 XP_009132424.1
BraPEPCK3 XP_009150658.1
BraPEPCK4 XP_009130525.1
Oryza sativa OsaPEPCK1 LOC _0s03g15050.1
OsaPEPCK2 LOC 0Os10g13700.2
Flaveria trinervia FtrPEPCK2 BAB43908.1
Sorghum bicolor ShiPEPCK KXG39751.1
Megathyrsus maximus MmaPEPCK AAQ10076.1
Nicotiana tabacum NtaPEPCK XP 016485256.1
GmaPEPCK1  XP 003516278.1
Glycine max GmaPEPCK2  XP 003522736.1
GmaPEPCK3  XP 003517125.1
Cucumis sativis CsaPEPCK1 KGN60291.1
CsaPEPCK2 XP 004143427.1
Triticum aestivum TaePEPCK A0A3B6JI78
Solanum tuberosum StuPEPCK1 XP 006367987.1
StuPEPCK?2 XP 006364971.1
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Solanum lycopersium

SlyPEPCK]

XP_004252729.2

SlyPEPCK?2 AAG01894.2
Urochloa panicoides Zﬁ Z{:gggﬁé 1())499)?1212%211
Musa acuminata MacPEPCK1 XP_009413708.1
MacPEPCK2  XP_009398433.1
Anana comosus AcoPEPCK XP_020088255.1
MesPEPCK1 OAY33537.1
Manihot esculenta MesPEPCK?2 OAY35667.1
MesPEPCK3 OAY35667.1
Setaria viridis SviPEPCK Sevir.9G469000.1
AtrPEPCK1 evm_27.model.AmTr_v1.0_scaffold00033.2
Amborella trichopoda AtrPEPCK?2 evm_27.model.AmTr_v1.0_scaffold00184.4
AtrPEPCK3 evm_27.model.AmTr_v1.0_scaffold00184.9
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