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RESUMEN

1. RESUMEN

Tanto en Saccharomyces cerevisiae como en plantas se han utilizado mutantes
generadas por la insercion de transposones y/o el empleo de RNAi (RNA de
interferencia) para alterar los genes de las enzimas del metabolismo de esfingolipidos y
dilucidar la funcion de éstos dentro de la membrana plasmatica. En estudios de este
tipo en mutantes de Arabidopsis thaliana se reporto modificacion en la estructura de
esfingolipidos y de sus precursores. Asi mismo, en comparacion con células de
mamiferos, en plantas se encontrd: 1) variabilidad en la composicibn de bases
esfingoideas, con una longitud de 18 atomos de carbono (C.g) derivadas de D-eritro-
esfinganina, 2) con desaturaciones en posiciones cis o trans en C-8, 3) con variacion en
la longitud de bases de cadena larga (BCL), 4) y con variable grado de hidroxilacion.
Todo esta infinidad de cambios en la estructura de esfingolipidos dentro de la
membrana de plantas conlleva a una diversidad de funciones importantes para el
control y mantenimiento celular, entre ellas la regulacion de la programacion de la
muerte celular (Liang et al., 2003) y el cierre de los estomas.

En este trabajo se utilizd una linea de Arabidopsis thaliana que ha sido
manipulada genéticamente para tener un defecto en una de las enzimas hidroxilasas de
las bases esfingoideas, moléculas que forman parte de la estructura de los
esfingolipidos complejos. Esta linea, denominada Atsbhl-1 ha sido facilitada por el
grupo del Dr. Cahoon (Center for Plant Science Innovation & Department of
Biochemistry, University of Nebraska-Lincoln, EU). Este material biolégico es
interesante, pues se ha propuesto que la presencia de hidroxilos en la estructura de la
base esfingoidea de los esfingolipidos es un factor que influye en las propiedades
fisicoquimicas de estos compuestos y por tanto puede afectar las caracteristicas de las
membranas. Dos posibles alteraciones de la falta de hidroxilacion de esfingolipidos
pueden expresarse en la actividad de proteinas membranales y en la formacién de
DRM (membranas resistentes a la solubilizacion por detergente). En este trabajo se
reporta el aislamiento y la caracterizacion de membranas plasméaticas de hojas de la
linea de Arabidopsis thaliana Atsbh1l-1(SALK _090881) que tiene una mutacion en el

gene sbhl que codifica para la hidroxilasa SBHA.
14



RESUMEN

Para lo anterior, se ha cultivado la linea Atsbhl-1 (SALK 090881) de
Arabidopsis thaliana en invernadero y se han optimizado las condiciones de aislamiento
y purificacion de las fracciones de la membrana plasmatica por medio de técnicas de
fraccionamiento subcelular, centrifugacién diferencial y distribuciébn en fases de
polimeros acuosos. Las fracciones obtenidas se examinaron en cuanto a su pureza
determinando la actividad de enzimas marcadoras y efectuando el analisis de la
ultraestructura por microscopia electronica de las fracciones membranales. Asimismo,
se determind el perfil proteico de las fracciones membranales comparandose con la
linea silvestre Col-0.

En las caracteristicas fenotipicas de ambas lineas estudiadas encontramos
diferencia en: 1) el periodo de crecimiento variando de 2 a 4 semanas en la linea
mutante, 2) en la forma y color de la hoja de la linea Atsbhl-1 (SALK 090881),
presentando una hoja mas alargada y delgada, de un verde mas intenso. En la
obtencion de las fracciones subcelulares de homogenado no presentaron cambios en el
rendimiento de proteina en la linea Atsbhl-1 (SALK 090881) con respecto a los
obtenidos en la linea control (ecotipo Col-0). En la obtencibn de microsomas y
Vesiculas de Membrana Plasmatica (VMP), a diferencia de la linea silvestre, la linea
Atsbh1-1 (SALK _090881) mostré rendimientos mas bajos en términos de proteina
membranal que los encontrados con la linea control (Col-0). Las VMP obtenidas se
encontraron con muy buena pureza observdndose una cantidad reducida de
contaminantes pertenecientes a otras organelas, tanto en la linea control como en la
mutante. En términos de actividad de la ATPasa de H" de membrana plasmatica, la
linea mutante presentd una baja actividad comparada con la linea silvestre. Sin
embargo, este descenso en la actividad no se debié a una menor cantidad de enzima
en la membrana. Las diferencias encontradas entre las VMP de la linea mutante
Atsbh1-1 con las plantas del genotipo silvestre, ecotipo Col-0, indican que la
hidroxilacion de esfingolipidos es importante para la actividad de por lo menos algunas
enzimas membranales y puede determinar la presencia selectiva de ellas en la

membrana.
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INTRODUCCION

2. INTRODUCCION
2.1 Membranas bioldgicas

Las membranas bioldgicas realizan muchas funciones importantes para la célula,
como el transporte de solutos, la transduccién de energia y la transmisién de
informacion entre los compartimentos que separan. En estas funciones tienen parte
activa los lipidos y las proteinas asociadas a las membranas (Stryer, 2003).

Las membranas son estructuras dinamicas en las que las proteinas flotan en un
mar de lipidos. Los lipidos a su vez tienen una gran movilidad lateral. Los componentes
lipidicos de la membrana constituyen la barrera de permeabilidad, mientras que las
proteinas funcionan como sistemas de transporte que, bien actian como conductos o
bombas para proporcionarle a la membrana su capacidad de transporte selectivo
(entrada y salida de moléculas especificas, en general con carga eléctrica, polares o
apreciable masa molecular), contribuyendo asi a mantener el equilibrio entre el interior y

exterior de células.

2.2 Estructura de las membranas

Las membranas de las células difieren tanto en su estructura como en sus
funciones. Sin embargo, tienen en comun un cierto nidmero de caracteristicas y
propiedades importantes:
1.- Las membranas son estructuras laminares, el grosor de la mayoria de las
membranas esta comprendido entre 60y 100 A (6 y 10 nm).
2.- Las membranas constan principalmente de lipidos y proteinas, conteniendo hidratos
de carbono unidos a lipidos y proteinas.
3.- Los lipidos de membrana son pequefias moléculas anfipaticas; estos lipidos forman
bicapas que constituyen obstaculos al flujo de moléculas polares.
4.- Las proteinas funcionan como bombas, compuertas, receptores, transductores de
energia o0 enzimas; estas proteinas estan intercaladas en las bicapas lipidicas, las

cuales crean un ambiente adecuado para la accion de estas proteinas.

16



INTRODUCCION

5.- Las membranas constituyen asociaciones no covalentes pero muy estables. Las
moléculas proteicas y lipidicas integrantes se mantienen juntas por efecto de muchas
interacciones no covalentes de caracter cooperativo.

6.- Las membranas son asimétricas. Las caras interna y externa de las membranas
biolégicas son diferentes debido a la composicion y proporcion de sus lipidos,
carbohidratos y proteinas.

7.- Las membranas son estructuras fluidas, se puede considerar a las membranas
como disoluciones bidimensionales de proteinas y lipidos orientados, ya que estan
asociados por interacciones especificas no covalentes.

8.- La mayoria de las membranas estan polarizadas eléctricamente, con carga negativa
en el interior (-60 mV). El potencial eléctrico desempefia un papel clave en el transporte,

la conversion de energia y la estabilidad de las células (Stryer, 2003).

3. COMPONENTES MEMBRANALES
3.1 Lipidos

Los lipidos son biomoléculas insolubles en agua que presentan solubilidad
elevada en disolventes organicos como el cloroformo. Los lipidos tienen diferentes
funciones bioldgicas: como compuestos que al oxidarse constituyen combustibles
energéticos, como moléculas de sefializacidon y como componentes de las membranas.
En éstas, los tres tipos principales de lipidos son: glicerofosfolipidos, esfingolipidos y
esteroles (Fig.1) (Stryer, 2003).

\/ N 7/ N7 7/ TAAWAR VAR Wa Wa U WV SN
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Figura 1. Disposicién de lipidos en una bicapa bioldgica.
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3.2 Glicerofosfolipidos

Los glicerofosfolipidos son un tipo de lipidos compuestos por un esqueleto de
glicerol, cuyo tres hidroxilos unen dos acidos grasos (1,2-diacilglicerol) y un grupo
fosfato que se une a su vez a otro grupo mediante enlaces éster, como colina, serina o
etanolamina y que muchas veces posee una carga eléctrica. Los glicerofosfolipidos
mas conocidos son la fosfatidiletanolamina, fosfatidilinositol, &cido fosfatidico,
fosfatidilcolina y fosfatidilserina (Fig.2) (Stryer, 2003).

La composicién de lipidos de las monocapas interna y externa no es la misma, ni
tampoco las proporciones de cada lipido en cada monocapa (asimetria), lo que puede
tener relacién con la presencia de proteinas que requieren unirse a determinados
lipidos (Stryer, 2003).

Acido fosfatidico (PA)

El acido fosfatidico (PA; 1,2-diacyl-sn-glicerol-3-fosfato) fue aislado primero en
hojas de col por Chibnall y Chanoon enl1927, esta molécula es central en el
metabolismo de fosfolipidos. La acumulacién de PA puede activar la fosolipasa D

durante la extraccién de lipidos.

Galactolipidos

Fueron descubiertos por Carter y colaboradores en 1956, encontrandose a los 2
galactolipidos identificados como 1,2-diacil-3-0-(3-D-galactopiranosil)-sn-glicerol (MGD)
o nombrado también como monogalactosildiacilglicerol (Chen et al., 2008) y 1,2-diacil-3-
0-(B-D-galactopiranosil 1 —» 6-a-D-galactopiranosil)-sn-glicerol (DGDG) 6 denominado
también como digalactosilacelglicerol, conteniendo oligosacaridos mayoritariamente de
3 0 mas galactosas como cabeza polar (TriGDGy TetraGDG). Los acidos grasos
poliinsaturados como acido a-linolénico (18:3) y acido hexadacatrienoico (16:3) son
abundantes en galactolipidos; cabe mencionar que el segundo se encuentra en cierto

grupo de plantas (Ej. espinacas, Arabidopsis; (Heinz and Roughan, 1983).
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Los galactolipidos son lipidos predominantes en membranas fotosintéticas de
plantas y cianobacterias constituyendo un 85% del total de glicerolipidos (Block et al.,
1983). Sobre la membrana de cloroplasto muestra una composicion similar a la

membrana tilacoidal, sin embargo contienen mas especies DGDG.

HO-CH,
HO
A O-CO-R, 1 o.cH,
Monogalactosildiacilglicerol (MGD G)
O, 0-CO-R;
L H O-CO-R,
e Hg O—’: Digalactosildiacilglicerol (DGDG)
O-CO-R,
O-CO-R,

. oy ey Ry-CO-O *N(CH4)
Sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG) Hz-co-oq_ E NS e
R,-CO-O e

o
R,_-CO-O:I 0
b ’.C:;O' Fosfatidilcolina (PC)
A o idi R,-CO-O *NH,-CO-R

Acido fosfatidico (PA) R.,.co.o:I_ o z 3

R,-CO-O — O-P-O
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Fosfatidiletanolamina (PE) e L
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Figura 2. Estructura de glicerolipidos de membrana de plantas, algunos son predominantes en cloroplasto
como son: monogalactosildiacilglicerol (MGDG), digalactosildiacilglicerol (DGDG) y
sulfoquinovosildiacilglicerol (SQDG). Y Otras son predominantes en membrana extraplastidica como son:
fosfatidilcolina (PC), fosfatidietanolamina (PE) y fosfatidilglicerina (PG); los demas son fosfolipidos
adicionales que estan en menor proporcion en membrana de plantas y se encuentran en organelas

especificas.
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Fosfatidilglicerol (PG) y difosfatidilglicerol (DPG)

La estructura de PG fue descrita como 1,2-diacil-sn-glicerol-3-(fosfo-1’,sn-
glicerol) por Benson y Mauro en 1958. Se presenta en membranas extraplastidicas
como reticulo endoplasmico (RE), membrana plasmatica (MP) y mitocondria en la
mayoria de las especies de plantas conteniendo acidos grasos trans (16:183 trans),
siendo ausente de los otros lipidos. El DPG fue aislado primero de musculo de corazén
en bovino, después en otros tejidos y finalmente en plantas. EI DPG se encuentran en
el interior de la membrana mitocondrial (Bligny y Douce, 1980); esta estructura fue

determinada como 1-3-bis (sn-3’-fosfatidil)-sn-glicerol por MacFarlane et al. (1958).

Fosfatidilcolina (PC), Fosfatidiletanolamina (PE) y Fosfatidilserina (PS)

La fosfatidil colina (PC:1,2-diacil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina) ha sido aislada de
huevo y de tejido de cerebro, y denominada también como lecitina (Gobley, 1874). La
fosfatidiletanolamina (PE: 1,2.diacil-sn-glicerol-3-fosfoetanolamina) y la fosfatidilserina
(PS:1,2-diacil-sn-glicerol-3-(fosfo-L-serina), llevan un grupo amino primario
encontrandose en lipidos aislados de tejido de cerebro (cefalin) por Folch (1942). Estas
estructuras estan relacionadas porque tienen anclado un aminoalcohol con cabeza
polar de colina, etanolamina o L-serina respectivamente. Ademas, ha sido mostrado
que pueden intercambiarse por reacciones enzimaticas para sufrir un cambio de bases
(PS y PE), o descarboxilacion (PS y PE) y metilaciones (PE y PC).

La clase de fosfolipidos méas abundante en muchos organismos incluyendo
plantas son PC y PE, estos dos esfingolipidos siempre se encuentran juntos
conformando el 50 % de glicerolipidos en membranas extraplastidicas como lo es la
membrana plasmatica, la mitocondrial, la del tonoplasto y la del Golgi; mientras que la

PS representa menos del 1% de glicerolipidos.

Fosfatidilinositol (Pl).
Fue descubierto en soya por Klenk y Sakalli en 1939, y fue su estructura

determinada como 1,2-diacil-sn-glicerol-3-(fosfo-1-D-mio-inositol) por Pizer y Ballao en
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1959. El PI fue detectado en niveles minimos en todas las células membranales de
plantas. Se ha mostrado que en membrana plasmatica y reticulo endoplasmatico

juegan un rol en la transduccion de sefiales.

3.3 Esfingolipidos

Los esfingolipidos se han encontrado en todos los animales, plantas y hongos.
Encontrandose comunmente en la membrana, son también constituyentes de las
lipoproteinas. Los esfingolipidos contribuyen a la formacion de regiones membranales
denominadas microdominos o balsas lipidicas, que son regiones enriguecidas en
algunos receptores, transportadores y otras proteinas, especialmente las ancladas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Borner et al, 2005).

Estructura

Los esfingolipidos son el segundo grupo de lipidos membranales después de los
glicerofosfolipidos y contienen en su esqueleto el amino-alcohol de cadena larga o base
de cadena larga (BCL) llamada esfingosina (1,3-dihidroxi-2-amino-4-octadeceno) y que
en plantas puede ser variable. Los carbonos 1, 2 y 3 de esta molécula son portadores
de grupos funcionales (NH,, OH) y cuando se une al Carbono 2 un acido graso
saturado o insaturado de cadena larga por medio de un enlace amida, se obtiene una
ceramida, la cual es la unidad estructural fundamental de todos los esfingolipidos
(Stryer, 2003).

Esfingosina

Acido graso

Figura.3 Estructura de un esfingolipido complejo.
21



INTRODUCCION

Todos los esfingolipidos poseen tres componentes basicos caracteristicos: la
molécula de un acido graso, la de la LCB y un grupo o cabeza polar (grupo R) (Fig.3).
Se encuentran presentes en cantidades especialmente altas en los tejidos nervioso y
cerebral.

Los esfingolipidos son lipidos complejos anfipaticos y extraordinariamente
diversos, cuyas estructuras van desde las mas simples como las de las bases
esfingoideas, también llamadas bases de cadena larga o LCB, pasando por las de las
ceramidas y llegando a las de los esfingolipidos complejos; encontrandose
principalmente en la parte extracelular de la membrana (Stryer, 2003). Reportes de
esfingolipidos en plantas indican que los presentes en mayor proporcion son la
glucosilceramida (GlcCer) y esfingolipidos derivados del inositolfosforilceramida (IPC)
(Fig. 4) (Lynch et al., 2003).

Glucosilceramida

CHEOH /\|)\|/\/\/\/W\/\
OH
HO
o}
OH

OH

Inositolfosforilceramida

=)
I\O J\/\/\-/\/\/\/\/-\/\/\/\/\
o]

Figura 4. Estructura de esfingolipidos complejos reportados en plantas (Lynch et al., 2003).

Los esfingolipidos son también miembros de sistemas sefializacidon y activacion

de algunos receptores de la membrana plasmatica. La activacion del receptor por
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agonistas modifica la concentracion de ceramidas o esfingosina 1- fosfato; estos
productos pueden activarse o inhibir algunos blancos como lo son: proteina cinasas,
fosfatasas de las fosfoproteinas y otras, que son importantes para el mantenimiento y
control celular (Merril y Sandhoff, 2002). Ejemplo de algunos agonistas son la utilizaciéon
de toxinas Fumonisina B; y AAL que son producidas por los hongos Fusarium
verticillioides y Alternaria alternata, ambas toxinas llevan a una acumulacion de
esfinganina y 4- hidroxiesfinganina (Lynch et al., 2004).

El analisis cromatografico de Arabidopsis thaliana ha revelado la presencia de
diferentes tipos de esfingolipidos importantes entre los que destacan: un esfingolipido
anioénico importante nombrado hexosa-hexurdnico-.inositolfosfoceramida, esfingolipidos
neutros como: monohexosilceramida, y en menor cantidad ceramida; y los
esfingolipidos polares donde el principal es N-acetil-hexosamina-hexurénico-

inositolfosfoceramida (Markham et al., 2006).

Estructuras de Bases de Cadena Larga (BCL)

Las BCL tipicas de plantas contienen 18 atomos de carbonos (C18) y son
sintetizadas a partir de la condensacion de la serina y la palmitoil-CoA, reaccién
catalizada por la serina palmitoiltransferasa (SPT) (Dietrich et al., 2008).

Tanto las BCL como los acidos grasos, componentes de los esfingolipidos varian
en longitud, nimero y posicién de instauraciones e hidroxilaciones (Fig. 5). La variedad
en cada uno de los componentes de estos lipidos genera una gran riqueza
combinatorial que se expresa en su heterogeneidad, estimandose méas de 300 formas
diferentes de estos lipidos complejos (Kolter et al., 2002).

En hojas de plantas la fraccion de las glucosilceramidas esta enriquecida en
bases de cadena larga trihidroxiladas, isémeros cis (Z) y 4-hidroxi-8- esfinganina, asi
como en &cidos grasos de 20-26 atomos de carbono, algunos de los cuales presentan
hidroxilaciones (hidroxipalmitico). Sin embargo, las BCL mas frecuentes son las que
tienen 22 atomos de carbono (C22) en su estructura sin presentar alguna insaturacion

(Lynch y Dunn, 2004). Otros analisis muestran que las BCL se encuentran enriquecidas
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de forma diferente dependiendo de la especie; en Arabidopsis thaliana por ejemplo,
predominan en un 95 % las BCL trihidroxiladas, mientras que en fracciones de
esfingolipidos neutros, un 65 % (Markham et al., 2006). Para el caso de mamiferos, la
BCL predominante es la E-esfing-4-ina (esfingosina, d18:14), y para el caso de
Sacharomyces cerevisiae se encuentra la 4 hidroxiesfinganina o fitoesfingosina
(Sperling y Heinz, 2003).

Ya que las bases esfingoideas son estructuralmente variables pueden presentar
diferentes interacciones con las proteinas de la membrana plasmatica para llevar a
cabo funciones importantes y especificas para la célula. La hidroxilacibn de los
esfingolipidos tanto en la parte del acido graso como en la de la BCL contribuye a que
estos lipidos se enlacen con otros y con proteinas mediante puentes de hidrogeno,
favoreciendo la formacién de dominios lipidicos en la membrana, conocidos como

microdominios membranales.

Biosintesis de Esfingolipidos.

Hay dos vias principales por las que se puede generar ceramida: la sintesis de
novo (Fig 6), se lleva a cabo en el reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi. La
via se inicia por la condensacion de la serina y la palmitoil-CoA para producir la 3-
cetoesfinganina, reaccion catalizada por la serina palmitoiltransferasa (SPT), complejo
heterodimérico que consta de dos subunidades: LCB1 y LCB2, localizado en el RE. La
3-cetoesfinganina se reduce primeramente a esfinganina o dehidroesfinganina por la
enzima 3-cetoesfinganina reductasa y es acilada entonces por la ceramida sintasa (Shi
Lihua, 2007). La dihidroceramida generada es desaturada para generar ceramida, la
cual sirve como precursor para la sintesis esfingomielina y otros esfingolipidos
complejos como cerebrdsidos y gangliésidos, que se forman por la adicién de
sustituyentes hidrofilicos especificos en la posicion C1 de la ceramida (Sanchez y
Laviada, 2006).
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Figura 5. Estructuras de LCB encontradas en plantas (Merril y Sandhoff, 2002)

Sintesis y modificaciones enzimaticas de BCL
El estudio sobre el metabolismo, funcion, biosintesis de las BCL, asi como la
identificacion de genes involucrados en su metabolismo, se ha realizado primeramente
en S. cerevisiae y posteriormente en plantas en donde se ha presentado una gran

diversidad de estructuras (Kazayuk et al., 2007).
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Figura 6. Diagrama de sintesis de novo de esfingolipidos (Sterin-Speziade y Leocata, 2007)

Cabe mencionar que las enzimas involucradas en el metabolismo de
esfingolipidos en plantas estan poco estudiadas y muchas de estas enzimas pierden
actividad (Ej. cuando son solubilizadas por detergente), por lo tanto muy pocas de estas

enzimas se han purificado. Sin embargo, la mayoria de los genes se han clonado y
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expresado en levadura (Lynch y Dunn, 2003). Recientemente en plantas también se
han generado mutantes en algunas de las enzimas de la via de sintesis de
esfingolipidos (Chen et al., 2006).

En S. cerevisiae y en plantas se han observado cambios en la estructura de
ceramida, esta modificacion puede ser desde el cambio en la longitud de cadena,
metilacion, insercion de grupos adicionales (Ej. hidroxilos) y grados de instauracion. Las
especies moleculares de residuos de ceramida han mostrado que la combinacion de
BCL y acidos grasos ocurre de manera natural para los esfingolipidos complejos
(Kazayuk et al., 2007).

El camino metabdlico para la sintesis de esfingolipidos consta de 3 pasos:

1.- Sintesis
2.- Conversion de ceramida a esfingolipidos complejos

3.- Modificacién de BCL y de cadenas aciladas.

OH
GH-CHz=CHz—(CHz)12=CHg
HoN—C—H
CH,OH
Esfinganina

— ATP
ADP

(IJH
CH=CH;=CHz—(CHz)12-CHj

NAD(PIH + H* + Og

NAD(P)* + Ha©Q

Acy-CoA HzN—C::—'H
OH GHz ?H OH
[ o
O CH-CHy=CHy=(CHy)p~Chy 0 =p—0" H-CH—CHZ=(CHz)2=CHe
I | 1
O NH=(m o o HN=C=H
R=C=M ? H Estingosing i-iosiaio CHLOH
CH.OH l 2
Corartuda 4 hidndethinganing
HaN=GH, o
GH2 +  CH-CHy-CHy— -
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Figura 7. Productos formados a partir de la esfinganina (Lynch y Dunn, 2003)
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La sintesis de esfinganina implica 2 reacciones catalizadas secuencialmente por
la serina palmitoil transferasa (SPT) y la reductasa 3-cetoesfinganina (3KSR). La SPT
cataliza la condensacion de la serina con la palmitoil CoA. La actividad de la SPT en
tejidos vegetales localizado en el RE exhibe una preferencia fuerte por la palmitoil-CoA
con una base de cadena larga C-18, piridoxal 5-fosfato. El producto es la ceto-
esfinganina, que es actuada por una reductasa que utiliza NADPH para formar a la
esfinganina. Formada la esfinganina, tiene 3 destinos posibles (Fig.7):

1.- Puede ser acilada para formar ceramida, que es substrato para la sintesis de lipidos
complejos.

2.- Fosforilarse para formar esfingosina-1-fosfato (S1P)

3.- Hidroxilarse para formar la 4-hidroxiesfinganina.

La sintesis de ceramida implica la formacion de un enlace a la amida en la via de
condensacion de una cadena grasa-acilada con el grupo amino de la BCL. Hay dos
mecanismos de sintesis de ceramida debido a 2 diferentes mecanismos enzimaticos
(Lynch y Dunn, 2003) que utilizan:

1.- Un acil-CoA que utiliza como donante un grupo acil y que es catalizado por la
esfinganina-N-aciltransferasa (SAT) o bien

2.-Un un &cido graso libre como sustrato y que es catalizado por la ceramida sintasa
(CS).

Sin embargo, en el primer mecanismo, la enzima parece tener una alta
especificidad por el substrato, desempefiando un papel importante en la determinacién
de la composicién de la cadena acilada de la glucosilceramida (GlcCer) de diversos
tejidos vegetales (longitud de la cadena de 16-24 atomos de carbono y distribucion de
los grupos hidroxi en la GlcCer). En el segundo caso, la actividad de la CS muestra una
actividad mayor con el acido palmitico y una actividad baja con los &cidos estearico,
oleico o lignocérico; esta actividad enzimética es estimulada por la adicién de D-eritro-
esfinganina y esfingosina (Lynch y Dunn, 2003).

Mientras que la acilacidon de la esfinganina para formar ceramida es critica para

la sintesis de esfingolipidos complejos, el catabolismo de la esfinganina y otras BCL
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comienza con su fosforilacion, catalizada por la esfinganina cinasa o BCL cinasa
(SK/LCBK) en Golgi y RE. La reaccion inversa la lleva a cabo una fosfatasa o bien una
liasa, produciendo un aldehido de cadena larga que es posteriormente convertido a un
acido graso y a fosfoetanolamina. La actividad de la esfinganina cinasa sugirid6 que
también fosforilaba a la esfingosina debido a estudios encontrados en maiz (Lynch y
Dunn, 2003).

Las otras dos modificaciones quimicas que sufren las BCL en plantas, la
insaturacion (en las posiciones 4 y 8), y la hidroxilacion son catalizadas por tres tipos de
actividades enzimaticas (Fig.8):

1.- A8-desaturasa
2.- Ad-desaturasa
3.- C-4 hidroxilasa

En animales, la A4-(E)-desaturacion ocurre en la cara citosélica de la membrana
del RE a nivel de la N-acilacién de la esfinganina, requiriendose NADPH o NADH y
oxigeno molecular como cofactores, mientras que el CN, Cu?*, ditiotreitol y anticuerpos
especificos inhiben la actividad de A4-(E)-desaturasa (dihidroceramida desaturasa)
(Kazayuk et al., 2007).

Figura 8. Modificaciones quimicas en BCL por formacién de dobles ligaduras y por hidroxilacion

enzimaticas (Lynch y Dunn, 2003).
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La desaturacion de BCL en la posicibn A8 de la cadena no es detectable en
mamiferos y levadura pero si en plantas (ej. Arabidopsis thaliana, Brassica napus,
Helianthus annuus, Borago y Aquilegia vulgaris) (Lynch y Dunn, 2003).

La hidroxilacidon se lleva a cabo directamente sobre la esfinganina. La actividad
de la hidroxilasa esta asociada al RE. Las BCL trihidroxiladas estan presentes en
esfingolipidos complejos, pero la 4-hidroxiesfinganina al parecer no es substrato para
la SAT (Lynch y Dunn, 2003).

Las modificaciones quimicas se hacen a partir de substratos especificos y de
ciertas reacciones seleccionadas generando los perfiles moleculares distintos de
esfingolipidos complejos. Mientras que en la esfingosina ocurre la hidroxilacion libre, en
las BCL sucede la hidroxilacién y la desaturacion, posteriormente la formacion de la
ceramida (Fig. 9) (Lynch y Dunn, 2003).

Mientras que en arroz hay cinco genes que codifican para las respectivas
enzimas hidroxilasas, en Arabidopsis thaliana hay dos genes para las enzimas SBH1 y
SBH2 que catalizan la reaccién de hidroxilacion especificamente en el carbono de la
posicion 4 de las BCL (BCL C-4). La funcion de estos dos genes fue establecida a
través de la generacion de mutantes simples (en uno de los dos genes de las dos
hidroxilasas) o de mutantes dobles (mutantes en los dos genes de las hidroxilasas). Las
mutantes que se generaron fueron de dos tipos: mutantes de insercion de T-DNA y
mutantes de supresién por RNA de interferencia (RNAI). A partir de los experimentos
con las mutantes anteriores se observd que las plantas deficientes en la hidroxilacién
de BCL presentaban una reduccion marcada en el crecimiento y pequefias zonas
necroticas. En el caso de la mutante doble, ésta sufria una muerte prematura. A nivel
celular se encontré que las mutantes presentaban células menos alargadas y un menor
namero de células meristematicas. A nivel molecular se observéd que la baja de bases
trihidroxiladas en las mutantes aumentaba la proporcién de otras bases, especialmente
de esfinganina, asi como la transcripcion de genes de defensa y la disminucion en

algunos glicerolipidos. Todos estos efectos llevan a la conclusién de que la hidroxilacion
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de las bases de cadena larga de los esfingolipidos son esenciales para la viabilidad, el
crecimiento y la regulacion del metabolismo de glicerolipidos (Chen et al., 2008).

Con respecto a las funciones membranales de los esfingolipidos trihidroxilados,
hay un reporte en el que a partir de una mutante de levadura en un gen responsable de
la hidroxilacion en la base esfingoidea del C4 (sur2A), se aislaron membranas
resistentes a la solubilizacién por detergente. Esta preparacion que estaba enriquecida
en glicolipidos, esfingolipidos y esteroles, presenté cambios tanto en la densidad y
morfologia como en la fluidez y estructura. En relacién con esta ultima, la preparacion
no presentd las estructuras vesiculares y curveadas tipicas, en su lugar aparecieron
estructuras lineales con longitudes diferentes. Sin embrago, dos proteinas tipicamente
asociadas a balsas, la Gaslp (una proteina anclada a GPI) y la Pmalp (una ATPasa de
H"), no cambiaron su distribucién en las membranas resistentes a la solubilizacion por

detergente obtenidas de la mutante (Idkowiak-Baldys et al.,2004).

H
HOW
NH,
Esfinganina (d18:0)
BCL C-4 Hidroxilasa
H
HO
NH, OH
¢ 4-Hidroxiesfinaanina (t18:0)

Figura 9. Modificaciones en BCL por efecto de la hidroxilasa A4 en Arabidopsis thaliana (Chen et al.,
2008)

Funciones de Esfingolipidos.
Los esfingolipidos se han revelado recientemente como elementos clave en las
cascadas de transduccion de sefiales que regulan procesos importantes de la fisiologia

celular tales como crecimiento, diferenciacion y muerte celular. Los esfingolipidos tienen
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doble papel como moléculas bioactivas: por un lado, actian como segundos
mensajeros en la transduccién de sefiales extracelulares, pero ademas, regulan la
dinamica de las membranas biolégicas formando parte de los microdominios de las
membranas llamados balsas lipidicas o lipid rafts (Sanchez y Laviada, 2006).

Los principales esfingolipidos bioactivos incluyen, ceramida, esfingosina,
ceramida-1-fosfato y esfingosina-1-fosfato en células animales. Entre todos ellos
destaca la ceramida, que es el centro de la ruta de sintesis y degradacion de
esfingolipidos y se podria considerar como regulador del destino celular. Por un lado, la
generacion de ceramida por estimulos de estrés, activa rutas encaminadas a producir la
muerte celular, pero por otro lado su transformacion en ceramida 1-fosfato (C-1P) o en
esfingosina y posteriormente en esfingosina 1-fosfato (S-1P) activando vias mitogénicas
y regulando, diferenciacion y proliferacién celulares (Sanchez y Laviada, 2006). Las
BCL fueron las primeras en demostrar su funcion como moléculas bioactivas (Lynch y
Dunn, 2004). La glucosilceramida es un lipido abundante que forma parte de la
membrana plasmatica y del tonoplasto en células de plantas. También existen
esfingolipidos glicosilados complejos como lo es la inositolfosforilceramida, que son
incluidos en estudios de perfiles lipidicos en 6rganos de plantas y organelos
membranales (Sperling et al., 2005).

3.4 Esteroles

El tercer grupo de lipidos de las membranas estéd constituido por los esteroles,
que son moléculas que se insertan entre los otros lipidos en ambas monocapas de la
membrana (Stryer, 2003). Las moléculas de esteroles confieren una mayor cohesion a
las membranas aunque disminuyen su flexibilidad. Las membranas de las plantas
carecen de colesterol, pero tienen otros esteroles como estigmasterol, sitosterol,
lanosterol, etc. (Horton, 1995; Stryer, 2003). Las moléculas de colesterol son pequefias
y mas hidréfobicas en comparacion con otros lipidos. El grupo hidroxilo se dispone

hacia el exterior de la membrana (interactuando con el agua) (Fig.10).
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El colesterol es un factor importante en la fluidez y permeabilidad de la
membrana, ya que ocupa los espacios que dejan las estructuras de otros lipidos
membranales. A mayor cantidad de colesterol, menos permeable y fluida es la
membrana (Stryer, 2003).

Los esteroles también pueden participar en el control de procesos metabdlicos
asociados a la membrana. Por otra parte, los esteroles son precursores de compuestos
implicados en el desarrollo y procesos celulares en animales (hormonas, esteroides,
acidos biliares). En el caso de plantas, los esteroles son substratos para la sintesis de
gran numero de metabolitos secundarios (Ej.: cardenolidos, glucoalcaloides, derivados
del pregnano y saponinas) (Hartmann, 1998).

La nomenclatura de esteroles se basa en gran parte en la recomendacion de
IUPAC-IUB 1989 (Fig.5)

(o) B

Figura 10. Estructura basica de un esterol numerando el carbén estandar recomendado por IUPAC-IUB
(Hartmann, 1998).

En plantas la biosintesis de esteroles comprende mas de 30 reacciones
catalizadas por enzimas que se encuentran en su mayor parte en RE. Todos los tejidos
vegetales pueden formar sus propios esteroles, las variaciones estructurales que
resultan de diversas substituciones en la cadena lateral asi como en el nimero y

posicion de nuevos enlaces generan una mezcla de compuestos con propiedades
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diferentes. En cuanto a su distribucién celular la membrana plasmatica tiene mayor
proporcién de esteroles y en el RE, tonoplasto y membranas mitocondriales el

contenido es menor (Hartmann, 1998).

3.5 Acidos Grasos

Dos de las clases de lipidos que forman las membranas, los glicerofosfolipidos y
los esfingolipidos, contienen en su estructura acidos grasos.

Los acidos grasos constan de cadenas hidrocarbonadas de longitud y de grado
de insaturacion variables, en ocasiones con hidroxilaciones y que terminan en grupos
carboxilo. Los &cidos grasos estan ionizados a pH fisiologico, y, por tanto, es mas
adecuado referirse a ellos como carboxilatos: ejemplo, palmitato y hexadecanoato
(acido palmitico). Las cadenas de acidos grasos en los sistemas biolégicos contienen
normalmente un nimero par de atomos de carbono, generalmente entre 14 y 24. Sin
embargo, hay una gran variedad de ellos, que difieren en su longitud, nimero y posicion
de las instauraciones e hidroxilaciones (Stryer, 2003).

Las propiedades de los &cidos grasos y sus derivados lipidicos dependen de la
longitud de su cadena y del grado de instauracion. Las longitudes de la cadena de los
acidos grasos y sus derivados cuando se encuentran rodeados de acidos grasos mas

cortos y las insaturaciones aumentan la fluidez de las membranas (Stryer, 2003).

4. La Membrana Plasmatica de células vegetales

La membrana plasmatica o plasmalema de las células vegetales tiene las
mismas caracteristicas estructurales y funcionales que tienen las membranas de
cualquier organismo vivo: es una lamina continua y formada por dos monocapas de
fosfolipidos que se contraponen entre si y en la que se insertan, en mayor o menor
profundidad, proteinas. También existen carbohidratos asociados a la parte hidrofilica
de estos lipidos y proteinas. La fuerza que mantiene unido y estable a este arreglo
supramolecular se deriva de las interacciones hidrofébicas entre los lipidos y las

porciones hidrofébicas de las proteinas membranales. Al igual que todas las
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membranas, las dos monocapas son asimétricas en composicion, es decir, tienen los
mismos elementos lipidicos, pero en diferente proporcion, asi como en cuanto a las
regiones proteicas, que no son idénticas en ambos lados de la membrana (Leshem., et
al, 1992). Los elementos estructurales que integran a la membrana plasmatica le
confieren sus propiedades y sus funciones. La parte lipidica le permite actuar como una
envoltura impermeable al medio acuoso, pero con propiedades de microviscosidad y
fluidez esenciales para que la membrana sea una estructura dinamica y plastica
(Gutiérrez et al., 2001).

Dentro de las proteinas que se encuentran en la membrana plasmética estan las
proteinas integrales y periféricas. Practicamente todas las primeras atraviesan la
membrana, mientras que las Ultimas estan asociadas a uno u otro lado de la
membrana. Las funciones de las proteinas de la membrana plasmatica en células
vegetales son variados: enzimaticas, de translocacion de iones y de unién de ligandos
(Gutiérrez et al., 2001) (Fig.11).

glicoproteina \

s glicolipido _ 307

W
VR
=

|
uligusacériddl

-

prnte:i'nas periréricas i/

f 1
proteinas integrales fibras del
citoesqueleto

Figura 11. Modelo de la estructura de una membrana biolégica

Al igual que todas las membranas celulares, la membrana plasmética de las

células vegetales es una estructura continua y dinamica cuyos componentes (lipidos y
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proteinas) juegan papeles fundamentales en la fisiologia de la planta, como los que
suceden en las etapas iniciales de una infeccibn por patdgenos, donde la
implementacion de la respuesta de defensa, requiere de la participacion de
componentes especificos ubicados en la membrana (Gutiérrez et al.,, 2001). Las
interacciones que se generan entre el patdégeno y la membrana plasmatica de la célula
vegetal estan escasamente estudiadas. Causa de ello es la dificultad experimental de
acceder libremente a los espacios intracelulares y de obtener fracciones subcelulares
(en especial la de la membrana plasmatica), con una buena integridad (Gutiérrez et al.,
2001).

Cuando el patdgeno hace contacto con la membrana plasmatica de la célula
hospedera, se desencadenan en ésta un gran numero de reacciones en las que se ven
involucrados dos de los constituyentes mas abundantes de la membrana: los lipidos y
las proteinas. Estos experimentan cambios en sus funciones de transporte de iones,
actividad enzimatica, unidén a moléculas del patdgeno de forma especifica, etc. Es en la
membrana en donde se perciben los primeros indicios de la presencia del patégeno y
también en donde se generan los primeros eventos de los mecanismos que la célula
implementa para responder al patégeno y que desembocan, o bien en una respuesta
con el patron de la enfermedad, o bien de resistencia a la misma (Gutiérrez et al.,
2001).

5. Balsas lipidicas o microdominios membranales

Se ha descrito que las membranas biolégicas no tienen una homogeneidad de
sus componentes lipidicos y membranales, sino que hay ciertas regiones que estan
enriguecidas en esfingolipidos y esteroles y que también contienen proteinas
especificas (Fig. 12). Estas regiones tienen caracteristicas fisicoquimicas diferentes a
las del resto de la membrana: el mayor ordenamiento molecular y a la rigidez de sus
componentes (dada justamente por la estructura de los esfingolipidos y los esteroles)

se traduce en una menor fluidez (Gutiérrez et al., 2001).
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Los microdominios participan en muchos procesos celulares (migracion,
adhesion), sefializacion celulares de proteinas tipo, sitios de reconocimiento para
patogenos y toxinas (Morel et al., 2006f).

Una de las formas de estudiar estas regiones es aislando membranas resistentes
a la solubilizacién por detergente (DRM) (Carmona Salazar, 2006). Hasta ahora se han
aislado DRM de plantas en las especies de tabaco; Nicotiana tabacum (Peskan et al.,
2000, Mongrand et al., 2004), y Arabidopsis thaliana (Borner et al., 2005), Solanum
tuberosum (Morel et al., 2006), Nicotiana Excelsior (Morel et al., 2006), Medicago
truncatula (Lefebvre et al., 2007), por mencionar solo algunas. En plantas, la Unica
funcién que se ha sugerido es la de servir como plataformas en las que se concentran

elementos de defensa contra patdogenos (Gutiérrez et al., 2001).
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Figura 12. Modelo de estructura de balsas lipidicas en la membrana plasmatica de plantas (Carmona,

2007)

6. Asociacion de proteinas con esfingolipidos membranales
Los microdominios tienen proteinas especificas que pueden ser reclutadas
selectivamente para desempefiar funciones especificas en estas regiones. Las
proteinas que se encuentran en los microdominios pueden ser proteinas integrales (que
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contienen una parte de su estructura en la region hidrofébica de la membrana),
proteinas periféricas (que se asocian sélo con la parte hidrofilica de la membrana) o
bien proteinas ancladas a lipidos como residuos de acido palmitico, de geranil-geranil o
de farnesil o a glicosilfosfofatidolinositol (GPI). En plantas, las proteinas GPI se han

encontrado mayoritariamente unidas a ceramidas (Fig.13) (Peskan et al., 2000).

Proteinas
ancladas por
GPI

Quinasas
Src

Figura 13. Asociacion de proteinas ancladas a glicosil fosfatidil inositol (GPI) a microdominios
membranales (Belmonte y Millan, 2001)
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7. ANTECEDENTES INMEDIATOS
El presente trabajo se fundamenta en antecedentes directos derivados de experimentos
de nuestro grupo de trabajo y que se mencionan a continuacion:

1. Gutiérrez (2005) encontr6 que la ATPasa de H' de la membrana plasmatica de
embriones de maiz disminuia su actividad en condiciones en las que la
concentracion de la base de cadena larga esfinganina estaba incrementada y en
la que los esfingolipidos complejos y la ceramida podrian estar disminuidos ya
que los embriones estaban expuestos a la fumonisina B, y esta disminuyo la
sintesis de esfingolipidos.

2. Vazquez (2007, 2008), trabajando con hojas de Arabidopsis interpreto que el
efecto encontrado por Gutiérrez (2005) podia deberse a que el aumento de
esfinganina en la membrana plasmatica perturbaba la interaccién de ceramidas o
esfingolipidos complejos con la ATPasa de H* o con lipidos como los esteroles
que estan asociados a la enzima y que modulan la actividad de la enzima.

3. Carmona (2006) encontré que las membranas resistentes a la solubilizacion por
detergente (DRM) obtenidos de membranas plasmaticas mostraban diferente
rendimiento y ultraestructura cuando los tejidos de embriones de maiz y hojas de
frijol se exponian a un inhibidor de la sintesis de esfingolipidos.

Las anteriores evidencias experimentales sugieren que los esfingolipidos son

moléculas importantes en la estructura de la membrana plasmatica, asi como en la

funcionalidad de sus proteinas, de tal manera que es posible suponer que cambios
en la estructura quimica de los esfingolipidos como la hidroxilacion de las bases de
cadena larga, pueden tener un impacto en la estructura y en la funcion de la
membrana plasmatica. Por lo tanto es importante crear modelos experimentales que
puedan explorar el papel de los esfingolipidos en la estructura de las membranas de
plantas. En este trabajo de tesis lo anterior se abordara estudiando una mutante en
una de las enzimas que hidroxilan a una de las partes estructurales de los

esfingolipidos complejos.
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8. HIPOTESIS

La disminucién en la hidroxilacion de bases de cadena larga de los esfingolipidos
afecta las caracteristicas de la membrana plasmética.
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9. Objetivo general

Aislar y caracterizar membranas plasmaticas de una linea de Arabidopsis thaliana

mutante en el gene de una hidroxilasa de bases de cadena larga.

Objetivos particulares

A partir de una linea de Arabidopsis thaliana defectuosa en la hidroxilacion de

esfingolipidos complejos Atsbhl-1 (SALK 090881) y de su control (ecotipo silvestre

Col-0) se determinara:

Los rendimientos en cada una de las fracciones subcelulares.

* La pureza de las membranas plasmaticas obtenidas.

» La ultraestructura de las membranas plasmaticas.

» Los perfiles electroforéticos de las proteinas de las membranas plasmaticas.

+ La actividad de una proteina de la membrana plasmatica (ATPasa de H* de

membrana plasmatica).

« Los niveles de una enzima membranal (ATPasa de H® de membrana plasmatica)

por inmunoréplica
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10. MATERIALES Y METODOS

10.1 Material biolégico

e Se utilizaron plantas de aproximadamente 2 meses de edad de dos lineas de
Arabidopsis thaliana: una linea silvestre (Col-0) y una linea de defectuosa en la
hidroxilacion de BCL (Atsbh1-1), proporcionada por el Dr. E. B. Cahoon (Danforth
Center, St Louis MO, EU), para obtener fracciones sub celulares.

10.2 Cultivo de las lineas de Arabidopsis

e Se germinaron semillas de Arabidopsis thaliana (Col-0 y Atsbhl1-1) en agar y se
crecieron de acuerdo al siguiente procedimiento:
1. Las semillas se colocan en un tubo ependorff y se le agrega 1 mL de NaHCIO, al

20% (estéril) y 1 mL de Tween 20 (cf. 0.1%). Se agitan vigorosamente por 20 min.

2. Posteriormente, las semillas se lavan con NaHCIO4 al 20% por 10 min con agitacion
suave.

3. El tubo con las semillas se centrifuga por aproximadamente 10 seg y se elimina el
NaHCIO,4 con micropipeta usando siempre puntas estériles.

4. Las semillas se enjuagan varias veces (minimo 5 veces) cada vez con 1 mL de agua
estéril y agitando suavemente durante 30 seg hasta eliminar completamente el
NaHCIO, y el Tween. Cada vez se centrifugan en la minifuga por 10 seg y se elimina el
sobrenadante con una pipeta. Después del dltimo lavado las semillas se resuspenden
en agua estéril.

5. Las semillas desinfectadas se siembran en cajas petri conteniendo el medio de
Gamborg B-5/agar al 1% de preferencia en una campana de flujo laminar. EI medio de

Gamborg se prepara como se indica en la siguiente tabla.
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Tabla I. Composicion y preparacion del medio sélido de Gamborg. Se indican las concentraciones finales.

Para preparar 1 litro de medio

Medio de Gamborg SIGMA Agarosa 1% Sacarosa 1%
(G5893) 109 109
3.2¢g/L

6. Las cajas con las semillas sembradas se cubren con aluminio y se mantienen por 48
h a 4°C, posteriormente se pasan a la camara de incubacion a 22°C en un fotoperiodo
de 16 h oscuridad y 8 h de luz.

7. Después de 2 semanas, las plantulas se trasplantan a macetas con sustrato hecho
de la mezcla de Mix-4 Agreggate Plus (Sunshine, Sun Gro Horticulture; Canada Ltd.),
agrolita Dica Mex (Dicalite de México S.A. de C.V.; Tlanepantla, Edo. De México) y
vermiculita (Sunshine, Sun Gro Horticulture; Canada Ltd.). La proporcién fue la
siguiente 1 ¥2 de Mix-4, Y2 de vermiculita y ¥z de agrolita, humedecida con agua estéril.
Se mantuvieron en el invernadero a 25°C con un fotoperiodo natural, entre 6 a 12

semanas (las plantulas fueron regadas cada tercer dia).

R
A B C

Figura 14. Cultivo de plantas de Arabidopsis thaliana. A) Obtencion de plantulas en agar B) trasplante de
plantulas a tierra y C) plantas de 4 semanas de edad.

Al cabo de dos meses y medio se cosechan las hojas de las plantas. Para ello,
so6lo se utiliza la roseta (parte aérea) de las plantas, se les quitan los restos de sustrato

con una brocha y se cortan con tijera las hojas adultas y las jévenes de buen tamafio e
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inmediatamente se sumergen en nitrégeno liquido. Se almacena el material biolégico a -

70°C hasta su uso.

10.3 Obtencion de membranas plasmaticas

Una vez que fueron obtenidas las hojas correspondientes a las lineas Col-0 y
Atsbh1-1, se realiz6 la obtencion de la fraccién microsomal de cada una, segun el
método reportado por Packer y Douce (1987) y modificado por Sanchez-Nieto et al.
(1997) y Carmona (2006).

A) La obtencion de la fraccion microsomal de las lineas de Arabidopsis thaliana se
llevé a cabo de acuerdo al procedimiento mostrado en la Figura 14.
Las soluciones empleadas para la obtencion de fracciones subcelulares de hojas

de Arabidopsis thaliana se muestra en la Tabla Il.

Para la preparacion de los diferentes amortiguadores se usaron las siguientes
soluciones concentradas:
-HEPES 500 mM ajustado a pH de 7.8 con BTP

-HEPES 500 mM ajustado a pH de 7.8 con Mes
-DTT 300 mM

-KH,PO,4 200 mM ajustado a pH 7.8 con KOH
-EDTA 100 mM ajustado a pH 7.8 con KOH

- KCI 50 mM.
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Las hojas recolectadas se pesaron y se colocaron en un mortero y se
afiadio N, lig.; se prosigui6é a moler con pistilo, hasta la obtencion de un
polvo fino. Posteriormente se afiadié el amortiguador de homogenizacién
en una relacion 1:3 (p/v) se homogenizo el polvo obtenido hasta obtener
una suspension homogénea.

El homogenado se filtr6 a través de 4 capas de gasa previamente
humedecida en agua estéril. Se transfirié el homogeneizado en tubos
y se centrifugd a 11 000 rpm en microfuga refrigerada Jouan
MR1812, a 4°C durante 15 min.

L N

Se elimind el boton. Se tomo el sobrenadante, se distribuy6 en tubos, los
cuales fueron centrifugados a 45 000 rpm en la
ultracentrifuga Beckman utilizando el rotor 60 Ti a
4°C durante 1 h.

. N\,

Se elimind el sobrenadante. FRACCION MICROSOMAL

El boton fue resuspendido en
amortiguador de “ajuste de peso”
(alicuotas de 150 pL por boton). Se
almacend a -70°C

Figura 15. Procedimiento de obtencién de la fraccion microsomal de hojas de Arabidopsis thaliana.

Preparacion del cocktail de inhibidores

Para la preparacién del coktail de inhibidores se utilizaron los siguientes reactivos (las

concentraciones de los reactivos se muestran en la Tabla Ill.

- Quimostatina
- Leupeptina, Sigma (L2884-50MG)
- PMSF (phenylmethanesulfonyl fluoruro), Biochemika (78830)
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- TLCK (N-p-Tosyl-phenylalanine-Chloromethyl ketone), Sigma (T-4376)
- TPCK (N-Tosyl-L-phenylalanine-Chloromethyl-ketone), Sigma (T-4376)

Tabla Il. Composicién de amortiguadores para la obtencion y purificacion de vesiculas de membrana

plasméatica (VMP) de hojas de Arabidopsis thaliana.

Amortiguador

Composicion de la solucién

De homogenizaciéon

De resuspension del
boton microsomal

(ajuste de peso)

De resuspension del
botén de VMP (TNE)

De lavado

Sorbitol 620 mM, HEPES/BTP 50 mM, pH 7.8, B-
mercaptoetanol 15 mM, acido ascoérbico 5 mM,
EDTA 3 mM, DTT 1 mM, KCI 1 mM, PVP 0.6% ,
BSA 0.2% y cocktail de inhibidores de proteasas
(Complete, Roche, o bien el preparado en el

laboratorio) 1.6 pg/mL

Sorbitol 620 mM, KH,PO, 5mM, pH 7.8, DTT 1
mM, y EDTA 0.1 mM y cocktail de inhibidores de
proteasas (Complete, Roche, o bien el preparado

en el laboratorio) 1.6 pg/mL

NaCl 150 mM, Tris/HCI 50 mM, pH 7.4, EDTA 5
mM, pH 7.8 y cocktail de inhibidores de proteasas
(Complete, Roche o bien el preparado en el

laboratorio) 1.6 ng/mL

Sorbitol 350 mM, HEPES/Mes 2 mM, pH 7.6, DTT
1 mM, KCI 1 mM y cocktail de inhibidores de
proteasas (Complete, Roche o bien el preparado

en el laboratorio) 1.6 pg/mL

Para la preparacion del cocktail se partié de soluciones concentradas

- Leupeptina 4.204 mM
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- Quimostatina 10.3 mM

Tabla Ill. Composicién de soluciones empleadas para la preparacion del cocktail de inhibidores de

proteasas
Coktail A Cockatil B
. Concentracioén . Concentracioén
Reactivo ; Reactivo ;
final final

PMSF 0.1 mM Leupeptina 0.01 mM
TLCK-HCI 0.1 mM Quimostatina 0.01 mM

TPCK- 0.1 mM

Peso molecular de los inhibidores

- PMSF 174.19 g/mol
- TLCK-HCI 369.31 g/mol
- TPCK 351.85 g/mol

QUIMOSTATINA 604.7 g/mol
LEUPEPTINA 475.59 g/mol

Pasos a considerar en la preparacion.

1.- Se pesan el PMSF (0.087 g), TLCK (0.185 g) y TPCK (0.176 g) para preparar 50 mL
y obtener una concentracion 0.1 mM. Se disuelven en DMSO y se afora. Esta

preparacion corresponde al cocktail A.

2.- Se pesa por separado la Leupeptina para preparar 25 mL a una concentracion de
4.204 mM, pesando 0.01 g/mL

3.- En el caso de la quimostatina se prepararon 4 mL, disolviéndose en DMSO, 0.05 g.

Se alicuota en tubos eppendorf etiquetados.

A partir de las soluciones anteriores se hizo una mezcla para tener el cocktail final,
agregando las siguientes proporciones a tubos eppendorf de 1.5 mL.
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- 1 mL de coktail A
- 50 uL de la Solucion de Quimostatina
- 50 pL de la Solucion de Leupeptina
Se etiquetan y se guardan a -20°C. Cada tubo preparado sirva para adicionarlos a 100

mL de amortiguador de homogenizacion, de ajuste de peso, de lavado, TNE, etc.

10.4 Obtencion d e membranas plasmaticas (VMP) de las fracciones

microsomales.

Después de obtener la fraccibn microsomal se hizo la determinacion de la
concentracién de proteina segun el método descrito en el punto 10.5 de Materiales y
Métodos, para continuar con la obtencion de la preparacion enriquecida en vesiculas de

membrana plasmatica (VMP), y que se describe a continuacion.

1.- Se prepararon las mezclas de fases asi como el sistema de fases como se describe
en la Tabla IV.

Tabla IV. Composicion de las soluciones empleadas para preparar la mezcla de fases.

Mezcla de fases

REACTIVOS -
(concentracion final)
Dextran T500 6.2%
Polietilenglicol (PEG) 6.2%
KH,PO, 5mM
KCI 3mM
DTT 1 mM
EDTA 0.01 mM
Sorbitol 620 mM

Para preparar la mezcla de fases se usaron las siguientes soluciones concentradas
-Dextran T500 al 20%
-Polietilenglicol (PEG) al 40%
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-KH,PO,4 200 mM ajustado a pH 7.8 con KOH

-KCI 50 mM

-DTT 300 mM

-EDTA 100 Mm

2.- Se agregaron 10 mg de proteina a cada fase de acuerdo al método de particion de
fases (Briskin et al. 1987, Larsson et al. 1994). Una vez depositada la proteina a los
tubos con la mezcla de fases, se ajusto el peso de cada uno de los tubos, se mezclo por
inversion 25 veces y se centrifugé a 4 000 rpm a 4°C durante 15 min en microfuga
refrigerada Jouan MR 1812, utilizando el rotor para tubos de 50 mL de capacidad.

3.- Al término de la centrifugacién se transfirio la fase superior a los tubos de
ultracentrifuga y se adiciono aproximadamente 12 mL de buffer de lavado. Se centrifugo
a 45 000 rpm por 80 min a 4°C. Se decant6 el sobrenadante y se resuspendieron los
botones en buffer de lavado y se determiné la cantidad de proteina. Se afiadio el
cocktail de inhibidores de proteasas y se almacené a -70°C (Sanchez-Nieto et al. 1997).

10.5 Deter minacion de proteina. Se emple6 la técnica de Lowry modificada por
Peterson (1977)

Elaboracion de curva estandar para la determinacion de proteina

Se elaboré una curva estandar con albumina sérica bovina (Tabla V) para
posteriormente obtener la concentracion de proteina en las fracciones subcelulares de
las hojas de Arabidopsis thaliana. La albumina forma un complejo colorido con el
reactivo B (reactivo de Folin Ciocalteau), este complejo absorbe la luz de una longitud
de onda de 750 nm, pudiéndose leer la absorbencia en un espectrofotdmetro.
Posteriormente se obtiene el grafico y se calcula la regresion para obtener la ecuacion
de la recta. Se calcula la cantidad de proteina por gramo de muestra. En la Tabla Ill se
muestra la preparacion de cada uno de los tubos con el estandar.
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Tabla V. Determinacion de proteina en las fracciones membranales de las lineas de Arabidopsis thaliana

Tubo | H,O | BSA | BSA | Muestra | Buffer Na- | Reactivo | Reactivo u.bD.O
(ML) [ (ML) | (ug) | (ML) (ut) | DOC A B (750nm)
1 [ 900 |~ SR S — 100 | 1000 500
2 |900 |----- e | e | e 100 1000 500
3 899 1 3 | - | - 100 1000 500
4 898 2 6 | - | meeee- 100 1000 500
5 |897| 3 9 | - | - 100 1000 500
6 895 5 15 | meeeee | s 100 1000 500
7 894 | 6 18 | =meeee | meeee- 100 1000 500
8 |892| 8 24 | - | - 100 1000 500
9 890 | 10 30 | - | - 100 1000 500
10 | 898 | ----- ---- 2 | eeee-- 100 1000 500
11 | 898 | ----- 2 | - 100 1000 500
12 | 898 | ----- - 2 | e 100 1000 500
13 | 898 | ----- e 2 100 1000 500
14 | 898 | ----- | - 2 100 1000 500
15 | 898 | ----- e 2 100 1000 500

Donde Na-DOC es desoxicolato de sodio 0.15%
Reactivo A.- Carbonato-tartrato-cobre, NaOH 0.8 N, SDS 10%, y H,O
Reactivo B.- Folin Ciocalteau y H,O.

10.6 Medicién de enzimas marcadoras

La actividad de varias enzimas marcadoras que hidrolizan ATP se midié por un
método colorimétrico (Gonzalez Romo et al. 1992). Los inhibidores empleados en este
ensayo fueron los siguientes: a) Ortovanadato de sodio (NasVO,) 200 mM, como
inhibidor de la ATPasa de H" de la membrana plasmatica. b) Azida de sodio (NaN3) 2
mM, como inhibidor de la ATPasa de la mitocondria. c) Nitrato de potasio (KNO3) 50
mM, inhibidor de la ATPasa del

como tonoplasto. d) Molibdato de amonio
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(NaM00,42H,0) 2 mM, como inhibidor de fosfatasas. La reaccidon comenzd con la
adicion de 3 ug de proteina membranal de la fraccion microsomal o de la membrana
plasmatica. Se prepararon 8 tubos con diferentes concentraciones de Pi (K;HPO,4 1
mM), para elaborar la curva estandar (Tabla VI) y se midieron las absorbencias después
de 20 min de agregar el reactivo E a una longitud de onda de 850 nm. Se elaboré el
gréafico y se calculé la regresion lineal para obtener la ecuaciéon de la recta, misma que
nos ayudara a calcular la actividad de hidrdlisis de ATP en términos de nmoles de Pi
liberado del ATP en presencia de los diferentes inhibidores y por lo tanto a determinar la
pureza de las diferentes preparaciones membranales obtenidas (Sanchez-Nieto et al.
1997, Carmona 2006).
La mezcla de reaccion de 150 uL present6 la siguiente composicion (todo el

material utilizado en este ensayo fue lavado con un detergente libre de fosfatos, Extran

y tratado con acido sulfarico):

Sacarosa 250 mM, PIPES 20 mM ajustado a pH 6 con NaOH, ATP 10 mM
ajustado a pH 6 con PIPES, MgCl; 10 mM y Carbonilcianida-m-clorofenilhidrazona

(CCCP) 7 uM, partiéndose de las siguientes soluciones concentradas:

PIPES 500 mM ajustado a pH 6 con NaOH, ATP 300 mM ajustado a pH 6 con
PIPES, MgCl, 300 mM y CCCP 1 mM en Etanol.

- Solucién BC: Consistio de la solucion B (Acido ascorbico al 12% en HCI 1 N) y la C
(Molibdato de amonio al 2% en HCI 1 N) en una relacién de 1:1 (v/v), se debe afadir
la solucion B a la C, la mezcla presentd un color ambar intenso.

Solucién E: Citrato de sodio al 2%, metaarsenito de sodio al 2% y acido acético al

2%.
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Tabla VI.- Determinacion de Pi liberado a partir de la hidrolisis de ATP (Gonzalez-Romo et al. 1992) La

composicién de las soluciones empleadas para la determinacion de Pi fue la siguiente:

Curva patrén

P; Medio Reactiv .

WL | H,0 | Muestr | de | VO, | NOgMo | 5P o | React

Tubo o 24 % vo E
nmol | (uL) a hidroli | smw O, (L) B-C (uL)

es Sis H (uL) H

1C | ----- 150 150 300 450
2C | -—--- 150 150 300 450
3C 10 | 140 150 300 450
4C 20 | 130 150 300 450
5C 30 | 120 150 300 450
6C 40 | 110 150 300 450
7C 60 90 150 300 450
8C 80 70 150 300 450
1 3uL 150 uL 300 450
2 3uL 150 pL 300 450
3 3uL 150 uL 300 450
4 3uL 144 uL | 6 uL 300 450
5 ---- ---- 3pL 144 uL | 6 pL 300 450
6 3uL 144 uL | 6 uL 300 450
7 3uL li?_'S 7.5/3 uL 300 450
8 3uL li?_'S 7.5/3 uL 300 450
9 3uL 1:;?_'5 7.5/3 uL 300 450
10 3uL 150 pL 150 uL 300 450
11 3uL 150 uL 150 pL 300 450
12 3uL 150 uL 150 pL 300 450

10.7 Analisis de las fracciones membranales por microscopia electronica.

Se analizardn las ultraestructuras de las vesiculas de membrana plasmatica por la
técnica de microcortes. Las preparaciones fueron observadas por medio de microscopia
electronica de transmision.

Para la técnica de microcortes se realizo el siguiente procedimiento:
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1. Se colocaron 50 pL de las fracciones subcelulares obtenidas del tejido vegetal,
se centrifugaron y los botones obtenidos fueron cubiertos con glutaraldehido al
3% en amortiguador de fosfatos 100 mM, pH 7.4 a 4°C durante 2 h.
2. Se enjuagaron las muestras y se les afiadié tetroxido de osmio al 1% a 4 °C
durante 2 h.
3. Las muestras fueron deshidratadas.
4. Se realizo una infiltracion con 6xido de propileno y se incubaron por un periodo
entre 24-36 h.
5. Las muestras se embebieron en Epon a 60°C durante 48 h.
6. Se realizaron ultracortes de 100 nm de grosor en el Ultramicrotomo Reicher, los
cuales fueron recolectados en rejillas de cobre con una malla de tamafio 200.
7. Las muestras se tifleron con acetato de uranilo y se observaron en el
microscopio electrénico Jeol 1200 EXII a 60 kV.
Para la técnica de tincion negativa se realizo el siguiente procedimiento:
1. Se colocan 25 pL de una preparacion membranal sobre una rejilla de cobre cubierta
con carbon y se deja que se absorba aproximadamente durante 10 min.
2. Se quita el exceso de muestra con ayuda de un papel filtro.
3. Se colocan 25 pL de una solucién de acetato de uranilo y se deja absorber durante
10 min.
4. Se quita el exceso de colorante con ayuda de un papel filtro.

5. Se observa al microscopio electronico Jeol 1200 EXII a 60 kV.

10.8 Separacion electroforética de proteinas

Se utilizo la técnica de electroforesis en geles de acrilamida (acrilamida 10%,
bisacrilamida 0.3%) de 1 mm de grosor (Schagger y Von Jagow, 1987) para separar y
caracterizar los perfiles de proteinas membranales en cada fraccidbn obtenida
Homogenado (H), FM (fraccion microsomal) y Vesiculas de Membrana Plasmatica
(VMP) en cada linea de Arabidopsis (Col-0 y Atsbh1-1)
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La electroforesis en geles de acrilamida permite la separacién de proteinas con
diferente peso molecular y gracias a su carga eléctrica, misma que se uniforma
negativamente en el caso de la electroforesis con el detergente SDS. Las proteinas
entonces migran en un campo eléctrico hacia el anodo. EI movimiento de estas
particulas cargadas se ve influenciada dramaticamente por sus interacciones con la
matriz del gel y las sustancias en ella. La acrilamida se polimeriza y es la que constituye
el soporte mecanico, mientras que la BlS-acrilamida origina la malla consistente y
porosa (Cooper, 1977), (Goding, 1984) y Yarmush, 1988).

El gel constaba de los geles separador y concentrador. Las cantidades y

reactivos utilizados para cada uno se muestran en la Tabla VII.

Procedimiento para la preparacion del gel de acrilamida

1. Limpiar perfectamente con alcohol las placas de vidrio.

2. Ensamblar las dos placas de vidrio con los espaciadores.

3. Mezclar los componentes del gel separador como lo indica la Tabla VI
afadiendo al final el persulfato de amonio y el TEMED en ese orden, agitar
suavemente y afiadir a las placas de vidrio.

4. Anadir SDS con ayuda de una micropipeta para evitar la formacién de menisco al
polimerizar.

5. Dejar polimerizar 30 min
Preparar la mezcla del gel separador como se muestra en la Tabla VII, igual que
en el paso 3.

7. Insertar el peine con 10 carriles de 1 mm de espesor

8. Dejar polimerizar durante 30 min.

Remover el peine con mucho cuidado del gel concentrador y cargar las
muestras.

10. Se corrié la electroforesis de las muestras a 70 V una hora hasta que salié del
gel todo el azul de bromofenol.

11. Al término de la electroforesis se desmontaron los soportes, se sacaron los
geles de cada uno de éstos y se colocaron en un recipiente marcado con su
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nombre respectivo, el cual contenia la solucion fijadora para la tincion del gel
(Carmona, 2003) o bien amortiguador de transferencia.

Tabla VII. Composicién del gel para la separacion electroforética de proteinas en geles de SDS.

Reactivos Gel separador (uL) Gel concentrador (uL)
Acrilamida-Bis 1631.9 528.5
acrilamida (10 % -
0.3%)
Amortiguador del gel, 1631.9 991
pH 8.9
Glicerol 660.16 -—--
H,O 990.98 244.3
Persulfato de amonio’ 16.5 33
(10%)
TEMED’ 1.65 3.3
Volumen total 4975.7 4000

e Una vez afadidos, el manejo de la solucién deber ser rapido

Las soluciones utilizadas para la preparacion de los geles de poliacrilamida-SDS (SDS-
PAGE) y el corrimiento electroforético se muestran a continuacion:

a) Solucién de acrilamida-bisacrilamida (30%-0.938%)
b)  Amortiguador del gel:
Tris 3 M

SDS 0.3%
Ajustar pH 8.9-9.0/HCI

c) Amortiguador del catodo:
Tris 0.1 M

Tricina 0.1 M

SDS 0.1%
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Sin ajustar el pH.

d) Amortiguador del &nodo:
Tris 0.2 M

Ajustar pH a 8.9-9.0 con HCI

e) Amortiguador de digestion:
SDS 10%
Tris 100 mM, pH 6.8
Azul de bromofenol 0.6%
B—mercaptoetanol 4%
f)  Solucion de marcadores de peso molecular Benchmark™ Prestained protein
Ladder(10748-010) compuesto por las siguientes proteinas (Tabla VIII).

Tabla VIII. Pesos moleculares de estandares

Proteina

(N2 banda) Peso molecular (kDa)
Lo 180
2 115
S 82
Do 64
o TP 49
B 37
e 26
Bt 19
S 15

100 6

Condiciones para el sobre corrimiento del gel SDS — PAGE 10 %

En los casos en que la separacion de dos proteinas de pesos moleculares muy
cercanos no fue suficiente, se hizo un sobre corrimiento del gel. Las condiciones de
sobre corrimiento se realizaron fueron 15 a 25 volts por 15 horas seguida por 20 min a

90 Volts y finalmente 10 min a 101 volts
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Tincion de geles

1. Técnica de tincidon con azul de Coomassie.

A continuacion se enlistan las soluciones que se ocuparon para esta tincion:
A. Disolucion fijadora: Metanol 50 % (v/v) y CH3COOH 10 % (v/v).
B. Disolucion tefiidora: Metanol 39.5 % (v/v), CH3COOH 21.1 % (v/v), 0.2 % (p/v)
de azul de Coomassie (Brillant blue G-250)
C. Disolucion desteiidora: Etanol 46 % (v/v) y CH3COOH 9.1 % (v/v).

2. Procedimiento:
A. Después de haber terminado la electroforesis, se sacaron los geles y se
colocaron en un recipiente con 20 mL de disolucion fijadora y se dejaron un
tiempo minimo de 30 min en agitacion rotatoria constante.
B. Se decanto la disolucion fijadora y se afiadio la disolucion tefiidora, dejando
los geles en agitacion rotatoria constante por un tiempo minimo de 15 min.
C. Se decant¢ la disolucion tefiidora y se afiadieron 20 mL de disolucion
destefidora. En un extremo del recipiente donde fue destefiido el gel, se coloco
una esponja pequefia a modo de que se absorbiera el exceso de colorante
liberado. Se mantuvo el gel en agitacion rotatoria constante hasta que las bandas
de proteina fueron visibles y hubo poco fondo de tincion.
D. Al final se cambio la disolucion destefidora por otra que contenia 5 % (v/v) de
glicerol durante 24 horas.
E. Posteriormente se colocaron entre una capa de celofan y se secaron en un
secador de geles a 80 °C por tres horas.

2.- Técnica de tincidn con Plata
Método de Vorum (Mortz et al., 2001).

Para realizar la tincion con plata se siguid el procedimiento que se detalla a
continuacion. Es importante sefialar que todos los pasos deben realizarse en los
tiempos indicados. Las cantidades finales de soluciones que se agregan al gel son de

40-50 ml. Para realizar esta tincion se utilizé siempre un recipiente de vidrio, por cada
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gel que se procesa. El recipiente debe estar muy limpio y seco. Todo el tiempo se

deben usar guantes, siempre evitando tocar el gel, para impedir la porcibn de manchas

en el revelado.

1.

Fijacion. Se preparé una solucion de metanol 50%, acido acético 12% vy
formaldehido 0.05% (sélo puede ser el de Sigma, No. cat. 200-001-8). Se dej6 el
gel en esta solucion durante dos h con agitacién constante, suave, a temperatura
ambiente.

Lavador. Se quitaron los geles de la solucién fijadora y se hicieron tres lavados
de 20 min cada uno con etanol al 35%, con agitacidbn constante, suave, a
temperatura ambiente. Entre cada lavado hay que decantar con cuidado sin tocar
el gel.

Sensibilizacion. Se mantuvo el gel durante 5 min en una solucion de tiosulfato de
sodio 0.02%, con agitacion constante, suave, a temperatura ambiente.

Lavado. Se llevé a cabo con agua bidestilada, tres veces durante 5 min cada

uno, con agitaciéon constante, suave, a temperatura ambiente. Este lavado es

critico, pues de excederse el tiempo, el gel no se tife y se tiene que volver a

empezar en el paso 1.

Adicién de la solucion de plata. Se colocé el gel ya enjuagado, en una solucion
de AgNO; 0.2%, formaldehido 0.076%; durante 20 min, con agitacion constante,
suave, a temperatura ambiente.

Lavado. Se llevé a cabo con agua bidestilada, dos veces, cada uno durante 1
min, con agitacion constante, suave, a temperatura ambiente.

Revelado. Después de enjuagar, se puso el gel en una solucion de Na,CO3 6%,
formaldehido 0.05%, tiosulfato de sodio 0.0004%, con agitacidn constante,
suave, a temperatura ambiente, hasta que aparecieron las bandas. Se decanté la
solucién reveladora una vez que se obtuvo la intensidad deseada.

Terminacion del revelado. Se afadié la solucion Stop consistente en metanol
50% y acido acético 12%, manteniendo por 5 min, con agitacién constante,

suave, a temperatura ambiente.
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9. Almacenamiento del gel. Se preparé una solucion de acido acético al 1% en la
que se guardd a 4°C. Antes se puede escanear y ya posteriormente, secar.

10.9 Réplica en Western.

Una vez que se llevd a cabo la separacién de las proteinas de cada una de las
fracciones subcelulares de las diferentes lineas (Col-0 y Atsbhl-1) se procedi6 a
realizar la transferencia en membranas de nitrocelulosa para detectar especificamente a
proteinas mediante la utilizacidén de sus anticuerpos especificos correspondientes.

Esta técnica se basa en la transferencia de las bandas de proteina de un gel de
acrilamida a una matriz plana que puede ser de nitrocelulosa, la fuerza electroforética
es la responsable de la transferencia de las moléculas de proteina de una matriz a otra
debido a la carga negativa que presentan las proteinas en la mayoria de las
separaciones electroforéticas en geles de acrilamida (Beisiegel, 1986; Aeborsold et al.
1986; Matsudaira, 1987). Posteriormente, las bandas de proteina que reaccionan con el
anticuerpo de forma especifica son tefiidas para ser visualizadas.

Preparacion de la solucion stock de NBT

1.- Preparar 1.0 mL de 70% de Dimetilformamida (DMF). (0.7 mL de DMF + 0.3 mL
H,O bidestilada).

2.- Disolver 30 mg de NBT en la solucion de 70% de DMF

Preparacion de la solucion stock de BCIP

1.- Disolver 15 mg de BCIP en 1.0 mL de DMF

Mezcla para desarrollar color.
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Tabla IXa. Reactivos utilizados en la técnica de Réplica en Western

Reactivos

Buffer de transferencia

Solucion salina amortiguada con
TRIS (TBS)

Solucién salina amortiguada con
TRIS mas Tween -20 (TTBS)

Buffer de carbonatos

Solucion Stock de NBT para
desarrollar color
Stock de

desarrollar color

Solucion BCIP para

Composicion de Reactivos

Tris (trisma base) 25 mM, Glicina 192
mM, Metanol 20%, SDS 0.1 %

Tris-HCI 20 mM pH 7.5 (2.4 g/L), NaCl
05M

Tris-HCI 20 mM pH 7.5, NaCl 0.5 M,
Tween-20 0.05 %

NaHCO3; 0.1 M, MgCl, 1.0 mM pH 9.8
con NaOH

30 mg/ml de NBT disuelto en
dimetilformamida al 70 %.

15 mg/mL de BCIP disuelto en

dimetilformamida

Esta mezcla se tendréa que preparar el mismo dia que se tefiira la membrana.
1.- Afadir 1.0 mL de la solucion stock 30 mg/mL de NBT a 100 mL de Buffer de
carbonato
2.- Afadir a lo anterior 1.0 mL de la solucién stock 15 mg/mL de BCIP. Aiadir a las
inmunoréplicas como indica el procedimiento.

Procedimiento de la Réplica en Western

1. Terminada la electroforesis, los geles se transfirieron a una membrana de
polivinildifluoruro (PVDF) (Immobilon Millipore) como sigue:

2. Se recortdé una membrana de polivinildifluoruro (PVDF) de 0.4 um, la cual se
sumergio en metanol absoluto.

3. Se ensamblé el sistema siguiente, acomodando desde abajo hacia arriba: una
esponja, una hoja de papel filtro, el gel, la membrana de PVDF, una hoja de papel filtro y

una esponja, todos previamente saturados con el amortiguador de transferencia.
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Tabla IXb. Reactivos utilizados en la técnica de Réplica en Western

Soluciones bloqueadoras para cada uno de los anticuerpos

» Primer anticuerpo  Segundo anticuerpo
Solucion ] o ) o
Anticuerpo Mas condiciones de Mas condiciones de
blogueadora . y . y
incubacion incubacion

Fosfatasa alcalina
1:4000 en 2% de

. (Sigma A 8025)
Quickbloker en TBS o
5% de BLOT- diluido 1:1000 en
Contra la ATPasa _ Durante toda la _
. Quickbloker en 5% en Quickbloker
de H™ betabel noche
TTBS en TBS a

Durante toda la )
t=ambiente (3

noche
horas)

Fosfatasa alcalina

(Sigma A 8025)

Contra la ATPasa o
. _ diluido 1:1000 en
de H" de 2% de Quickbloker 1:1000 en 2% _
_ 2% en Quickbloker
Arabidopsis en TTBS Quickbloker en TBS

en TBS

T=ambiente (3

thaliana

horas)

4. El conjunto anterior se coloco en la camara de transferencia orientdndolo de manera
gue el gel se encontré de cara hacia el catodo (negativo, negro) y la membrana hacia el
anodo (positivo, rojo). Se cuid6 que la camara tuviese suficiente amortiguador de
transferencia y un agitador en el fondo.

5. La transferencia se realizé a 25 V, a temperatura ambiente con una suave agitacion
durante 2.2 h.

6. Transcurrido el tiempo de corrida, se apago la fuente de poder y se removio el

sistema ensamblado, para lo cual se abrié cuidadosamente y la membrana de PVDF se
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colocé con la cara que estuvo en contacto con el gel hacia arriba en un recipiente que
contenia TTBS (ver composicién en la Tabla IXa) a temperatura ambiente con agitacion
suave durante 5 min.

7. Se removio la solucion TTBS y se repitio la operaciéon. Transcurridos los 5 min se
decantd la sol. de TTBS y se afiadié6 sol. TBS (ver composicién en la Tabla IXa),
incubandose otros 5 min.

8. La membrana se incubd con solucion bloqueadora (ver Tabla 1Xb) a temperatura
ambiente con agitacion suave durante 1 h.

9. Una vez transcurrido el tiempo se hicieron dos lavados con TTBS de 5 min cada
uno y posteriormente un lavado con TBS durante 5 min.

10. La membrana se incubd con el primer anticuerpo (ver Tabla I1Xb), se incubd la
membrana a 4 °C en bolsa de plastico durante toda la noche (aproximadamente 15 h)

11. Al dia siguiente la membrana se removié de la bolsa de plastico y se lavé dos
veces con TTBS (5 min cada lavado) y posteriormente se hizo un lavado con TBS durante
5 min.

12. La membrana se incub6 con el segundo anticuerpo (ver Tabla IXb) conjugado a
fosfatasa alcalina, a temperatura ambiente sin agitacion durante 2 h.

13. Se repitieron los pasos indicados en el punto 11.

14. Se llevo a cabo el revelado de las membranas usando los sustratos de la fosfatasa
alcalina.

a) Se agregé a la membrana la solucion reveladora (ver Tabla 1Xa) a
temperatura ambiente en agitacion hasta que aparecio la banda de interés.

b) La reaccion se detuvo lavando y manteniendo la membrana en agua.
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11. RESULTADOS

1.- Analisis de caracteristicas fenotipicas de Atsbhl-1 (SALK 090881), mutante en el
gene de la hidroxilasa.

Durante el periodo de crecimiento de 10 semanas de la linea silvestre Ecotipo
Col-0 y de 12-14 semanas para la linea mutante Atsbhl-1, se corroboraron algunas
caracteristicas ya descritas en el trabajo publicado (Chen et al., 2008) como el tamafio y

Col-0 Atsbh1-1

a)

b)

c)

Figura 16. Comparacion del crecimiento entre las lineas de Arabidopsis thaliana en la linea silvestre
(izquierda) y la linea mutante (derecha), a diferentes tiempos de crecimiento. a) 3, b) 5y c¢) 9 semanas
de crecimiento.
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la aparicion de mancha cloréticas en las hojas en la edad adulta (Figs.16 y 17
respectivamente) pero se mencionan por su relevancia en cuanto a que constituye el

material del que se obtuvieron las preparaciones membranales.

a) Tamaio y desarrollo de clorosis en las hojas

En cada fase de crecimiento de las lineas se tomaron fotografias para su
caracterizacion fenotipica (Fig. 16), advirtiétndose un menor desarrollo de la linea
mutante con respecto a la silvestre. Se determiné que la edad adecuada para la
obtencion de hojas maduras fue de 9-10 semanas para la linea silvestre y en la mutante

variaba entre 3 a 4 semanas mas.

Col-0 Atsbh1-1

a)

b)

c)

Figura 17. Comparacion de las caracteristicas de clorosis y senescencia entre la linea silvestre (Col-0) y
la linea Atsbh1-1 a diferentes edades. a) 11, b) 13 y c) 14 semanas de crecimiento.
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Se advirtieron algunas caracteristicas fenotipicas que no estaban descritas en el
trabajo publicado las diferencias adicionales encontradas fueron relativas al color y
forma de la hoja, asi como a la pérdida de turgencia tras el corte. En la Fig.17a se
muestra que la linea mutante empezé a desarrollar puntos cloroticos en las hojas a las
11 semanas de su periodo de crecimiento debido al defecto en la hidroxilacién de las
BCL reportado en (Chen et al., 2008). Conforme fueron creciendo las hojas, los puntos
de clorosis empezaron a desarrollarse principalmente en las puntas de las hojas.
Asimismo, en la Fig.17c, se indica con flechas el dafio en las hojas de la linea mutante
gue empezaron a senescer a las 14 semanas, mientras que las de la linea silvestre

presentaron sintomas de envejecimiento a las 11 semanas.

Aparentemente, los signos de clorosis en la mutante no son por senescencia,
pues esta linea parece tener una mayor longevidad y los sintomas de senescencia se

presentan alrededor de tres semanas mas tarde que en la silvestre.

b) Forma vy color de las hojas
Desde el inicio del crecimiento se observaron cambios en el tamafio de la

mutante con respecto al control, pero no habia diferencias en el color o en la forma de

Linea silvestre Col-0 Atsbhl-1

Figura 18. Comparacion de los fenotipos de la parte aérea en las lineas silvestre Col-0 y Atsbh1-1 adultas
en cuanto a color y forma.
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las hojas. Sin embargo gradualmente el color verde de las hojas de la linea mutante

Atsbh1-1 se volvio mucho mas intenso (Fig. 18).

Ademas de la diferencia de color en la mutante, la forma de la hoja es alargada y
termina en punta (lanceolada) mientras que en la Col-0 la forma de la hoja es ancha y
curveada (Fig. 19a). En la Fig. 19b (Col-0) y 19c (Atsbh1-1) se observaron los cambios
en coloracion y forma entre hojas de diferente tamafio y estado de desarrollo de las dos
lineas. Una caracteristica adicional fue que la linea Atsbh1-1 presentd hojas con bordes

ondulados irregularmente, asi como una superficie con dominios abultados.

Figura 19. Comparacion del color y forma en hojas de lineas de Arabidopsis thaliana en diferentes
estados de desarrollo. a) Diferencias en el color y forma de la hoja, (izg. Linea Col-0) y (der. Linea sbh1-
1), b) (Col-0) y ¢) (Atsbh1-1) comparacion de la forma de la hoja

c) Pérdida de turgencia

La ultima caracteristica fenotipica observada no reportada fue la pérdida en la
turgencia de las hojas. Este cambio ocurrio gradualmente después de cortar las hojas
separandolas del tallo desde el peciolo y las diferencias mas claras se apreciaron

desde los 5 min posteriores al corte y fueron mucho mas visibles a los 10 y 20 min
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después del corte en las hojas de la linea mutante en la hidroxilasa. En la Fig. 20 se
observa como las hojas en la linea mutante Atsbhl-1 perdieron agua mas rapidamente
en comparacion con las de la linea silvestre, denotandose como un enrollamiento y

contraccion de las hojas y una apariencia de marchitamiento y sequedad.

Col-0 Atsbh1-1

a)

b)

c)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 20. Comparacion de la pérdida de turgencia de hojas separadas del tallo en las lineas Col-0 y
Atsbhl-1. Se observan las hojas cortadas (a) inmediatamente, (b) después de 10 min y (c) después de 20
min de haber sido cortadas. En a) y b) se presenta del lado izquierdo las hojas de la Col-0 y a la derecha

las de la mutante Atsbhl-1 en cada panel, en ¢) se muestran intercaladas las hojas mostrando en los
nameros impares a la linea control e impares a la linea Atsbh1-1.
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2. Rendimientos en la obtencidén de las fracciones subcelulares de las lineas Col-0
y Atsbh1-1

Determinacion del contenido de proteina en cada una de las fracciones celulares
obtenidas de las lineas Col-0 y Atsbh1-1.
En la Tabla X se muestra la concentracién y cantidad de proteina en cada una de las
fracciones subcelulares, asi como los rendimientos para cada una de ellas. En la fila 2
de la tabla se muestra el intervalo de la cantidad de tejido con la que se partio para la
obtencion de las fracciones en un intervalo de 23.30-59.82 gramos en peso fresco para
la linea control, y en caso de la linea mutante fue de 24.14-61.50 gramos en peso
fresco. Con la linea Atsbhl-1 se obtuvieron rendimientos similares en homogenados
comparados con los de la linea silvestre, sin embargo en los dos ultimos pasos de
purificacion para obtener microsomas y las VMP, el rendimiento disminuy6 alrededor de
un 30 % en VMP con respecto al de la linea control, obteniéndose un rendimiento de

s6lo 0.027 mg/g tejido.

Tabla X. Rendimientos obtenidos en las fracciones subcelulares (homogenados, microsomas y VMP)
obtenidas de las lineas de Arabidopsis thaliana Col-0 y Atsbhl. En la linea en la que se indica la
cantidad de tejido, el intervalo corresponde a los lotes de menor y mayor cantidad de hojas utilizadas
para hacer los aislamientos y la “n” corresponde al niumero de lotes de plantas de los que se partio para
hacer el mismo namero de preparaciones. Los valores de concentracion y cantidad de proteina, asi como

los de rendimiento incluyen a todas las preparaciones * error. std.

Col-0 Atsbhl1-1
Cantidad de tejido Cantidad de tejido
(g peso fresco) (g peso fresco)
23.30-59.82 n=6 24.14- 61.50 n=9
HOM FM VMP HOM FM VMP

[Proteina]

(mg/mL) 3.464+0.319 8.134+0.639 5.257+1.051 | 4.195+1.709 11.514+1.461  4.887+0.300

Proteina

total (mg) 661.52 42.843+3.391  2.276+0.729 723.38 54.824+7.439 1.206+0.176
Rendimient

o (mg/g 13.819+1.260 0.879+0.042 0.044+0.012 | 15.767+3.552 1.1784+0.131  0.027+0.002

tejido)
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3. Determinacion de pureza. Analisis por microscopia electronica de transmision.
Con objeto de evaluar la pureza de las fracciones membranales obtenidas, se
llevd a cabo el andlisis de éstas, fijandose 3 muestras de microsomas y 3 de vesiculas
de membrana plasmatica. Las muestras fijadas se incluyeron en una resina y de aqui
se hicieron microcortes. En la Fig. 21A y 21B se muestran las preparaciones de cada
una de las lineas (Col-0 y Atsbh1-1, respectivamente) observadas en el microscopio de
transmision bajo diferentes magnificaciones. En la Fig. 21A 1 y 2 de las fracciones
microsomales de la linea silvestre Col-0 se observé la presencia abundante de material
electrodenso y amorfo, asi como heterogeneidad en el tamafio de las vesiculas
presentes, las cuales podrian provenir de las membranas de mitocondria, vacuola,
cloroplasto y de la plasmatica. El tamafio de las vesiculas en esta linea varié entre los
60 y 160 nm de diametro en las micrografias analizadas a 30 k de magnificacion, la cual
resulta ser mas conveniente para este proposito, pues la magnificacion de 15 k al ser
menor, origina mayor error de medicion de las estructuras. La preparaciéon microsomal
de la linea mutante mostré un patrén muy semejante, presentando una gran proporcion
de material denso y amorfo y un tamafio heterogéneo entre las vesiculas. Sin embargo,
el intervalo de dimensiones fue mas amplio en este caso, e incluyo vesiculas de tamafio
mayor (120-400 nm) que las encontradas en la preparaciéon microsomal de la linea
silvestre. Sin embargo, en las preparaciones de vesiculas de membrana plasméatica de
esta misma linea (silvestre Col-0, Fig. 21A 3 y 4), las estructuras que se presentaron
fueron mas homogéneas: vesiculas cerradas, sin estructuras internas, con tamafios
entre 115-327 nm y de 120-200 en magnificaciones de 15k y 30k indicando asi un
enriquecimiento de VMP y por lo tanto una pureza mucho mayor ademas en estas
preparaciones se logro observar perfectamente la bicapa que conforma a las vesiculas.

En la Tabla Xl se muestra el intervalo de dimensiones medidas en las vesiculas
encontradas en las preparaciones de microsomas y de VMP tanto en la linea silvestre

como en la mutante Atsbh1-1.
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Tabla XI. Intervalos de magnitudes de los diametros de

vesiculas membranales en preparaciones de FM y VMP

Magnificacion FM VMP
Col-0
didmetro (nm) didmetro (nm)
15k 83.3-375 115-327
30k 60-160 120-200
Atsbh1-1
30k 120-400 120-200
60k 40-350 100-180

4. Actividad de AT Pasa de | as fraccio nes mem branales de las lineas Col-0 y
Atsbh1-1.

Después de haber obtenido las preparaciones y determinado el contenido de
proteina, se midié la hidrélisis de ATP para estimar el grado de contaminacion con otras
(principalmente de membranas de mitocondria, tonoplasto y fosfatasas). En el ensayo
se midi6 del Pi liberado por las fracciones subcelulares. Todas estas membranas
poseen enzimas que hidrolizan ATP, y su contribucién se pudo establecer gracias a que
son inhibidas diferencialmente por ciertos compuestos. En las Tablas XII (linea control
Col-0) y XIlII (linea mutante Atsbhl-1) se muestran ejemplos representativos de los
datos generados por una preparacion de microsomas y por una de VMP a las que se
les hizo la medicién de hidrdlisis de ATP con diferentes inhibidores: vanadato (NazVO,)
que inhibe la ATPasa de H* de la membrana plasmatica, azida de sodio (NaNs) que
inhibe a la ATPasa mitocondrial y nitrato/molibdato (KNOs/NaMoQO,) que inhiben a la

ATPasa de tonoplasto y a fosfatasas, respectivamente.

En las Tablas Xll y XIll se observan de forma detallada los datos obtenidos en la
liberacién de Pi asi como su manejo, para determinar la hidrdlisis de ATP a cada una de
las preparaciones y asi establecer el grado de enriquecimiento de VMP en los pasos de
purificacion entre los homogenados, los microsomas y las VMP de las lineas de

Arabidopsis thaliana (Col-0 y Atsbh1-1). En cada apartado se muestran los datos de
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Figura 21A. Anadlisis de fracciones membranales de la linea silvestre Col-0 por microscopia de
transmision. Muestras de dos preparaciones independientes se trataron como se indica en la seccion de
Materiales y Métodos. Se muestran cuatro campos con diferentes magnificaciones. A1y A2 son muestras
de fracciones micosomales (Al a 15 k y A2 a 30 k) y B3 y B4 son muestras de vesiculas de membrana
plasmética (B3 a 15 k y B4 a 30 k). La barra corresponde a 500 nm para una magnificacion de 15k y de

200 nm para una magnificacion de 30k
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Figura 21B. Analisis de fracciones membranales de la linea mutante Atsbhl-1 por microscopia de
transmision. Muestras de dos preparaciones independientes se trataron como se indica en la seccion de
Materiales y Métodos. Se muestran cuatro campos con diferentes magnificaciones. A1y A2 son muestras
de fracciones micosomales (Al a 30 k y A2 a 60 k) y B3 y B4 son muestras de vesiculas de membrana
plasmética (B3 a 30 k y B4 a 60 k). ). La barra corresponde a 200 nm y 100 nm para una magnificacion

de 30k y 60k respectivamente.
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absorbancia (por triplicado) frente a cada inhibidor (en algunos inhibidores sélo se
observan duplicados debido a que uno de ellos mostré una variacion exagerada y muy
discordante de los otros dos valores, por lo que no se consideré ese valor para la
obtencion del promedio). Al promedio del duplicado o del triplicado de la medicidn
experimental de ese punto, se le resté el blanco (Absorbancia del tiempo 0 o TO, que
corresponde a la hidrdlisis quimica, no enzimética del ATP y que se mide en presencia
de la proteina durante el tiempo de reaccién, pero teniendo siempre SDS en el medio).
Se aseguro que los datos de absorbancia estuvieran dentro de la linealidad de la curva
patrén de Pi correspondiente y a partir de la cual se calculd la actividad especifica
(nmoles Pi/mg/min) que presentaban las ATPasas de los diferentes compartimentos. En
las tres ultimas columnas de cada una de las tablas se observan las actividades
especificas en presencia de ninguno o de los tres inhibidores. Se puede observar que
para el caso de la Col-0, la inhibicién por vanadato aumento y la de los otros inhibidores
disminuyé en las vesiculas de membrana plasmatica con respecto a la de los
microsomas, lo cual indica que las VMP se purificaron con respecto a los microsomas
alrededor de 30 %.

Para el caso de la linea mutante (Tabla Xlll) se observd, segun las inhibiciones
de los diferentes compuestos, que también hubo una mayor inhibicién por vanadato en
las vesiculas de membrana plasmatica comparada con la de los microsomas
respectivos, si bien en términos absolutos, la inhibicién por vanadato fue mayor en las
VMP de la mutante (78.5 %) que en las de la Col-0 (60.2 %). Sin embargo, en estas
Tablas Xl y Xlll solo se quiere ilustrar el tipo de procesamiento que se hizo con los
datos experimentales. El andlisis mas apropiado de la purificacibn comparativa de

ambas lineas es el que se hizo considerando todas las preparaciones disponibles.
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Tabla XlI. Determinacion de la hidrélisis de ATP y su sensibilidad a inhibidores en la fraccion microsomal y en las

vesiculas de membrana plasmatica obtenidas de la linea silvestre Col-0. Se muestra un ejemplo de los datos

originales obtenidos: la determinacién de la Absorbancia debida al fosfato liberado por la muestra, la diferencia de

Absorbancia entre la muestra y el blanco (h. quimica), y la conversion del valor de la diferencia entre esas

absorbancias a nmoles de Pi liberado por min por mg de proteina. Estos valores se muestran para la hidrolisis total

de ATP medida en ausencia de inhibidores (HT), la hidrélisis de ATP medida en presencia de ortovanadato de sodio

(VO.) y la hidrélisis de ATP medida en presencia de azida de sodio (N3), de nitrato de potasio y molibdato de sodio

(NO3/MoQ4). Se muestra el valor de % de hidrolisis de ATP en presencia de cada inhibidor con respecto al control,

gue es la hidrdlisis total. Cada punto que se muestra es el promedio de la determinacion que se hizo por triplicado.

Fraccion microsomal de Col-0

Datos de

absorbancia

triplicado
(UDO)

Promedio

Absorbancia

corregida
Absm'AbSTo
(UDO)

Actividad

%

nmolesPi/mg/min actividad

%
inhibicién

HT

0.415
0.453
0.445

0.438

0.214

108.460

100

VO,

0.341
0.349
0.326

0.339

0.115

58.206

53.666

46.334

Na

0.380
0.382

0.381

0.157

79.625

73.479

26.521

NO3/MoO,

0.336
0.343

0.340

0.116

58.629

54.056

45.944

SDS (h.
quimica)

0.207
0.202
0.263

0.224

Vesiculas de membrana plasmatica Col-0

HT

0.544
0.560
0.570

0.558

0.428

217.259

100

VO,

0.315
0.283
0.303

0.300

0.170

86.464

39.797

60.203

N3

0.454
0.578
0.507

0.513

0.383

194.416

89.486

10.514

NO3/MoO,

0.530
0.531
0.487

0.516

0.386

195.939

90.187

9.813

SDS

(h.quimica)

0.137
0.119
0.134

0.130
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5. Comparacion de la actividad de la ATPasad e H" de vesi culas de membrana
plasmatica en la linea contro | (Col-0) y la linea mu tante (Atsbh1-1) de acuerdo al

grado de pureza de la preparacion.

De las preparaciones obtenidas, estuvieron disponibles para hacer el andlisis de
actividad un total de 6 preparaciones de VMP de las plantas silvestres (Col-0) y 8 de la
linea mutante Atsbhl-1. Todas ellas son preparaciones independientes, es decir, se
hicieron de lotes de plantas crecidos en fechas diferentes y de cada lote, el proceso de
purificacion de las membranas que se llevo a cabo independientemente. Uno de los
resultados mas claros e interesantes fue que cuando se media la hidrélisis de ATP en
presencia de vanadato, la actividad especifica sensible a vanadato era
consistentemente menor en las preparaciones de VMP derivadas de la linea mutante
Atsbhl-1 que la de las VMP de las plantas control. Sin embargo, las 15 preparaciones
tenian un grado de purificacion que fluctia entre el 50 y el 90 % (Tabla XIV). Con objeto
de determinar de manera mas precisa los grados de inhibicion de la actividad de
ATPasa de H" en la linea mutante Atsbhl-1, se compararon las preparaciones de VMP
qgue tuvieran un grado de purificacibn semejante, pues una menor actividad de la
ATPasa de H' podria corresponder a que habia menos VMP en esa preparacion. Aln
cuando al total de las preparaciones mostraban heterogeneidad con respecto a la
pureza, el intervalo de niveles de purificacidn permitié separarlas en tres grupos, tanto
para las preparaciones de VMP de las plantas control como para las de la linea Atsbhl-
1. En la Tabla XIV se puede observar que el Grupo | esta integrado por las VMP con
menor grado de purificacion: en la Col-0 con una sensibilidad al vanadato del 54 al 58
%, mientras que las equivalentes en las VMP de la linea Atsbhl-1 presentaron
porcentajes del 50-51 %. En el Grupo Il, de pureza intermedia, se incluyeron las VMP
de la Col-0 con inhibicién por vanadato entre 60 y 64 %, mientras que los de la mutante
estuvieron las VMP con inhibicion del 55 al 67 % de vanadato. En el grupo Il se

incluyeron aquellas preparaciones con la mayor pureza, de 67-73 % en el caso de la
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Tabla XlIl. Determinacién de la hidrdlisis de ATP y su sensibilidad a inhibidores en la fraccion microsomal y en las
vesiculas de membrana plasmatica obtenidas de la linea silvestre Col-0. Se muestra un ejemplo de los datos
originales obtenidos: la determinacién de la Absorbancia debida al fosfato liberado por la muestra, la diferencia de
Absorbancia entre la muestra y el blanco (h. quimica), y la conversion del valor de la diferencia entre esas
absorbancias a nmoles de Pi liberado por min por mg de proteina. Estos valores se muestran para la hidrolisis total
de ATP medida en ausencia de inhibidores (HT), la hidrélisis de ATP medida en presencia de ortovanadato de sodio
(VO.) y la hidrélisis de ATP medida en presencia de azida de sodio (N3), de nitrato de potasio y molibdato de sodio
(NO3/MoQ4). Se muestra el valor de % de hidrolisis de ATP en presencia de cada inhibidor con respecto al control,

gue es la hidrdlisis total. Cada punto que se muestra es el promedio de la determinacion que se hizo por triplicado.

Fraccion microsomal de Atsbh1-1

Datos de Ab .
absorbancia sorba_nma -
P di corregida Actividad % %
_por romedio  Absn-Absr, nmolesPi/mg/min actividad inhibicion
triplicado
(UDO) (UDO)
HT 0.672 0.679 0.264 111.628 100 0
0.686
VO, 0.501 0.500 0.085 35.729 33.137 66.863
0.498
N3 0.581 0.586 0.171 72.093 66.863  33.137
0.590
NOs/MoOy, 0.503 0.502 0.087 36.575 33.922 66.078
0.500
SDS (h. 0.407 0.406

quimica) 0.404

Vesiculas de membrana plasmatica Atsbh1-1

HT 0.446 0.449 0.137 57.928 100 0
0.452
VO, 0.339 0.342 0.030 12.474 21.533  78.467
0.344
N 0.405 0.416 0.104 43.763 75.548  24.452
0.426
NO4/MoO, 0.348 0.346 0.034 14.165 24.453  75.547
0.343
SDS h. 0.310 0.301

quimica) 0.292
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Col-0 y de 79-90 % en la linea Atsbhl-1. Este agrupamiento se muestra graficamente

en la Figura 22. Se puede observar que la inhibicion por vanadato de la actividad de la

Tabla XIV Actividad de la ATPasa de H" de preparaciones de membrana plasmatica de las plantas de la

linea silvestre Col-0 y de la linea mutante Atsbh1-1 agrupandolas por grado de pureza (% de inhibicién a

vanadato). La actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica se expresa en términos tanto de

la actividad sensible a vanadato como en términos de la actividad insensible a NO; y MoO,. Cada linea

horizontal en cada grupo corresponde a una preparacion membranal independiente, excepto en los

casos marcados con " que indican que se trata de determinaciones de la misma preparacion membranal.

Se presentan los valores promedio con su desviacion estandar.

Agrupacion 1
Col-0 Atsbh1-1
Inhibicion | Sensible | Insensible | Inhibicion | Sensible | Insensible a
por VOq a a por VO4 a NO3/M0O4
VO, NO3/MoO4 VO,

GRUPO 1 % nmolesPi/mg/min % nmolesPi/mg/min
54.02 68.27 114.26 49.90 82.60 156.80
57.49" 109.30 168.46 50.01 110.25 111.10
57.51" 107.20 207.46 50.76 115.60 153.63

Promedio §6.34 94.92 163.39 50.R2 102.82 140.51
D.S +2.41 +23.11 +46.81 +0.47 +17.71 +25.52
Grupo 2 60.20 130.80 195.94 55.00 28.77 24.23
63.02 145.20 163.29 55.03 30.06 34.47

64.00 164.00 212.85 63.30""" 27.70 25.50

66.80""" 51.01 45.66

Promedio §2.41 146.67 190.69 60.p3 34.39 32.47
D.S +1.97 +16.65 +25.19 +5.p7 +11.13 +9.91
Grupo 3 67.03" 154.96 154.47 78.47 45.46 14.16
72.90™ 178.64 164.93 84.85™" 28.78 52.77

89.65""" 54.88 45.61

Promedio §9.97 166.80 159.70 84.2 43.04 37.51
D.S +4.15 +16.74 +7.39 15.¢1 +13.22 +20.54
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ATPasa de H" aument6 un 10% en el grupo Il comparado con el grupo |, de igual
manera el grupo Il aumenté un 20% nuevamente comparado con el grupo I. Mientras
que en la linea Atsbh1-1 sigue la misma tendencia que la control en los dos primeros
grupos, mostrando una leve diferencia de un 10% entre cada grupo. Sin embargo, en el
altimo grupo en el que se representan las preparaciones con mayor grado de pureza, se
encontraron diferencias entre la mutante y el control, en donde la Col-0 alcanz6 un

grado de sensibilidad a vanadato del 70% comparado con el de 84 % de la mutante.

Figura 22.- Agrupacion de las preparaciones de VMP obtenidas de las plantas de Arabidopsis thaliana
Col-0 y Atsbhl1-1 segln su grado de pureza. Todas las preparaciones fueron evaluadas por su grado de
pureza, valorada como la actividad de hidrélisis de ATP sensible a vanadato. El total de preparaciones
independientes de VMP agrupadas fue de 6 para la Col-0 y de 8 para la mutante Atsbhil-1. La
distribucién por grupo se detalla en la Tabla XlIl. Se presentan los valores promedio con su desviacion
estandar.
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Con los datos de la Tabla XIV se construyeron los gréficos que ilustraran el
comportamiento de la actividad de la ATPasa de H* en las dos lineas, tomando en
cuenta el agrupamiento mencionado. Para graficar la actividad de la ATPasa de H* en
las dos lineas se consideraron dos valores que habian sido medidos en el mismo
procedimiento y que aparecen en la Tabla XIV como la actividad de hidrdlisis de ATP
sensible a vanadato y como la actividad insensible a nitrato y molibdato. Ambas
condiciones experimentales son aptas para conocer la actividad de la ATPasa de H" en

nuestro sistema de ensayo de hidrdlisis de ATP.

Figura 23. Actividad de la ATPasa de H" de la membrana plasmatica de las plantas de Arabidopsis thaliana
Col-0 y Atsbhl-1 en preparaciones de VMP agrupadas segln su pureza. La agrupaciéon de las
preparaciones de VMP se hizo de acuerdo a su grado de pureza, valorada como la actividad de la ATPasa
que fue sensible a VO, (calculada como la diferencia entre la actividad total menos la actividad sensible a
VO,). El total de las preparaciones independientes de VMP agrupadas fue de 6 para la Col-0 y de 8 para la

linea Atsbh1-1. Se presentan los valores promedio con su desviacion estandar.
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En la Fig. 23 se observa que la pureza de las preparaciones de VMP de la Col-0
medida como la actividad de la ATPasa de H* sensible a vanadato aumenté un 20%
entre los grupos | y Il y alrededor de un 70% entre el grupo | y lll. En la linea mutante el
aumento en la purificacion fue también muy notorio entre grupos, ya que de un 50 % en
el grupo | subidé a un 60 % en el grupo Il y a un 84 % en el grupo lll. Sin embargo, se
observé que aunque el grado de purificacion aumentaba en la Col-0 y en la mutante
(ver la relacién entre cada agrupamiento), la actividad de la ATPasa decrecié de
manera muy importante en la linea mutante Atsbhl-1 en los agrupamientos Il y lll,

decayendo entre un 60-70 %.

Figura 24. Actividad de la ATPasa de H" de la membrana plasmatica de las plantas de Arabidopsis thaliana
Col-0 y Atsbhl-1 en preparaciones de VMP agrupadas segin su pureza. La agrupacion de las
preparaciones de VMP se hizo de acuerdo a su grado de pureza, valorada como la actividad de la ATPasa
que fue insensible a nitrato y molibdato (calculada como la diferencia entre la actividad total menos la
actividad sensible a nitrato y molibdato). El total de las preparaciones independientes de VMP agrupadas
fue de 6 para la Col-0 y de 8 para la linea Atsbh1l-1. Se presentan los valores promedio con su desviacién

estandar.
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En la gréafica de la Fig. 24 se representa la actividad de la ATPasa de H' pero
ahora expresada como hidrélisis de ATP insensible a NO3/Mo0O,. Estos valores nos dan

la informacién de aquellas enzimas que se encuentran activas hidrolizando ATP, y que

Tabla XV. Comparacion de la actividad de la ATPasa de H" de preparaciones de membrana
plasmatica de las plantas de la linea silvestre Col-0 y de la linea mutante Atsbhl-1 agrupadas por su
grado de pureza (% de inhibicion a vanadato). La actividad de la ATPasa de H' de la membrana
plasmética se expresa en términos tanto de la actividad sensible a vanadato como de la actividad
insensible a N3 y MoO,. Las lineas horizontales en cada grupo corresponden a preparaciones
membranales independientes, excepto en los casos marcados con " en donde se trata de
determinaciones de la misma preparacion membranal. Se presentan los valores promedio con su

desviacion estandar o bien con error estandar.

Agrupacion 2

Col-0 Atsbh1-1
Inhibicién | Sensible | Insensible a | Inhibicion | Sensible a | Insensible a
por VO, a NO3/MoO,4 | por VOq4 VO, NO3/MoQO4
VO,

% nmolesPi/mg/min % nmolesPi/mg/min
GRUPO 1 54.02 68.27 114.26 49.90 82.60 156.80
57.49" 109.30 168.46 50.01 110.25 111.10
57.51" 107.20 207.46 50.76 115.60 153.63

Promedio 56.34 94.92 163.39 50.p2 102.82 140.51
D.S #2.01 +23.11 +46.81 +0.47 +17.71 +25.52
E.S +1.16 ¥13.34 +27.02 +0.27 +10.22 +14.73
60.20 130.80 195.94 55.00 28.77 24.23

63.02 145.20 163.29 55.03 30.06 34.47

Grupo 2 64.00 164.00 212.85 63.30 27.70 25.50
67.03 154.96 154.47 66.80 51.01 45.66

72.90 178.64 164.93 78.47 45.46 14.16

84.85 28.78 52.77

89.65 54.88 45.61

Promedio 69.97 166.80 159.70 8432 43.04 37.51
D.S #4.15 +16.74 +7.39 +5.61 £13.22 +20.54
E.S +2.16 8.12 +11.12 +5.34 +4.49 +5.30
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tendrian que ser propiamente las ATPasas de H' de las VMP, ya que el ensayo se esta
haciendo en presencia de los inhibidores de las otras enzimas que pueden estar
hidrolizando ATP y que son la ATPasa de tonoplasto y fosfatasas. También se observa
que la tendencia fue la misma que en la Fig. 23, manifestdndose una mayor diferencia
entre las actividades de la ATPasa de H* de las dos lineas en aquellas preparaciones
con pureza mas alta (grupos Il y Ill). En el agrupamiento I, la actividad de la mutante se
inhibié un 14 %, en el 1l 83 % mientras que en el lll la inhibicion fue de 76.5 %. De esta
manera las gréficas de las Figs. 23 y 24 muestran que la actividad de la ATPasa de H*
de las VMP fue menor en las preparaciones de la mutante. Estas diferencias se

pueden apreciar mejor en la Tabla XVI.

En las Figs. 22, 23 y 24 se observl que las agrupaciones Il y Il presentaban
caracteristicas similares de purificacion, por lo que se efectio una nueva agrupacion,
reuniendo los datos de las agrupaciones Il y lll. En la Tabla XV se muestra este

reagrupamiento.

Esta reagrupacion permite tener mas preparaciones en el grupo 2, que ahora
incluye un intervalo de purificacion que oscila entre 60.20-72.90 % de inhibicion por VO,
en la linea Col-0 y un intervalo de 55-89.65 % para la linea Atsbhl-1. De manera
analoga a lo que se hizo con los valores de la Tabla XIV, nuevamente se construyeron

los graficos respectivos.
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Figura 25.- Agrupacion de las preparaciones de VMP obtenidas de las plantas de Arabidopsis
thaliana Col-0 y Atsbhl-1 segun su grado de pureza. La pureza fue valorada como la actividad de
hidrdlisis de ATP sensible a vanadato. El total de preparaciones independientes de VMP agrupadas fue
de 6 para la Col-0 y de 8 para la mutante Atsbh1-1. La distribucion por grupo se detalla en la Tabla XIV.

Se presentan los valores promedio con su error estandar.

En la Fig. 25 se observa que en ambas lineas el porcentaje de inhibicion por VO4
es muy semejante en cada grupo tanto para las preparaciones de la linea silvestre
como par la mutante. Sin embargo, si se compara cada linea entre los dos grupos hubo
un aumento del 10% en la purificaciéon de la linea control en sus dos agrupaciones,

mientras que para la linea mutante la purificacion aumenté un 20 %
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En la Fig. 26 se representa la actividad de la ATPasa de H* que es sensible a VO,
en las preparaciones de la linea silvestre y de la mutante, mostrando que en el grupo |
hubo un aumento de la actividad del 7.9 % en la linea la linea mutante comparada con
la control. En la agrupacion Il la actividad de la linea mutante decayd radicalmente

hasta un 75.38% de la actividad de la linea control.

Figura 26. Actividad de la ATPasa de H' de la membrana plasmatica de las plantas de Arabidopsis
thaliana Col-0 y Atsbh1-1 en preparaciones de VMP agrupadas segun su pureza. La agrupacion de las
preparaciones de VMP se hizo de acuerdo a su grado de pureza, valorada como la actividad de la
ATPasa que fue sensible a VO, (calculada como la diferencia entre la actividad total menos la actividad
sensible a VO,). El total de las preparaciones independientes de VMP agrupadas fue de 6 para la Col-0 y

de 9 para la linea Atsbh1-1. Se presentan los valores promedio con su error estandar.
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Finalmente en la Fig. 27 se presenta el comportamiento de la actividad de la
ATPasa de H' medida como la actividad insensible a NOs/MoO,4. Se observa que el
patron fue muy parecido al de la Fig. 25 y aqui en el Agrupamiento 1 la mutante mostré
un 13% de inhibicion con respecto al control. Mientras que en el agrupamiento 2 la
inhibicion observada fue del 81 %. Estos resultados se resumen en la Tabla XVI en la

gue quedan indicados el numero de veces que se reduce la actividad o el % de

Figura 27. Actividad de la ATPasa de H" de la membrana plasmatica de las plantas de Arabidopsis thaliana
Col-0 y Atsbhl-1 en preparaciones de VMP agrupadas segin su pureza. La agrupacion de las
preparaciones de VMP se hizo de acuerdo a su grado de pureza, valorada como la actividad de la ATPasa
gue fue insensible a NO; y MoO, (calculada como la diferencia entre la actividad total menos la actividad
sensible a NO3/M00Q,). El total de las preparaciones independientes de VMP agrupadas fue de 6 para la

Col-0 y de 9 para la linea Atsbh1-1. Se presentan los valores promedio con su error estandar.
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inhibicion equivalente. De acuerdo a estos valores se puede observar que analizando la

mayoria de las preparaciones membranales de ambas lineas se encontrd

consistentemente una inhibicion de la actividad de la ATPasa de H* en la mutante con
respecto al control y que este efecto fue mas claro en preparaciones con alto nivel de

purificacion.

Tabla XVI. Actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica en las lineas Col-0 y SBH1-1. La
actividad se midié6 como actividad sensible a vanadato o insensible a nitrato y molibdato tomando los
datos de la Tabla XIV y XV. Para indicar la inhibicion de la actividad en la enzima de la mutante, se

expresa la relacion entre la actividad que se determin6 en la Col-0 dividida entre la de la mutante, o bien

como % de inhibicion de la actividad de la mutante con respecto a la actividad de la Col-0.

. . Actividad insensible a
Relacién Col/Atsbh1-1
94.92+23.11/102.82+17.71 163'39146'812/ 140.51£25.5
(0.9 veces)
1 0 (1.2 veces)
- 8.3 % de aumento 13.0 % de disminucion
c
38 146.67+16.65/34.39+11.13 190.69+25.19/32.47+11.13
i 5 (4.3 veces) (5.9 veces)
S 77 % de disminucion 83 % de disminucion
()
< 166.80+16.74/43.04+13.22  159.70+25.19/32.47+20.54
3 (3.9 veces) (4.9 veces)
74.2 % de disminucioén 76.5 % de disminucion
94+23.11/102.82+17.71 163.39+46.81/140.51+25.5
N 1 (0.9 veces) (1.2 v2eces)
[ 0 .
Ig 8.3 % de aumento 13.0 % de disminucion
(3]
Q
3 154.72+18.17/38.09+11.90 178.30+24.88/34.64+14.03
<°’ 2 (4.1 veces) (5.1 veces)
75.4 % de disminucion 80.6 % de disminucién
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6. Analisis electroforético de las proteinas de la mutante At sbhl1-1 en SDS-PAGE

teiidos con Azul de Coomassie y Nitrato de plata.

Con el fin de observar el perfil electroforético de las proteinas presentes a lo
largo del proceso de purificaciéon de las membranas, se realiz6 un gel desnaturalizante
cargando 15 pg de proteina. En la Fig. 28 se observa el patron de proteinas en cada
fraccion subcelular. Se observé un patréon de bandas definidas con diferentes

intensidades y con masas moleculares entre 180 y 5 kD. La banda mas intensa que se

kDa

180
115

82
64
49
37

26
10
15

Std Homog FM VMP
A B A B A B
A.- Col-0 (15ug) B.- Atsbh1-1 (15ug)

Figura 28. Separacion de proteinas de fracciones subcelulares de la linea silvestre Col-0 y la linea
mutante Atsbhl-1. Se cargaron 15 pg de proteina por carril, luego fueron separadas por SDS-PAGE vy el
gel fue tefiido con Azul de Coomassie. Perfil de proteinas en cada una de las fracciones: homogenado
(Homog), fraccién microsomal (FM) y vesiculas de membrana plasmatica (VMP). A representa fracciones

de la linea silvestre Col-0 y B a la linea mutante Atsbhi-1.
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observé en todas las fracciones fue la banda que corresponde a la subunidad grande
de la RUBISCo, con un peso aproximadamente de 70-60 kDa. En términos generales

las bandas presentes en las preparaciones de la linea control estuvieron presentes en
la mutante en la hidroxilasa.

Después con objeto de apreciar posibles diferencias entre los perfiles proteicos
de la linea silvestre y de la mutante se realizé la comparacion de 5 preparaciones de

VMP independientes. Los geles fueron tefiidos con plata. En la Fig. 29 se muestran los

VMP de la linea silvestre (Col-0) VMP de la linea mutante Atsbh1-1
kD
180
115
82
64
49
37
26
19
15
6 A B
Preparaciones Preparaciones
Std 1 2 3 4 5 Std 1 2 3 4 5

Figura 29. Separacioén de proteinas de 5 preparaciones diferentes de vesiculas de membrana plasmatica
de la linea silvestre Col-0 (A) y la linea mutante Atsbhl1-1 (B). Se cargaron 5 ug de proteina por carril,
luego fueron separadas por SDS-PAGE vy el gel fue tefiido con plata. Del lado izquierdo se observan 5

preparaciones de VMP de la linea silvestre Col-0 y del lado derecho 5 preparaciones de VMP de la linea
mutante Atsbh1-1. (Vorum et al., 1996, 2001).
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geles obtenidos. Aunque la cantidad de proteina cargada parece ser diferente, el
namero y las masas moleculares de las proteinas separadas parecen ser las mismas
en todas las preparaciones en cada linea. Sin embargo el perfil electroforético de la
linea silvestre y de la mutante es diferente. Como tanto las muestras de las lineas
silvestre y mutante fueron separadas en dos geles diferentes y por lo tanto tefiidos de
manera individual para reducir los factores técnicos que pudieran dar diferencias en los

perfiles electroforéticos, se realiz6 un gel SDS- PAGE.

kDa Col-0 Atsbhi-1
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fte ¢

Std VMP Std VMP

Figura 30. Separacién de proteinas de preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica de la linea
silvestre Col-0 y la linea mutante Atsbhl-1. Se cargaron 5 pg de proteina por carril, luego fueron
separadas por SDS-PAGE vy el gel fue tefiido con plata. Del lado izquierdo se observan 2 preparaciones
de VMP de la linea silvestre Col-0 y del lado derecho 2 preparaciones de VMP de la linea mutante
Atsbh1-1.
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En este nuevo gel (Fig. 30) se pueden observar 5 bandas marcadas con flechas
de color rojo que presentan una mayor abundancia en la linea silvestre Col-0, mientras
que la linea mutante la presenta con menor intensidad y en algunos casos no se
observa dicha banda. Por otra parte las flechas de color azul indican aquellas 4 bandas
de proteinas que no se encuentran en la linea silvestre Col-0 0 que se encuentran en

menor proporcion que en la mutante (Fig. 30).

7. Deteccion de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica por medio de Réplica

en Western.

La deteccion de la enzima se realizd por la técnica de réplica en Western usando dos
anticuerpos, uno dirigido contra la ATPasa de H" de betabel y otro contra la isoforma
AHAS3 de Arabidopsis thaliana. En la Fig. 31 se muestran las réplicas obtenidas. Se
observé que ambos anticuerpos dieron una reaccion contra una banda de 100 kDa, que
corresponde a la ATPasa de H”, si bien ambos anticuerpos reaccionaron contra otras
bandas de diferentes pesos moleculares. En particular, el anticuerpo de betabel
reacciono fuertemente contra una banda de aproximadamente 24 kDa, y también contra
otras tres de 62, 49, y 8 kDa aproximadamente. Todas estas bandas aparecieron tanto
en las dos preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica de la linea silvestre
como de la linea Atsbhl-1. En el caso del anticuerpo contra la isoforma AHA3, el
anticuerpo reacciond contra bandas de 49 y 45 kDa en las vesiculas de membrana
plasmatica de ambas lineas, mientras que en la linea silvestre el anticuerpo
adicionalmente reaccioné con mas bandas, aunque de baja intensidad, con pesos

moleculares entre 49 y 10 kDa aproximadamente.
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. ATPasa de H" de betabel ATPasa de H" AHA3
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Figura 31. Inmunodeteccion de la ATPasa de H' en vesiculas de membrana plasmatica de la linea
silvestre y de la linea Atsbh1-1. 40 ug de proteina membranal de diferentes preparaciones de vesiculas
de membrana plasmatica de las lineas indicadas se cargaron en un gel de SDS, mismo que fue
transferido a una membrana de PVDF como se indica en Materiales y Métodos. La membrana fue
expuesta a los anticuerpos dirigidos contra la ATPasa de H' de la membrana plasmatica de betabel

(panel izquierdo) o de la isoforma AHA3 de la ATPasa de H* (panel derecho).

El resultado mas relevante en estas inmunodetecciones fue el de que la banda
de la ATPasa de H' estd en niveles muy similares en las cuatro preparaciones
probadas y por lo tanto no hay diferencias substanciales entre el contenido de ATPasa
de H" en las preparaciones de vesiculas de membrana plasmatica de la linea control y

el de la linea mutante en el gene de la hidroxilasa.
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12. DISCUSION

En la literatura se han estudiado los efectos de modificar el grado de
hidroxilacion de las cadenas hidrocarbonadas hidrofébicas de los lipidos membranales,
es decir de los &cidos grasos y de las bases de cadena larga. Estos trabajos se han
evaluado en levaduras, células de mamifero y de plantas. Una de las herramientas mas
usadas es el empleo de mutantes en los genes que codifican a las enzimas que
hidroxilan estas cadenas hidrofobicas. Los resultados encontrados en Saccharomyces
cerevisiae sefialan que la modificacion en la expresion del gen SUR 2 o SYR 2 que
codifica a la hidroxilasa del C-4 de las BCL conlleva directamente a una deficiencia en
los niveles de la fitoesfingosina, que es la base esfingoidea trihidroxilada mas
abundante y una modificacion en la concentracion de esfingolipidos complejos. Esta
variaciones produjeron cambios en el tamafio y la forma de las estructuras
membranales “Membranas Resistentes a la solubilizacion por Detergentes” (DRM)
analizadas por microscopia electronica. EI cambio estructural en los esfingolipidos
afectdé también la interaccion con la siringomicina E, una toxina bacteriana (Idkowiak-
Baldys et al., 2004).

En 2007, Chen y colaboradores dieron a conocer algunos de las resultados
obtenidos en Arabidopsis thaliana, reportando que las hidroxilaciones de las BCL en el
C4 son importantes en el crecimiento y fertilidad de las plantas. Ellos describieron la
existencia de dos genes en Arabidopsis que codifican para las hidroxilasas SBH1 y la
SBH2 que hidroxilan a las bases esfingoideas en la posicion 4 de la cadena
hidrocarbonada. Ambas se expresan en todos los 6érganos de la planta y su actividad es
critica, dado que mutaciones que anulan la expresibn de ambos genes (mutantes
dobles) se reflejan en la variacion del contenido y composicion de esfingolipidos. Los
fenotipos de estas plantas revelaron una gran reduccion en la velocidad de crecimiento
de la plantula traducida en plantas enanas, con sefiales de muerte celular en la hojas
(clorosis). Este fenotipo se asocié a un menor alargamiento de las células del hipocotilo
y las raices y a una menor division celular en las zonas meristeméticas, asi como a un
incremento de bases de cadena larga dihidroxiladas. En las mutantes simples, en las
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gue sélo uno de los dos genes de las hidroxilasas esta mutado, los efectos fenotipicos

estan muy atenuados.

Sin embargo, los mecanismos mediante los cuales los cambios en la
composicion de esfingolipidos son capaces de producir estas diferencias fenotipicas
son desconocidos, ya que en el trabajo mencionado (Chen et al., 2008), los cambios en
la composicion de esfingolipidos se determinaron a nivel de toda la planta, sin
diferenciar su procedencia subcelular. Por ello es importante conocer cdmo estos
cambios inciden en la estructura y funcion de las bicapas lipidicas membranales y en
particular en la funcibn de enzimas membranales. Un enfoque experimental para
explorar estos efectos de la variacién de la estructura de los esfingolipidos en las
funciones membranales fue el seguido en este trabajo de tesis, en el que por primera
vez se aislaron VMP de una mutante en la hidroxilacion de bases esfingoideas. Para
ello, se purificaron y caracterizaron VMP obtenidas de la mutante simple Atsbh1-1y del
genotipo silvestre para determinar si el grado de hidroxilaciéon influia sobre la actividad
de las proteinas membranales. La ATPasa de H* de la membrana plasmatica, la cual
constituye un buen candidato de proteina membranal para el estudio de la interaccion

proteina-esfingolipido.

1.- Analisis de caracteristicas fenotipicas de Atsbh1-1 (SALK_090881), mutante en

el gene de la hidroxilasa.

Algunas de las diferencias fenotipicas entre la mutante Atsbhl-1 comparada con
el ecotipo silvestre (Col-0) coincidieron con las reportadas en el trabajo en el que se
caracterizé esta mutante asi como la otra mutante sencilla Atsbh2-1 y la doble mutante
(Chen et al. 2008). Estas diferencias fueron la menor velocidad de desarrollo y la
aparicion de clorosis en las hojas. Sin embargo, también detectamos diferencias
adicionales como el tamafio, la forma y el color de las hojas, asi como la rapida pérdida
de turgencia en las hojas tras su corte de la planta. Los cambios en la forma y color de
la hojas pueden estar relacionados con los patrones de crecimiento que han sido

afectados por el desbalance en esfingolipidos complejos trihidroxilados (Chen et al.,
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2008), ya que el 90% de los esfingolipidos de las hojas de Arabidopsis estan
hidroxilados en sus BCL y muy probablemente de sus membranas celulares. Por tanto
un cambio en la estructura de estos lipidos podria estar afectando los patrones
morfologicos de crecimiento (Chen et al., 2006). Con respecto a la rapida pérdida de
turgencia en la mutante en el gene de la hidroxilasa, ésta podria estar relacionada con
una falla en el mecanismo de cierre de estomas debida a la falta de fitoesfingosina, ya
que ésta es la base de cadena larga trihidroxilada mas abundante en Arabidopsis
(Markham et al., 2006) se ha reportado que hay una cinasa que fosforila a la
fitoesfingosina y que esta base fosforilada es necesaria en el mecanismo conducente al
cierre de estomas mediado por &cido abscisico (Ng et al., 2001).

2. Rendimientos en la obtencion de las fracciones subcelulares de las lineas Col-0
y Atsbh1-1

Los rendimientos en la obtencion de FM a partir de hojas de Arabidopsis thaliana
ecotipo Col-0 y de la mutante Atsbha-1 no variaron con respecto a los de otras lineas
de Arabidopsis como las que se mencionan en la Tabla XVI y que son lineas que
presentan modificaciones genéticas en la enzima SPT y por tanto tienen perturbaciones
en la sintesis de esfingolipidos: 1) linea AtLcb2a-1 en presencia o ausencia de
metoxifenozida o MFZ, un inductor del silenciamiento del gene de la subunidad Lcb2b
de la SPT, 2) Linea AtLcb2b-hp/Lcb2a en presencia o ausencia de metoxifenozida
(Ponce, 2009). Finalmente con respecto a otras especies como uva (Mas et al., 1994),
maiz (Carmona, 2009), frijol (Carmona, 2009) y tabaco (Carmona, 2009) se observé
que la cantidad de proteina recuperada en la fraccion microsomal estuvo también en el
mismo intervalo que en las preparaciones reportadas en esta tesis. Sin embargo, otros
tejidos y otras especies como uva (Mas et al., 1994) y espinaca (Packer and Douce,
1987) mostraron recuperaciones mayores. En todos los casos el decaimiento del
rendimiento se hizo evidente entre la fraccion microsomal y la obtencion de VMP en

todas las lineas y especies que han sido estudiadas. De igual forma, los rendimientos
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Tabla XVII. Comparacion entre los rendimientos de fracciones subcelulares de distintas especies y lineas

de Arabidopsis thaliana. Se muestran los promedios en mg de proteina con su D.S.

Material biolégico Homogenado Microsomas VMP DRM
At Ecotipo Col-0* 16.620+3.654 0.752+0.359  -------- 0.008
At Ecotipo Col-0% 13.819£1.260 0.879+0.042 0.044+0.012  ----------
AtLcb2a-1(-MFZ) 10.470+4.250 0.797+0.359  -------- 0.028+0.012
AtLcb2a-1(+MF2)’ 17.63+8.717 1.549+0.808  -------- 0.027+0.021
AtLcb2b-hp/Lcb2a(- 13.313+8.150 1.137+0.800  -------- 0.004+0.012
MFZ2)"
AtLcb2b- 22.48+10.450 1.206+0.292  -------- 0.0284+0.015
hp/Lcb2a(+MFZ)’
Atsbh1-12 15.765+3.552 1.178+0.131 0.027+0.002  -----------
Embriones de Zea 2407 0.09 £0.05 0.02+0.01
mays?
Hojas de Phaseolus 1.3£0.1 0.05 £ 0.02 0.01+ 0.005
vulgaris®
Hojas de Nicotiana 1.0£0.3 0.03+£0.02 0.02+ 0.005
tabacum?®
Plantulas de Allium 0.100-150 *
porrum’ 0.006
Plantulas de A. 47.3+7.9
thaliana®
Hojas de Vignha 4.57+0.18 0.21+0.03
vitifera®
Plantulas de 58 mg 1.3 mg
Hordeum vulgaris®
Hojas de espinaca’ 49.0 4.0
Plantulas de avena® 31.3 1.8 mg
(cantidad)
' Ponce, 2009 no publicado “ Laloi et al., 2007
? Este trabajo de tesis ®> Packer y Douce, 1987
* Carmona, 2009 ® Mas et al., 1994
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obtenidos para el ecotipo Col-0 y Atsbh1-1 presentaron el mismo comportamiento. Por
otra parte, los rendimientos de las preparaciones de VMP de las plantas silvestres del
ecotipo Col-0 y de la mutante Atsbhl-1 fueron similares a los de otras especies como
frijol y tabaco. En los casos de otras especies como plantulas de poro y de cebada,
hojas de espinaca, avena y betabel no se reportd la cantidad de material bioldgico de la
que se partio para la obtencion de las VMP, mostrando soélo la cantidad de proteina total
final, por lo que no se puede hacer una comparacion. En la Tabla XVI se presentan
también los rendimientos en la obtencion de las fracciones resistentes a la
solubilizacion por detergente (DRM) a partir de preparaciones de VMP, para ilustrar la
importancia de tener buenos rendimientos en estas fracciones, ya que frecuentemente

es necesario hacer un sub-fraccionamiento para estudios de balsas lipidicas.

3. Determinacion de pureza. Analisis por microscopia electrénica de transmision.
Una de las formas de evaluar el grado de pureza de las preparaciones de VMP
fue la de analizar su morfologia con respecto a la preparacién de las membranas
totales, que es la fraccion microsomal. El andlisis por microscopia electronica revel6
que las preparaciones de VMP estaban realmente enriquecidas en membranas
formando vesiculas cerradas tanto en la linea silvestre como en la mutante. En
sistemas de células animales (Schnitzer et al., 2005) se encontré6 una morfologia
caveolar con un rango del tamafio de las vesiculas de >150 y <700 nm de diametro.
Este tamafio varia con respecto a las reportadas a células vegetales que tienen un
diametro menor como se mostrO en este trabajo. En el caso de ultraestructuras
mostradas en tabaco (Mongrand et al., 2004), las membranas de membrana plasmatica
se muestran cerradas (aunque no mencionan el porcentaje de pureza) y la
homogenidad, tamafio y morfologia de las vesiculas obtenidas se asemeja a los del

ecotipo Col-0 y de la mutante Atsbhl1-1.

La apariencia de las vesiculas en las micrografias electronicas indica que se
logré una purificacion muy alta, a pesar de que el reparto de fases utilizado en el
procedimiento de purificacion fue sélo uno, a diferencia de vesiculas muy puras que
alcanzan estos patrones en microscopia electronica después de dos o tres repartos de
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fase. Por ejemplo, en maiz (Sanchez-Nieto et al.,1997) muestra un porcentaje de
pureza de 85%, (actividad de ATPasa sensible a vanadato) y las ultra estructuras
mostradas se asemejan a las de este trabajo de tesis. Sin embargo, la metodologia
empleada por Sanchez-Nieto et al.(1997) incluyd dos sistemas de fases para asegurar
la pureza y enriquecimiento de las VMP. En comparacion, en esta tesis se obtuvieron
membranas con purezas entre 50-87% en ambas lineas (expresado en porcentaje de
inhibicion sensible a vanadato), con sdélo un sistema de fases, lo que permitié reducir el
tiempo para la obtencion de las preparaciones y se ahorraron cantidades de reactivos

de alto costo.

Ademas, la comparacion de resultados entre las VMP de las lineas silvestre y de
la mutante indicé que la estructura de las vesiculas no se vio afectada en la mutante,
aun cuando se ha reportado que esta mutante presenta una disminucion del 40 % de
las bases trihidroxiladas comparadas con la silvestre, un mayor contenido de bases de
cadena larga libres y fosforiladas (de 2 a 4 veces mas que la silvestre) y de
esfingolipidos totales (1.5 veces mas de bases de cadena larga totales que la silvestre)
(Chen et al., 2008). Muy probablemente estas diferencias no logren expresar cambios a
nivel tan grueso como el del analisis ultraestructural, pero si se hagan evidentes a nivel

molecular.

Como se vera en los parrafos subsiguientes, este parametro morfolégico de
pureza coincidié con otros resultados obtenidos en esta tesis, en los que se mostro la
reduccion de contaminantes membranales de otras organelas, a través de la evaluacién
de la actividad de enzimas marcadoras en las preparaciones (78.42% de pureza
expresado como porcentaje de inhibicion sensible a vanadato), o por medio de la

inmunodeteccion de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica.

4. Actividad de AT Pasa de | as fraccio nes mem branales de las lineas Col-0 y

Atsbh1-1. Enzimas marcadoras.

Otra de las formas de estimar la pureza de las preparaciones de VMP fue a
través de los ensayos de actividad de enzimas marcadoras midiendo la hidrdlisis de
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ATP. Esto resulté adecuado, ya que permitié obtener informacién sobre la presencia de
otras vesiculas de organelas contaminantes en las preparaciones de VMP. Para ello, se
determind la hidrdlisis de ATP de las preparaciones bajo la adicion diferencial de
inhibidores selectivos de enzimas que rompen el ATP y que pertenecen a diferentes
compartimentos membranales. Los datos obtenidos a partir de este ensayo mostraron
que las membranas mitocondriales y las de vacuola (ATPasas sensibles a azida y
nitrato, respectivamente) estaban en proporcion reducida (entre el 10 y 20 %)
comparada con la proporcion de la membrana plasmatica (actividad de ATPasa
sensible a vanadato) (entre el 60 y el 80%). Un contribuyente presente en las
preparaciones fue una actividad de fosfatasa (hidrélisis de ATP sensible a molibdato),
la cual constituy6 alrededor de un 10-20% de la actividad total de hidrolisis de ATP en la
preparacion. Sin embargo, aunque estos datos son confiables pues son el producto de
mediciones en 6 a 8 preparaciones independientes de membranas de la linea silvestre
y de la mutante Atsbhl-1, hay que tomar en cuenta que ningun inhibidor es totalmente
especifico, ya que estos compuestos pueden activar o inhibir de manera cruzada a
otras enzimas de otras organelas. Esto se vio reflejado en que la suma de las
inhibiciones parciales ocasionalmente no dié un 100% (particularmente en el caso de
las mediciones en fracciones microsomales). Por esta razon es importante tener mas de
una forma de estimar la pureza de las fracciones membranales en procedimiento de
aislamiento de membranas, por lo que fue importante el tener el parametro morfolégico,
ademas del de enzimas marcadoras. En conjunto, ambos criterios indicaron que los
niveles de purificacion alcanzados en las preparaciones de VMP de las plantas

silvestres y de la mutante Atbh1-1 fueron muy altos.

De las preparaciones obtenidas (6 para el genotipo silvestre y 8 para el mutante)
se obtuvieron purezas variables (desde un 54% hasta un 73% para la Col-0 y de 49% a
un 82% de pureza para la linea Atsbhl-1) de acuerdo a las enzimas marcadoras, aun
cuando se empled la misma metodologia. Lo anterior pudo deberse a factores diversos,
desde la cantidad de hojas de las que se partio y su calidad, hasta la resuspension del

boton de las VMP, quedando algunas preparaciones mas homogéneas de VMP que
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otras. Es por ello que se realizaron los agrupamientos de preparaciones segun la
pureza para comparar preparaciones control y mutante adecuadamente. Asi, surgieron
tres tipos de agrupamiento en los que cada uno incluyé a preparaciones de las dos
lineas con grados de pureza semejantes, utilizando la sensibilidad a vanadato como
criterio de enriquecimiento en VMP. Los grados maximos de pureza en ambas lineas

fueron muy altos y estuvieron entre el 73% y el 82%.

5. Comparacion de la actividad de la ATPasad e H" de vesi culas de membrana
plasmatica en la linea contro | (Col-0) y la linea mu tante (Atsbh1-1) de acuerdo al

grado de pureza de la preparacion.

De las comparaciones entre las preparaciones agrupadas segun su grado de
purificacion (en términos de porcentaje de actividad sensible a vanadato o insensible a
azida y molibdato), qued6 de manifiesto que mientras las preparaciones de las plantas
silvestre y mutante podian tener porcentajes de purificacién semejante, la actividad de
la ATPasa de H" en valores absolutos resultaba ser mas baja en las preparaciones de
VMP de las plantas Atsbhl-1 que en las de la silvestre. Esta diferencia fue mas
evidente en preparaciones 0 agrupaciones con mayor pureza, alcanzandose una
maxima inhibicion del 75% o de 81% en la actividad de hidrdlisis de ATP sensible a

vanadato o insensible a azida y molibdato, respectivamente.

Estos datos fueron de suma importancia, ya que sugieren que la ATPasa de H*
necesita de esfingolipidos trihidroxilados para tener una actividad basal y desempefiar
sus funciones normalmente dentro de la célula. Sin embargo, no puede descartarse que
un aumento en los esfingolipidos complejos o en las bases libres o fosforiladas o en las
bases dihidroxiladas en la membrana sean las responsables total o parcialmente de
inducir esta notable disminucion de actividad de la enzima en la membrana, ya que se
sabe que en esta mutante simple, los niveles de las especies mencionadas de
esfingolipidos aumentan (Chen et al., 2008). Estos datos también indican que los
cambios en los esfingolipidos totales tienen impacto en la membrana plasmatica y que

si estos cambios no pueden visualizarse a nivel de ultraestructura, si pueden verse a
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nivel molecular. EI numero de preparaciones independientes y el numero de
determinaciones de hidrdlisis de ATP efectuadas dan una gran confiabilidad a los datos

obtenidos, lo cual se manifiesta en los valores estadisticos presentados.

6. Analisis electroforético de las proteinas de la mutante Atsbh1l-1 en SDS-PAGE

tenidos con Azul de Coomassie y Nitrato de plata.

Con objeto de explorar si habia diferencias entre los patrones de proteinas
membranales de las plantas de la mutante Atsbhl-1 y la control, se llevé a cabo la
separacion electroforética de las proteinas de las preparaciones de VMP
correspondientes. Aparentemente, el analisis electroforético de ambas lineas no
presento variabilidad por lo menos en aquellas proteinas que se encontraban en mayor
proporcion segun se mostro en los geles con Azul de Coomassie en las preparaciones
de homogenado, microsomas y VMP. Sin embargo, en la tincién con plata, que es una
técnica mas sensible, y que se realiz6 sélo en VMP, aunque se observo un patron
similar entre aquellas proteinas que se encontraban en mayor proporcion, se
encontraron cuatro bandas de proteinas ausentes o en menor cantidad en el control
gue en la linea mutante y 5 proteinas en la linea control que estaban en mayor cantidad
que en la mutante. Estas diferencias podrian ser mejor documentadas en una
separacion en doble dimension (por su peso molecular y por su pl) y un posterior
analisis por espectrometria de masas o de secuenciacion de aminoacidos para lograr la
identificacién de las proteinas variables. Lo que es muy importante ciertamente, es la
observacion de que las proteinas membranales presentan una abundancia diferencial
en la mutante y en el control, sugiriendo que el ambiente de esfingolipidos tiene una
influencia en la presencia de proteinas de la membrana plasmatica. Otros trabajos han
mostrado diferencias en los patrones de proteinas de la membrana plasmatica en
respuesta a estrés por frio por ejemplo (Minami et al., 2009) o por la exposicién a
patogenos (Mongrand et al., 2004), pero no se ha reportado ningun trabajo con

respecto a la hidroxilacién de esfingolipidos hasta ahora en plantas.
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7. Deteccion de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica por medio de Réplica

en Western.

Ya que los resultados habian indicado que la actividad de la ATPasa de H”
estaba disminuida hasta en un 75% en las VMP mas puras de la linea mutante con
respecto a la control, era importante determinar si esta disminucion en la actividad se
debia a una menor cantidad de enzima en estas membranas plasmaticas. La cantidad
de proteina encontrada fue la misma en ambas lineas, indicando que se seguia
sintetizando e incorporando la misma cantidad de enzima a la membrana
independientemente de la ausencia de las hidroxilaciones en las BCL que integran a los
esfingolipidos, a diferencia de lo que sucede con la misma enzima de vacuola en la
levadura en donde los esfingolipidos son necesarios para la estabilizacion y correcta
insercion de la proteina en la membrana plasmatica (Chung et al., 2003). Es ahora muy
interesante determinar la razén de esta baja de actividad de la enzima, resultando
probable que en las membranas de la mutante, los cambios en el ambiente
esfingolipidico (menor cantidad de bases trihidroxiladas, mayor cantidad de bases
dihidroxiladas, libres o fosforiladas) impidan una adecuada conformacion de la proteina

en la membrana, lo cual redunde en una menor actividad (ver modelo en la Fig 32).
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Figura 32. Modelo de la actividad biologica de la ATPasa de H" en la membrana plasmaética en el control
ecotipo Col-0 (arriba) y la linea mutante Atsbhl-1 (abajo). Se representa la disminucion en la actividad de

la enzima por una modulacién directa o indirecta por esfingolipidos trihidroxilados o BCL libres o BCL

dihidroxiladas.
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Conclusién general

La disminucién de BCL trihidroxiladas en esfingolipidos complejos no afecta la
estructura esencial de las membranas plasmaticas probablemente porque el
desbalance de esfingolipidos tridroxilados es compensado por cambios en otros
tipos de esfingolipidos o glicerolipidos. Sin embargo, el patron de proteinas
membranales si se modifica, y afecta a por lo menos 4 proteinas de diferentes
pesos moleculares.

El efecto sobre la mutacién en el gene de la hidroxilasa Atsbh1-1 en vesiculas de
membrana plasmética también influye de manera directa en la actividad de la
ATPasa de H' presentando una disminucion del 75% lo cual sugiere que ésta
podria encontrarse modulada directamente por BCL trihidroxiladas o por BCL
dihidroxiladas libres y fosforiladas que podrian ser las responsables de crear un

ambiente propicio para que la enzima sea activa.

Conclusiones particulares

Se observaron diferencias fenotipicas adicionales a las reportadas en la mutante
Atsbh1-1 que incluyeron color, forma de las hojas y facilidad a la pérdida de
turgencia

La recuperacion en todos los pasos previos y de VMP fue menor en la mutante
gue en la Col-0.

La pureza de las fracciones tanto en la mutante como en la Col-0 fue muy alta de
acuerdo al analisis de ultra estructura y las enzimas marcadoras.

El patron de las proteinas de la membrana plasmatica en geles desnaturalizantes
mostro que hay proteinas que cambian (aproximadamente 9 proteinas) en la
mutante con respecto a la silvestre Col-O0.

La actividad de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica de la linea mutante
resulté ser 75% menor que en la linea silvestre.

La cantidad de de la ATPasa de H* de la membrana plasmatica en la mutante y

en la silvestre fue la misma.
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PERSPECTIVAS

1.- Conocer los contenidos de d-BCL y t-BCL totales y de BCL libres en la

membrana plasmatica

2.- Determinar la causa de la baja actividad de la ATPasa H* en la membrana

plasmatica de Atsbh1-1.

3.- Conocer si las membranas plasmaticas de la linea Atsbhl.1 tienen cambios en

la fluidez

4.- Conocer si otras proteinas de las VMP de la linea Atsbh1-1 muestran cambios
en su actividad.

5.- Obtener y caracterizar DRM (membranas resistentes a la solubilizacion por
detergente) en la linea Atsbhl-1 para observar el efecto sobre su estructura. Asi

como determinar su perfil de lipidos.

6.- Conocer el numero y la identidad de las proteinas presentes en preparaciones
de VMP y/o DRMs purificados tanto de plantas de la linea Atsbhl-1 y como la
silvestre, mediante técnicas de geles de segunda dimension (2D-DIGE)
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