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“Estudio de la funcion de los polpéptidos reversiblenente glicosilados
en plantas de interés agro-econémico”.

Resumen

Las plantas explotan una variedad de miscaos para regular la produccion y el acceso

a los azucares en respuesta al desarrollo, al ambiente, y al estado metabdlico. La sintesis
de polisacéridos a partir de fotosintatognoda sacarosa, es un proceso muy regulado

en el que estan involucradas invertasas y glicosiltransferasas. La estructura y destino de
los polisacaridos es bien conocida, pero el mecanismo de biosintesis particularmente la
sintesisde novoy las enzimas que transfieren los azucares siguen siendo un enigma a
resolver. En este trabajo de tesis nos foaeimos en unas proteinas muy particulares

gue fueron descubiertas intentando identificamponentes de la pared celular. Estas
proteinas se denominan RGP, por “reversibly glycosylated polypeptide”, y tienen
capacidad de autoglicosilarse, a padiér UDP-Glc, UDP-Gal, UDP-Xyl y UDP-Ara

dando como producto la proteina glicosilada y regenerando el nucleétido azlcar. Las
RGPs estan presentes en plantas superiores tanto en monocotiledoneas como en
dicotiledoneas, pero estdn ausentes en otras especies, lo que indicaria que su funcién
esta muy conservada en las plantas, ausguabe poco de su rol fisiologico (Moreno

& Tandecarz 1982; Moreno et al. 1986; Delgado et al. 1998; Bocca et al. 1999). Un
andlisis filogenético (Wald et al. 2003) muestra que hay dos clases, clase 1, la mayoria
de las RGps pertenece a esta clase, que es muy activa, y la clase 2, a la cual no se le
asocio actividad, pero si capacidad deradwiar con la clase 1. Se encontré0 una
multiplicidad de isoformas en todas lasexsps donde esta presente, aspecto asociado
con su capacidad de formar homo y hetenaidos. Anteriormente se demostré que la
expresion de la RGP se produce en los tejitogle hay activa sintesis de pared celular,
durante este trabajo mostramos que la eijressta modulada por el desarrollo, la
induccion hormonal y el estrés, clarifici el rol fisiologico de la RGP en la
remodelacion/reconstruccide novode la pared celular vegetal, en donde uno de los
caminos metabolicos claves en dicho procdsola célula vegetal es la sintesis de

polisacéridos.

Palabras clave: glicosiltranferasa, Golgi, hormonas vegetaleSyyza sativa,
polisacéaridos, reversibly glycosylated polypetidmlanum tuberosunDP-azlcares.



“Functional study of Reversibly Glycog/lated Polypeptides in plants of
agro-economic interest”

Abstract

Plants exploit diversity of mechanisms to regulate the production and the access to
sugars in response to developmental ctles,environment and to the metabolic sate.
Polysaccharide synthesis upon photosynthasesucrose is a highly regulated process,

in which invertases and glycosyltransferases are implicated. Although the structure and
destination of polysaccharides is well established, mechanisdes mdvosynthesis as

well as the identification of glycosyltransferases are yet an enigma to be resolved. This
work is focused on a group of proteins called reversibly glycosylated polypeptide, RGP
which have the unique capability to perform self-glycosylation upon incubation with
UDP-Glc, UDP-Gal, UDP-Xyl and UDP-Ara given as product the glycosylated protein
and the regeneration of the nucleotide diphospRGPs are present in higher plants; in
monocotyledons as well as in dicotyledons, indicating that their functions is highly
conserved, although little is known abouwtittphysiological role (Moreno & Tandecarz
1982; Moreno et al. 1986; Delgado et al. 1998; Bocca et al. 1999). A phylogenetic
analysis of RGP (Wald et al. 2003) showed that there are two classes, class 1, the
majority of RGP belongs to this class, which is highly active, and class 2, which is
inactive but it has the capability to interact with the class 1 forming heteromultimers. It
was found a multiplicity of forms of RGP in apecies; this fact is associated with its
ability to form homo and heterodimers. Previously, it was found that the expression of
the RGP is particularly relevant in tissues where an active synthesis of cell wall take
place. Here we demonstrate that thepression of the RGP is modulated by
development, elongating involved hormones, germination as well by stress, clarifying
the physiological role of the RGP in the remodeligghovosynthesis of the plant cell

wall, where the synthesis of polysaccharide is a key metabolic pathway.

Key words: glicosyltranferase, GolgiQryza sativa,plant hormones, polysaccharide
reversibly glycosylated polypeptid8planum tuberosuniDP-sugars.
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dietilaminoetil
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cromatografia liquida de rapida resolucién
acidiN-2-hdroximetilpiperazina-N’-2-etanosulfonico
kilobase

kiloDalton

acido ribonucleico mensajero

acido 2-(N-morfolino)-etanosulfénico
electroforesis en gel de poliacrilamida

reaccion en cadena de la polimerasa
fosfatoinorganico

parametilsulfonilfluoruro
Arabidopsis thalianaeversibly glycosylated polypeptide
Oryza sativareversibly glycosylated polypeptide
Pisum sativurmeversibly glycosylated polypeptide
Solanum tuberosumeversibly glycosylated polypeptide
dodecil sulfato de sodio

buffer Tris salino

acido tricloroacético

acido trifluorometanosulfénico

tris (hidroximetil)-aminometano

uridina 5’-difosfato

uridingb’-difosfo-galactosa
uridinas’-difosfo-glucosa
uridina5’-difosfo-xilosa

UDP-glucosa: proteina transglucosilasa
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Introduccion

1.-Las Plantas

Las plantas son organismos eucariotas sésisgmces de generar su propio alimento a
partir de elementos inorganicos tales como el agua y la luz, mediante un proceso
llamado fotosintesis, en el cual el carbono del aire es transformado en alimento
utilizando la energia solar y el agua. Se estima la fotosintesis oxigénica surgié hace
unos 2 billones de afos, a partir de un olgani procariota unicelular capaz de utilizar
agua como dador de electrones, mediante la elevacién de su potencial de reduccion
utilizando fotones provenientes del sol. Esta capacidad seria luego transmitida por
endosimbiosis a una célula eucariota primitiva capaz de utilizar el oxigeno (Figura 1).
Esta trasferencia origind la primera célulactp-vegetal” ancestral, y esta a su vez dio
lugar al primer metazoario capaz de realizar fotosintesis oxigénica. Aparecian asi las

primeras plantas sobre la Tierra.

12 Endosimbiosis

.
M.thr.un%i.!
.4

Celula animal

} Cignobacteria

5 %@ Cloroplasto
@

Caluln vegetnl

Figura 1- Hipotesis propuesta para explicar la aparicion de las mitocondrias y docloroplastos de

las células eucariotasOcurri6 mediante dos procesos independientes de endosimbiosis de las células
procariotas en las células protoeucariotas. Las séhitacariotas que se convirtieron en cloroplastos se
cree que fueron similares a las cianobacterias actuales. De webs.uvigo.es/.../5-células/1-

endosimbiosis.php

Las células vegetales se caracterizan por la presencia de una abundante cantidad
de organelas verdes llamadas cloroplagfigura 2). Los cloroplastos, son organulos
rodeados por dos membranas, capaces de colectar la energia electromagnética derivada
de la luz solar y de convertirla en energia quimica mediante el proceso de la fotosintesis,

utilizando después dicha energia psirdetizar azlcares a partir del £&mosférico.
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Otra caracteristica tipica de las células vegetales es la presencia de una gran vacuola
central denominada “tonoplasto”, que constituye un depoésito de agua y de diversas
sustancias quimicas, tanto de desecho aeralmacenamiento. La presion ejercida por

el agua de la vacuola se denomina presion de turgencia contribuye a mantener la rigidez
de la célula, debido a esta presion el citoplagmlanicleo de la célula vegetal adulta se
observan adosados a las paredes celularegéiddida del agua resulta en el fenomeno
denominado plasmalisis, por el cual la membrana plasméatica se separa de la pared y
condensa en citoplasma en el centro fisico de la célula. Otra caracteristica saliente es la
pared celular, que confiere forma a lautal cubriéndola a modo de exoesqueleto, y
proporcionandole textura a cada tejido, sieeldcomponente que le otorga proteccion y

sostén a la planta.

Tilacoides

Cloroplasto

Membrana
aaama

Membrana
Intermna

Figura 2- Esquema de una célula vegetallostrando los cloroplastos y la gran vacuola central. Fuente:

http://www.genomasur.com/lecturas/Guia01.htm

Las plantas al igual que los animales, estan compuestos por células, pero las
plantas a diferencia de los animales, seatar@an por su crecimiento ilimitado, que se
produce por el agregado secuencial de médulos, estos modulos se originan en pequefios
bolsillos de células en division llamados meristemas (Figura 3). Las células
meristematicas estdn densamente empadasty se localizan en los puntos de
crecimiento de tallos, raiceoyros organos, persistiendo a lo largo de toda la vida de la
planta y permitiendo una continua division celular. Los meristemas estdn compuestos
por células no diferenciadas que se dbvi activamente, también llamadas células
totipotentes por su habilidad de dar lugatodos los tejidos vegetales. Las células
meristematicas son pequefias, poliédricas,on@gnos equidimensionales. En ellas, el
citoplasma ocupa la mayor parte de volumen celular ya que las vacuolas son muy

pequefas. Las células meristeméticas noi@men cloroplastos ni ningun otro plastido
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diferenciado, la pared celular de las células meristematicas es delgada yegraced

secundaria.

Meristerno
apical caulinar

S/
.

ey
s

!

/ Hoja

:|Entrenud0
Entrenudo

Yema
axilar

Nudo

Base de
entrenudo

Nudo
|

Entrenudo

s G

Peciolo

Tallo

Figura 3-. Estructura modular de las plantas superiores.Cada médulo consiste en un tallo, una hoja 'y
una yema que contiene un centro potencial de crecimiento (el meristema). La yema se forma en cada
punto de ramificacién, donde salen las hojas. La actividad continua del meristema apicgr da

crecimiento ilimitado originando cada modulo secuencialmente.

El crecimiento de las plantas depende fundamentalmente de la division,
diferenciacion y elongacion de las células meristeméticas. Y estos procesos dependen
del entorno donde esté la planta, y de su habilidad de producir, transportar o consumir
los azucares producidos por fotosintesis. Estos azlcares son importantes tanto como
fuente de energia como también para informacién, sostén y estructura. Dado que las
plantas son sésiles, la generacion del alimento y el crecimiento, dependen de su
habilidad para adaptarse e interactuar con el medio ambiente. Esto implic que la
plantas generaran una gran variedad de mecanismos para regular la produccion y el
acceso a los azucares en respuesta a diversos factores: cambios en el ambiente, sefiales
de desarrollo, estado metabdlico. Este shmsie condiciones internas y externas les
permite tomar decisiones. Entonces, la suipencia de una planta implica que pueda
adaptarse a las condiciones cambiantes del entorno para que sus células puedan seguir
dividiéndose y generando alimento, que seagkna hasta que la planta se reproduce, y

forma frutos y semillas, completando asi el ciclo de vida (Figura 4).
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Reproduccién

Figura 4- Esquema del ciclo de vida de una plantaka planta germina, crece, se desarrolla, se

reproduce y vuelve a dar frutos.

Aunque la clasificacion de las planteario mucho con el surgimiento de la
biologia molecular y la capacidad de estudiar polimorfismos en el ADN, los taxones
mAas importantes se conservaron. La antigua division entre Angiospermas Yy
Gimnospermas sigue vigente aunque algwtsayos muestran que las angiospermas
tendrian un ancestro gimnospermati¢g®aven, Evert, Eichhorn, 1992). Las
gimnospermas son plantas lefiosas, casi seeamoreas, y se caracterizan por tener la
semilla desnuda, mientras que las angiospsrnienen la semilla encerrada en el
ovario, pueden ser lefilosas abi@&eas y se caracterizan por tener flores. Si bien la
presencia de flores es un rasgo salietée las angiospermas, esta caracteristica
probablemente evolucion6 a partir de una gimnosperma ahora extinguida, con pifias
polinizadas por insectos, que combinaban partes reproductivas masculinas y femeninas.
Casi todas las gimnospermas vivientes tienen polinizacion por el viento, aunque algunos
grupos fésiles y supervivientes aportan indicios de polinizacidbn por insectos. Las
angiospermas constituyen la forma de vida vegetal dominante, debido a que la aparicion
de la flor perfeccioné el proceso de reprado. El desarrollo del carpelo que encierra
el ovulo es una adaptacion para proteger a éste y a la semilla en desarrollo de la
predacion (aunque los insectos favorecen la polinizacion, también devoran los 6vulos),
de las influencias nocivas del medio, como la desecacion, y tamaigrerimitido
reducir el tamafio del 6vulo.

Las angiospermas son la fuente de la mayor parte de los alimentos del ser
humano y de los animales, asi como de muchas materias primas y productos naturales.
Pertenecen a este grupo casi todas las plantas arbustivas y herbaceas, la mayor parte de

los arboles, salvo pinos y otras coniferasjbign suculentas, epifitas y acuaticas. Las
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plantas de flor han ocupado casi todos los nichos ecoldgicos y dominan la mayor parte
de los paisajes naturales. Aproximadamente las dos terceras partes de tapesies e

son propias de los trépicos, pero las actidies humanas las estan exterminando a gran
velocidad. Solo un millar de especies tienen importancia econdémica digna de
consideracion, y el grueso de la alimentacion mundial procede de solo quince especies.
Se presentan dos grandes grupos prin@padd¢eplantas con flores: Monocotiledoneas y
Dicotiledoneas.

La diferencia fundamental entre mono y dicotiledéneas, que le da el nombre a
cada grupo, es la cantidad de cotiledoneseptes en la semilla. Los cotiledones son las
hojas primordiales constitutivas de la semilllas reservas nutritivas del embrion. Las
semillas de las plantas monocotiledéneasigaplun Unico cotileddn (trigo, maiz); las
de las dicotiledoneas implican dos (porotstado). Presentan ademas otras diferencias
estructurales, las dicotiledéneas pueden poseer un tallo herbaceo, arbustivo, trepador o
lefioso, con haces conductores dispuestos en un circulo en seccion transversal del tallo.
Los haces conductores son abiertos perndtieun crecimiento secundario en grosor.

Las monocotiledéneas tienen tallos herbacesin crecimiento secundario tipico,
dispuestos, en varios circulos en secciandversal del tallo. Los haces vasculares del
tallo son cerrados generalmente disperso® enmds anillos. Tienen otras diferencias
anatémicas, la raiz de las dicotiledoneas son pivotantes, las hojas son pecioladas, con
innervacion reticulada y a menudo compuestas piezas florals dispuestas en
multiplos de 4 0 5 y formadas por caliz y corola. Mientras que las monocotiledoneas
tienen hojas tipicamente lanceoladas, #s)pcon lamina acintada de innervacion
paralela y piezas florales en multiplos de 3 con caliz y corola indistinguibles.

Las monocotiledéneas y dicotiledonepesentan también otras diferencias
sobre todo en la composicion de azucaretadeared celular y la deposicién de pared
celular secundaria. Por ejemplo, lasmimelulosas de las dicotiledéneas y las
monocotiledoneas graminiceas (cereales) distintas. Las dicotiledéneas tienen
grandes cantidades de pectinas y xiloglucanos, los cereales contienen poca cantidad de
estos polisacaridos, pero grandes cantidades de glucuronoarabinoxilanos, asi como
también un polimero particulg-(1-3)(1-4)-D-glucanos (también conocido como

glucano de unién mixta) (Carpita & Gibeaut 1993; Carpita 1996).
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2.-Pared celular

2.1-Generalidades de la pared celular

Las plantas se rodean de una cubiertaspodiridica, llamada pared celular. La pared
celular vegetal es un érgano complejo que o da soporte y estructura a los tejidos
vegetales, sino que también tiene la capadigacbndicionar el desarrollo de las células
interviniemdo en procesos tales conwecimiento y diferenciacion celular,
comunicacion intercelular, movimiento de agua y defensa (Cosgrove 2005). La pared
celular se encuentra entre la laminilla media, y la membrana plasméatica como se puede
ver en la Figura 5. Cada una de estas cgpasnvuelven a la célula vegetal tiene una

composicion caracteristica y se forma en un momento dado del desarrollo.

La pared celular puede sprimaria 0 secundaria. La pared primaria es una
matriz extracelular flexible que es depositagiientras la célula esta creciendo, esta
compuesta mayoritariamente por celulosa, hemicelulosas, pectinas y algunas proteinas
estructurales. La pared primaria puede ser tipo |, compuesta mayoritariamente por
celulosa, xiloglucanos y pectinas, o tipo Il, compuesta por celulosa, arabinoxilanos y
glucanos, y es tipica de las gramineaspdrd celular secundaria es depositada cuando
la célula deja de crecer, s6lo cuando se necesita gran resistencia mecanica y refuerzo
estructural. La pared secundaria estd gégmente compuesta de celulosa y lignina,
(polimero del fenilpropano), y de otras mol@suque varian segun la célula (cutina,
suberina, sales minerales, etc.). La pared secundaria se organiza en capas, en las cuales
las microfibrillas se disponen de forma ordenada en varios planos. En cada capa las
microfibrillas son paralelas, cambiando laeatacién de las mismas de una capa a la

siguiente.

La laminilla media es una capa delgada que conecta dos células adyacentes y
esta compuesta fundamentalmente por pecticeadaminilla media y la pared celular
forman el apoplasto en el tejido en crecimiento. El simplasto es una fase continua de
citoplasma dada por los plasmodesmos,squeprolongaciones que conectan célula con
célula, y se forman cuando se forma la gacelular primaria, durante la citocinesis
(Figura 5).
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Figura 5- Esquema de la pared celular y la laminilla mediaLa pared se deposita sobre la laminilla

media, que separa la membrana plasmatica de la pared celular.

2.2.-Formacién y Crecimiento de la Pared Celular

La pared primaria se crea en las c&waando esta terminando su division.

Durante la interfase se genera lande preprofasica, que es un anillo de
microtubulos corticales, y va a indicarle a la célula por donde tiene que dividirse. Esta
estructura desaparece cuando la célula avanza en el proceso de division. Durante la
telofase, se genera el fragmoplasto, que es un sistema de fibrillas en forma de barril que
estan formados por los microtubulos polateshuso mitético, y sirve de guia para las
vesiculas de secrecion provenientes dedrap de Golgi, que traen pectinas y
hemicelulosas, y van formando la placa celular, la cual crece desde el interior de la
célula en division, hasta ponerse en contacto con las paredes laterales (Raven, Evert,
Eichhorn 1992). Estas vesiculas secresoriambién contribuyen a construir las
membranas y las laminillas medias de las células en divisién a cada lado de la placa.
Los plasmodesmos se forman en ese momento como segmentos del reticulo

endoplasmico tubular capturados durdatiision de las vesiculas.

Siguiendo a la formacion de la placa celular cada protoplasto deposita una pared
primaria y una laminilla media. Ademas cazkdula hija deposita una nueva capa de
pared alrededor de todo el protoplasto yalguysared proveniente de la célula madre se
estira durante el crecimiento de las células hijas, debilitandose. La pared primaria esta

adaptada al crecimiento celular, las microllifss se deslizan entre ellas produciéndose
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una separacion longitudinal mientras el ppddsto hace presiéon sobre ellas. Una vez
formada, la pared celular crece por deposicién de capas sucesivas de celulosa. En cada
capa, la orientacion de las microfibrillas delulosa esta guiada por el citoesqueleto,

mas exactamente por los microtubulos corticales, los cuales alinean al complejo
responsable de la sintesis de celulosa, qlee @dulosa sintetasa. La elongacion celular
ocurre en el eje perpendicular al de las microfibrillas de la capa de pared que se esta
depositando, de ahi que la sintesis de ladpgr@ orientacion déas microfibrillas de
celulosa este en directa relacion con el tamafio celular (Doblin et al. 2002; Cosgrove
2005).

La pared se mantiene en constante guoacion con el interior celular, esta
interaccion entre la pared y el protoplasto es dinamica y transmite sefiales hacia el
interior de la célula, dando cuenta dedasdiciones del ambiente extra-citoplasmatico.

En el otro sentido, de adentro hacia afuergyatoplasto regula el estado de la pared en

cada momento, dependiendo del desarrollégjido y las condiciones ambientales.

Laminilla Media

Hemicelulosas

Pared
Celular
! ;
’¢§ Membrana
(5., Plasmatica
Pectinas

Microfibrillas de
celulosa

Figura 6- Estructura y composicion de la pared celularUsualmente mide entre 100 y 200 nm de
espesor y es producto de la acumulacién de 3 6 4 capas sucesivas de microfibrillas de celulosa. Las

microfibrillas de celulosa se encuentran atadas por hemicelulosas. Las pet¢imasade la porosidad

y la carga de la parefhttp://www.ceres.net/AboutUs/Images/ PlantCellWall/Tab-Complete.jpg)

2.3.-Composicion de la Pared Celular

Como se menciondé en la seccion anterior, la pared celular posee una estructura
compleja, y esta involucrada en procesosilasts tales como desarrollo, defensa, y
resistencia mecanica. Diferentes tipos ce@datentro de una misma planta pueden ser
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distinguidos por la quimica y organizacion sle pared. Las paredes difieren entre si
dependiendo del estado de desarrollo asi ctamdién por estadio de desarrollo y la
exposicion a diferentes condiciones amtaéss (Cosgrove 1989; Carpita et al. 2001).
La pared estd compuesta mayormente pasgaaridos, que pueden ser clasificados en
celulosa, hemicelulosa y pectinas, aunque el aporte de cada uno de estos polisacaridos
puede variar con los diferentes tipodutaes, y con los grupos taxondmicos. La
sintesis de estos polimetros tiene lugar en diferentes compartimientos subcelulares. La
celulosa y la callosa son sintetizadas en la membrana plasmatica, mientras que las

pectinas y hemicelulosas son sintetizadaapamato de Golgi (Carpita & Gibeaut 1993).

Pared Celular
Fibrilla

Celulosa

W 4 "% iz " Microfibrilla
o

LR

CHOH  MAOH - Cwon  HA O | Guiom MonumerodeGlucosa
OH  CHyOM " CHyOM MO g

. w
Oﬁn"noﬂ ""mocou "moc
H
H o [ ] g0 (]

CHyOH H  OH  CHyOM H  OH  CHOM H  OH

Figura 7- Arreglos en fibrilla, microfibrilla y celulosa en la pared celular. La celulosa es un polimero

no ramificado des-(1-4)-Glucosa que consiste en arreglos paralelos de 36 cadeps-dglucanos,

unido inter-catenariamente por puentes de hidrogeno. Muchas cadenas paralelas se agrupan para formar
una microfibrilla cristalina muy resistente a la traccibn mecénica y a la degradacion enzimatica. Las
microfibrillas son depositadas en una orientacion controlada, generalmente perpendicular al eje de

elongacion celular.

La celulosa.

La celulosa esta omnipresente en el reino vegetal, ya que constituye el polisacarido
mayoritario en las paredes celulares, aaere ser considerado el biopolimero méas
abundante de la Tierra (Lerouxel et al. 2006, Saxena & Brown Jr. 1999). La celulosa
esta en el nucleo de la pared celular, donde sirve de estructura para los otros
componentes, se sintetiza a partir del UDP-Glc generado en la fotosintesis. Es un

polimero no ramificado di-(1-4)-Glucosa. Consiste earreglos paralelos de 36
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cadenas de3-(1-4)-glucanos, unidos inter-catenariamente por puentes de hidrégeno
como se ve en la Figura 7. Muchas cadenas paralelas se agrupan para formar una
microfibrilla cristalina muy resistente a la traccion mecanica y a la degradacion
enzimética (Somerville 2006). Las microfltas son depositadas en una orientacion
controlada, perpendicular al eje de elongacion celular en la pared primaria y en varias
capas sucesivas y perpendiculares entre si cuando la célula deja de crecer. La celulosa
sirve como estructura para que se unan otros compuestos polisacaridicos a la pared,
tales como las hemicelulosas y las pectinas La celulosa es sintetizada en el citoplasma
por un gran complejo enzimético, la celulosa sintetasa (CESA), la biomaquina mas

prolifica de la naturaleza.

A
Xyl
(J,l 1—6
..... Gle |—B-4 Gle |£4 Gle ]B4 Gle ._ﬁ.q Gle
ull—-b ﬂll—ﬁ
Xyl Xyl
B Il—-z
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Fer Lignina o GAX
los
Araf GleA
“l"“‘ u]._;
3
--- Xyl [_34 Xyl |£-i Xyl 134 Xyl l—l-" Xyl )
Ace Ace
Cc
B B B B
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Figura 8- Estructura de los Xiloglucanos (A), Glucuronoarabinoxilanos (B), y Galactomananos (C).

Ace, acetato; Araf, arabinofuranosa; Fer, ferulato; Rumsa; Gal, galactosa; Glc, glucosa; Xyl, xilosa;

GIcA, glucuronato; Man, manosa. Sandhu et al. 2009)
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Hemicelulosas

Las hemicelulosas son moléculas complejas que se unen a la celulosa formando una
matriz fuertemente entrecruzada por uniones covalentes. Las hemicelulosas estan
altamente ramificadas y modificadas esto hace que no puedan formar microfibrillas
entre si. Pueden ser divididas en cuatro clases muy distintas: aunque tienen en comudn
ser B-glucanos con uniones ecuatorialesxiloglucanos, glucomananos,

glucoarabinoxilanos (Figura 8)pyglucanos o glucanos dmién mixta (Figura 9).

Xiloglucanos y xilanos

Xiloglucanos: consisten en esqueletos [#€1-4)-Glc sustituidos con xilosa. Los
residuos de Xilosa pueden estar sustituidos cadenas laterales cortas conteniendo
Ara, Gal, y Xil. (Figura 8A)

Xilanos: son polimeros dp-(1-4)-Xil, pueden estar acetilados en el C2 o el C3, o
unidos ena-(1-2) a 40-metil-GIcUA y/o GIcUA. En peedes primarias de hierbas y
plantas relacionadas, los xilanos son el polisacarido no celulésico mayoritario, y estan
sustituidos con cadenas laterales ode-arabinofuranésidos unidos en (1-3) 6 (1-2)
(Porchia et al. 2002; Aspinall 1998; McNeiladt 1984). Este tipo de xilano es conocido
como arabinoxilano (Figura 8B) y se cree que esta involucrado en el entrecruzamiento
por uniones covalentes de las microfibrillas de celulosa, asi como también en la

expansion celular y fortalecimiento de la pared (Gibeaut & Carpita 1991; Carpita 1996).

Arabinanos, Galactanos y Arabinogalactanos

Son polimeros compuestos principalmente de azlcares neutros. Estos polisacaridos
pueden ser arabinanos puros, constituidos por cadenaq1dB)-L-arabinosa en las
cuales algunos de los residuos tienen ademas cadenas lateralesadebinosa unidos

al O-2, al O-3 y a veces a ambos O-2 B.d-as paredes primarias tienen también
galactanos puros, que sdrasicamente polimeros dg-(1-4)-galactosa. Algunos
galactanos tienen también unioifle€l-6)-galactosa ademas ke (1-4). Con respecto a

los arabinogalactanos de las paredes primarias hay dos tipos. El tipo | estd compuesto
por cadenas d@-(1-4)-galactosa con unidades de arabinosa en el O-3 de la mayor parte
de los residuos de galactosa. El tipo Il esta constituido por cadenas cqtéb -8y

(1-6)- galactosa conectadas entre si porgsude ramificacion con uniones (1-3, 1-6).

11



Introduccion

La mayoria de las posiciones O-3 y O-6 de los residuos galactosa que no intervienen en

las ramificaciones estén sustituidas por residuos arabinosa.

Galactomananos, Glucomananos y Galactoglucomananos

Estos polisacaridos no celulésicos tamkaétian interconectando las microfibrillas de
celulosa pero son muy poco abundantes y a diferencia de los mencionados
anteriormente, soOlo se encuentran en algunas paredes primarias (Figura 8C). Se
acumulan en gran cantidad en tejido en diferenciacion y especialmente en las paredes
del endosperma de las semillas y de dosiledones. Los galactoglucomananos son
mezclas de residugs-(1-4)-D-manosa y3-(1-4)-D-glucosa en proporciones 1:1 con
cantidades variables de residuos terminak&sgalactosa unidos en la posicion O-6 de

los residuos manosa. En los galactomanaglossqueleto esta exclusivamente formado

por residuo$-(1-4)-D-manosa con unidades @d-galactosa unidas en posicion O-6.

B-Glucanos o glucanos de unidon mixta

Son esqueletos glucosidicos sin sustituir, que presentan uniones friktds y -(1-

3), presentes Unicamente en gramineas y esréBlgura 9). Su estructura fuera de lo
comun, justamente por las uniones mixtas,establecida usando una endoglucanasa de
Bacillus subtilis que corta unionep-(1-4)-d-glucésidos solo si estan precedidos por
uniones p-(1-3), esto deja un trisacarido, celodil-(1-3)-d-Glc, y un tetrasacarido,
celotriosil-(1-3)-d-Glc (Anderson & Stone 1975). Entonces, son polimeros sin ramificar
de glucosa que consisten en unidades de celotriosil y celotetraosil en una proporcion de
2:3 conectados por una sola uniff{1-3) (Wood et al. 1991, 1994). El resto del
polimero esta formado por varias series de celodextrinas conectadas por una sola union
B-(1-3) (Staudte et al. 1985; Wood et al. 1994). La proporciéon de los oligobmeros de
celodextrina es 2 veces mayor que otro oligbmero mayoritario presente en la serie
(Wood et al. 1991, 1994). Aunque no se encuentra en ninguna otra angiosperma,
glucanos similares se encontraron en un ligQetraria islandica(Wood et al. 1994),

pero en este liquen la celotriosa era el polisacaridos mayoritario (Buckeridge et al.
1999). Entonces la sintesis ocurre en el Golgi, a partir de UDP-Glc y depende de la

presencia de iones divalentes tales comdMnMg ** (Gibeaut & Carpita 1993).

12
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Figura 9- Glucanos de unién mixta-polisacaridos sin ramificar unidos gf(1—=3)- y B-(1—=4)-D-
glucopiranosa en unidades no repetitivas y tampoco dispuestas al azar

Pectinas

Las pectinas son componentes de las paredkilares primarias, conformando una de

las familias de polisacaridos mas complejos de la naturaleza (Figura 10). La pectina es
abundante en paredes celulares que rodesmrcélulas en crecimiento y/o division,
células en partes blandas de la planta y en la laminilla media y también esta presente en
la zona de union de las células con paredirsdaria y en las células fibrosas de la
madera (Mohnen 2008).

Los componentes mayoritarios de la pectina son: los homogalacturonanos (HG),

ramnogalacturonanos clase | (RG 1) y clase Il y los xilogalactouronatos.

Homogalacturonanos (HG): cadenas lingade acido galacturonico que pueden estar

parcialmente metil-esterificadas en el carboxilo del C-6, o O-acetiladas en el O-2 0 el
0O-3. Cuando el galactouronano esta modificado por la adicion de ramificacienes d
xilosa, se llama xilogalactouronano (XGAYGA esta mayoritariamente presente en
tejidos reproductivos, pero también se encontré en tallos y hojAsabalopsisy en
situaciones de ataque de patégenos (Zandleven et al. 2007; Jensen et al. 2008).
Apiogalacturonano, es un HG sustituido en el O-2 o O-3 con apiofuranosa, presente en

monocotiledéneas acuéaticas.

Los grupos carboxilos de los homogalashanos y los xilogalacturonanos estan
frecuentemente esterificados, esa modificacion bloquea el grupo acido y reduce su

capacidad de gelificacion.

Ramnogalacturanos I: consiste en residuesreddos de acido galacturénico y ramnosa.

Pueden poseer cadenas laterales extensas y muy variadas.

13
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(0 = - Aceric acid A = -Fucose @ =Kdo
() =p-Apiose O =b-Gatactose @ = -Rhamnose
@ - Asbinose (D) =L-Galactose 2 =0 -Xylose

= Galacturonic acid

() = Borate © = Acetyl groups
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Figura 10- Estructura esqueméatica de la pectina-Se muestran los 4 polisacéridos pécticos:
homogalacturonanos (HG), xildgaturonanos (XGA), ramnogalacbnanos | y I(RG-l y RG-II
respectivamente) unidos unos con otros. El esquemetesal no es estricto en cuanto a proporciones de

cada uno. Para mas detalle ver Mohnen 2008. Los simbolos usados estan acorde a: Symbol and Text
Nomenclature for Representation of Glycan Structure from the Consortium for Functional Glycomics

(http://www.functionalglycomics.org/glycomics/molecule/jsp/carbohydrate/carbMeléome.jsp).

Ramnogalacturonanos Il: contiene 11 residuos azlcares diferentes y forma dimeros a

través de ésteres de borato. Arabinanesapinogalactanos, que son neutros, también
estan ligados a las pectinas, que son acidas, esto conferiria flexibilidad extra a la pared,

ya que les permitiria unirse a la celulosa.

3.-Funciones de los principads polisacaridos estructurales

Los polisacaridos estructurales tienen unacii@n regulatoria ademas de su funcién
estructural. En este sentido se cree queataraleza dindmica de la asociacion de los
xiloglucanos con la celulosa es uno de los principales factores que controlan la
expansion de la pared celular en lasotiedéneas regulando de este modo el

crecimiento celular.

Por otro lado, las pectinas interaccionanaepared celular ddiversas maneras.
Principalmente, las cadenas helicoidales de los homogalacturonanos pueden

condensarse por entrecruzamiento cofi @aginando zonas de unidintando varias

14
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cadenas y formando un gel. Ademas, lasipastpueden estar unidas covalentemente a
otros polimeros a través de uniones éster. El tamafio de las zonas de union y la
frecuencia de las sustituciones pueden constituir un control fino de la porosidad, la
carga de la matriz, la modulacién del pH y el balance i6nico de la pared.

Otra funcién importante de los xilogluuas y de algunos polisacéaridos pécticos
como el homogalacturonano es la formacién de oligosacarinas. Las oligosacarinas son
carbohidratos complejos que pueden funci@malas plantas como sefiales moleculares
gue regulan el crecimiento, el desarrollo y la adaptacion al medio ambiente (Coté &
Hahn 1994). Una fraccion de los xiloglucamespared celular es degradada durante el
crecimiento promovido por auxinas originando oligosacaridos, algunos de los cuales
funcionan como oligosacarinas participando en la regulacién del crecimiento inducido
por auxinas. Asimismo, la depolimerizéei parcial del homogalacturonano genera
oligogalacturénidos que también pueden considerarse oligosacarinas ya que exhiben
diversos efectos regulatorios en las planfdgunos de estos efectos son la generacion
de respuestas de defensa, la regulacién del crecimiento y el desarrollo y la induccién de

respuestas rapidas en la superficie celular.

4 .-Lugar de sintesis de los polisaridos de pared celular: aparato de

Golgi y membrana plasmatica

La celulosa es sintetizada en la superficie de la membrana plasmatica de las células

vegetales.

La sintesis de celulosa es catalizada por un complejo multienziméatico que forma una
estructura con forma de rosetas sobre la membrana plasmatica. Este complejo
multienziméatico estd compuesto mayoritariamente por la celulosa sintetasa, una
elegante nano-maquina (Figura 11 y 12). Lalosa sintetasa estd compuesta por seis
subunidades, formando un hexadmero, este hexamero se asocia con cinco hexameros mas
y forma la roseta. Las rosetas se asocian entre si mostrando la estructura caracteristica
de la celulosa sintetasa. Se cree que oaskta, contiene seis hexameros formados a su

vez por seis monomeros de CESA, dando un total de 36 proteinas por roseta, como se
muestra en las figura 11 (Lerouxel et al. 2006, Saxena & Brown Jr. 2005), cada roseta

de aproximadamente 25-30 nanometros (Brown 1996, Kimura et al. 1999).
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Figura 11-Celulosa Sintetasa(A) Vista de la sintesis de celuldsavitro y de los complejos terminales

en forma de roseta. Arriba a la izquierda, imagen original, las demas son rotaciones que der@straron
simetria hexamérica del complejo multimérico. De Kudlicka & Brown (1997). (B) Mast|aematico

de la estructura del complejo celulosa sintetasa (roseta) en plantas superiores. De Dimgnegld H
(2006).

La celulosa sintetasa esta en la membrana plasmética, con una cara hacia el citoplasma,
donde recluta el UDP-GIc, y otra cara laata pared celular (Figura 12). El dominio
citoplasmatico contiene la secuencia conservada DXD, y el sitio activo donde estan los
residuos D,D,D....QXXRW que son caracteristicos de faglicosiltransferasas
procesivas. Otra caracteristica comun deptaseinas CESA son un par de motivos de
“dedos de zinc” en el amino terminal (Kurek et al. 2002; Doblin et al. 2002), mediante
los cuales se cree que forman estructuras muy ordenadataitto comoin planta

(Kurek et al. 2002; Taylor et al. 2004). E®gs, se cree gue las secuencias “dedos de
zinc” actian como dominios de multimerizacion involucrados en el ensamble de los
mondmeros en los hexameros, este ensagdtéeia regulado por el estado redox de la
célula (Kurek et al. 2004).
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Los microtubulos corticales son los encargados de la insercion de los complejos de
celulosa sintetasa en dominios especificos de la membrana plasméatica (Crowell et al.
2009; Gutiérrez et al. 2009) y guiar su trayectoria en la membrana a medida que la

celulosa es sintetizada (Paredez et al. 2006, 2009)
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Figura 12- Sintesis de celulosa y ensamblado del complejo en la membraf#g. composicion de las

rosetas, cada arreglo en roseta estaria formada por 6 rosetas, que a su vez estaria formada por 6 proteinas
CESA. (B) Cada una de estas proteinas se asocia a la membrana plasmatica mediante 8 pasos
transmembrana, con una cara hacia el citosol y otra hacia la pared. Se que el glucano naciente sale hacia
la pared por medio de un canal, donde se une a los demdas para formar una microfibrilla. (C) Los
polisacéridos de la matriz son sintetizados en el Golgi antes de ser trasladadosqde mesiculas a la

superficie (Lerouxel et al. 2006).

A diferencia de la celulosa, los polisacégdno celulésicos son sintetizados en el
reticulo endoplasmatico y en el aparato de Golgi, empaquetados en vesiculas secretorias
y exportados a la superficie de la paredileg] lugar donde son integrados con las

microfibrillas de celulosa (Driouich et al. 1993) (Figura 6).

Con el fin de conocer la compartimertaliion de la sintesis del xiloglucano
dentro de las vesiculas de Golgi, se hacho estudios inmunohistoquimicos en células
de Acer pseudoplatanuson anticuerpos especificos contra el esqueleto de xiloglucano
y contra la fucosa terminal de la cadenark. Los resultados maaton que la sintesis

del esqueleto de xiloglucano ocurre exclasmente en las cisternas del trans Golgi.
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Figura 13. Modelos propuestos para la via biosintética del xiloglucano y del

PM

homogalacturonano/poligalacturonano | en el aparato de Golgi para cultivos de células en
suspension  de Acer pseudoplatanus (Driouich et al. 1993). A xiloglucano. B
homogalacturonano/poligalacturonano I. PM: membrana plasmatica, SV: vesicula secrefdria, TG

trans Golgi network.

Por otro lado, la marca con los anticuerpos contra la fucosa terminal es consistente con
la hipétesis de que la fucosilacion de las caddaterales se inicia en las cisternas del
trans Golgi y en la TGN. También hay estudios de fraccionamiento en los cuales se
concluye que la fucosilacion de las cadenas laterales se iniciaria en las cisternas del
trans Golgi y se completaria en las velsisisecretorias (Figura 13A). Todavia no se
sabe en que regidon del Golgi son agregddssesiduos de galactosa de las cadenas

laterales del xiloglucano.

A diferencia de lo que ocurre con ellaglucano, la via de sintesis de los
polisacéridos pécticos homogalacturonano y ramnogalacturonano | parece involucrar
todo tipo de cisternas de Golgi, al menos en los estudios hechos con célaétzs de
pseudoplatanusen cultivo. Basados en estudios de inmunomarcacién con cuatro
anticuerpos especificos contra los arzésa se dedujo que los esqueletos del

homogalacturonano y del ramradgcturonano | son ensamblados en las vesiculas del
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Golgi cis y medio, la metil-esterificaciéte los grupos carboxilo de los residuos de
acido galacturonico en el homogalacturonano ocurre en las cisternas del Golgi medio y
las cadenas laterales con arabinosa deihogalacturonano | son agregadas en las

cisternas del trans Golgi (Figura 13B).

5.-Actividades enzimaticas invalcradas en la biosintesis de

polisacaridos estructurales

La celulosa sintetasa localizada en membrana plasmatica utiliza como sustrato solo
UDP-GIc, en cambio para las mdultiples reanes catalizadas pdas sintetasas del
aparato de Golgi diferentes nucledtido-azicares son tomados como sustrato (Carpita
1996).

El aparato de Golgi aislado puede sintetizar tanto (@-H2jglucanos lineales
como xiloglucanos (Ray 1980). La sintesisxdeglucanos estd aumentada en presencia
de concentraciones milimolares de UDP-Glc y UDP-Xil (UDP-Xil) y corf MnMg**
como cofactores. La degradacion de los pramfude reaccion que se obtienen muestran
la presencia de unidades heptasacaridicas Xlg tipicas del xiloglucano (Figura
13A). Las actividades de glucosil y xilosilhsferasas aparecen fuertemente asociadas,
mientras que el agregado de los azUcares adicionales a los residuos xilosa ocurre
independientemente. También se han descripto sintesis de itavit® aunque los
productos radioactivos obtenidos en ningln caso fueron totalmente caracterizados y las

actividades recuperadas son muy pequefias.

Los glucomananos se pueden sintetinaritro a partir de GDP-glucosa (GDP-
Glc) y GDP-manosa (GDP-Man) ya sea con preparaciones de membranas insolubles o
solubilizadas. Las preparaciones de membranas de semillas en desarrollo catalizan la
sintesis de galactomananos. En este casosgélato para la formacién del esqueleto de
(1-4)B-D-manosa es el GDP-Man, mientras que la incorporacion de los residuos
laterales de galactosa a partir del UDR-G2DP-Gal) depende de la transferencia
simultanea de las unidades de manosa. Tans®édescribid la incorporacién de acido
galacturénico a partir de UDP-Gal en productos que se cree corresponden a
homogalacturonanos, gran pade los cuales estan esterificados con grupos metilo.
Esta metilacibn ocurre en el aparato de Golgi antes de que el polisacarido sea

transportado a la pared celular.
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Las actividades biosintéticas mencionadas en los parrafos anteriores son algunos
ejemplos de las numerosas actividades enzimaticas descriptas en relacién con la sintesis
de polisacaridos estructurales. Sin embargo, muy pocos de estos complejos o
polipéptidos con actividad sintetasa se denseguido purificar hasta el momento
(Dhugga et al. 2004, Cocuron et al. 2006, Jensen et al. 2008)

6.-Sintesis, localizacion y transportele los precursores de la biosintesis

de polisacaridos estructurales

Las glicosiltransferasas que catalizan lashitesis de los polisacéridos estructurales
utilizan nucledésido difosfo azicares como sustratos. Las sustancias pécticas, la celulosa
y las hemicelulosas se sintetizan a partir de UDP-azucares mientras que el GDP-Man y
el GDP-GIc son los precursores deilatesis de los galactoglucomananos.

Hay tres vias principales por las cuales se pueden formar los UDP-azlcares en las

células vegetales:

1. La D-glucosa, por accién de la hexoquinasa (EC 2.7.1.1) es convertida a D-glucosa
6-fosfato y este azucar puede ser usado para la biosintesis de UDP-GIc por accion de
las enzimas fosfoglucomutasa (EC 2.7.5.1) y UDP-D-glucosa pirofosforilasa (EC
2.7.7.9) o para la biosintesis de UDFa€ldo glucuronico (UDP-GIcA) a través de
la via de oxidacion del mioinositol.

2. La sacarosa puede formar UDP-Glc por accion de la enzima sacarosa sintetasa (EC
2.4.1.13)

3. Por interconversion a partir de compuestos existentes (Figura 14)

Se ha propuesto que parte del control de la sintesis de los polisacaridos de pared
celular podria ocurrir a nivel de la formacion de los nucleétido-azucares precursores.
Esta idea estd apoyada por el estudidadeactividades de las principales enzimas
involucradas en la interconversion de nucleésido difosfo azucares (UDP-Gal 4-
epimerasa, UDP-l-arabinosa 4-epimerasa, UDP-Glc deshidrogenasa y UDP-GICA
decarboxilasa) en distintos estadios del mleba de la pared celular. Durante este
proceso, en el cual hay un cambio en la proporcionsifeesis de pectinas,
hemicelulosas y celulosa, se observo que las actividades especifilzas etezimas
involucradas en la interconversion de nucledsido difosfo azucares variaban de acuerdo

al tipo de polisacarido sintetizado (Dalessandro & Northcote 1977).
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UDP-D-glucosa (1) UDP-D-galactosa
<>
\L NAD”
(4] NADH
UDP-D-Ac. glucuroénico (2] UDP-D-Ac. galacturénico
<>
CO,
ol (
UDP-D-xilosa (3) UDP-L-arabinosa
<>

Figura 14. Principales reacciones de interconversion de UDP-azucares en plant@®s.UDP-D-
galactosa 4 epimerasa (EC 5.1.3.@),UDP-D-glucuronato 4-epimerasa (EC 5.1.36),UDP-D-
xilosa 4-epimerasa (EC 5.1.3.99 UDP-D-glucosa deshidrogenasa (EC 1.1.1.2),UDP-D-
glucuronato decarboxilasa (EC 4.1.1.35) (Bocca 1998).

Por otro lado, distintas evidencias sugieren que la sintesis de los nucledsido
difosfo azucares ocurre en el lumen de lateanas de Golgi y que su transporte hacia el
interior del aparato de Golgi es necesario para que estén accesibles a las
glicosiltransferasas. Una vez en el lumen de Golgi, el azucar es transferido a aceptores
enddgenos que son principalmeptdisacaridos en sus distintos estadios de sintesis. De
este modo, las glicosiltransferasas y las enzimas que sintetizan los precursores no son
los Unicos elementos involucrados en la biosintesis de los polisacéridos, sino que los
transportadores de nucleotido azucares enisinos tendrian una funcion esencial en
esta sintesis.

El estudio de los transportadores migcle6tido azucares conocidos hasta el
momento establece que el transporte hacia el lumen del Golgi ocumeesa tie un
sistema “antiporte” con el correspondienteledsido monofosfato. El hecho de que la
molécula “antiporte” sea el nucledsido méwssato y no el nucledsido difosfato se
explica por la presencia en el lumen de Gdignucledsido difosfatasas (Abeijon et al.
1997). Con respecto al estudio de transporeside nucledtido azlcares en plantas, se
detectd una actividad de transporte de UEIP-en vesiculas derivadas del aparato de
Golgi de Pisum sativumque, como los transportadores descriptos en mamiferos y
levaduras, funciona como un “antiportador” (Mufioz et al. 1996). En estas mismas

vesiculas se ha descripto una nucleésido difosfatasa cuyo sitio activo esta del lado
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luminal de las cisternas de Golgi (Orellana et al. 1997). Estos resultados fueron
utilizados para proponer un modelo que explica el metabolismo del UDP-GIc en las
vesiculas de Golgi d®isum sativum(Neckelman & Orellana 1998). Este modelo
propone que el UDP-Glc es transportado al lumen de las cisternas de Golgi en donde
inmediatamente la glucosa es transferida anbs en distintos estados de crecimiento

con liberacion de UDP. A continuacion, @DP es inmediatamente hidrolizado por la
uridina difosfatasa (UDPasa) de Gojgioduciendo UMP y Pi. Un pequefio pool de
estos metabolitos se observa en las cisternas de Golgi, sin embargo estos no se
acumulan en el aparato de Golgi sino que salen del mismo. La salida del UMP es
estimulada por la entrada del UDP-GIc, sugiriendo un mecanismo de intercambio entre

ambos, mientras que el Pi sale por un mecanismo independiente.

7 .-ldentificacion de genes de las emas involucradas en la biosintesis

de polisacaridos estructurales

El primer gen que se logro identificar que codificaba para una enzima involucrada en la
sintesis de polisacéridos estructurales de plantas fue el de la celulosa sintetasa. En 1996,
Pear et al. encontraron en genotecas de cADN de algodon dos secuencias
potencialmente homélogas a la subunidad ¢&t@lde la celulosa sintetasa bacteriana.
Estos genes, llamaddSelA tienen varias inserciones que no se encuentran en los
bacterianos. Su expresion es muy alta en dstadios de desarrollo de la fibra de
algododn en los cuales la sintesisvivo de celulosa esta aumentada més de 100 veces
Ademas, no hay otro tipo geglucano que se sintetice en las fibras de algodén con el
mismo patrén de expresion en ese estaodesarrollo. Cuando la regién central,
correspondiente al dominio citoplasmético se subclond, expreso y purified atdi,

fue capaz de unir UDP-Glc de modo dependiente d& .\&j bien estos resultados
sugerian que los gen&3elA podrian corresponder a la subunidad catalitica de la
celulosa sintetasa, aun faltaba una prueba de su funociwo. Por otro lado, el analisis

de secuencias de estos geneg&ebidopsisy arroz mostré que podria haber hasta 17
miembros de esta familia génica Arabidopsispor lo cual era poco probable que la
pérdida de uno de ellos llevara a un fenotipo visible. Sin embargo, Arioli et al. (1998)
encontraron que una mutacion en uno de los miembros de la familia génica produce una
reduccion muy marcada en la capacidad detesis de la celulosa cristalina. También

mostraron que la complementacion del margn un gen salvaje restaura el fenotipo
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normal, aportando asi la primera evidencia genética firme de que los CelAede

plantas funcionan en la sintesis de celulosa.

8.-Modelos propuestos para la stesis de polisacaridos de pared

celular

Los modelos mas aceptados de sintesis deapdridos de pared celular parten de la
suposicion de que estos polisacaridos s® forman por la polimerizacion de
monosacaridos, sino por la polimerizacion derimediarios disacaridicos (Saxena et al.
1995, Albersheim et al. 1997).

Las estructuras tridimensionales de los seis polisacaridos que estan presentes en
todas las paredes primarias de las plantas super({Figuras 7, 8, 9, y 10) muestran que
estan constituidos por unidades repetidas de disacaridos. Esta caracteristica se observa
también en los glicosaminoglicanos constituyentes de la matriz extracelular de las
células animales, pero no es una observadifida para todos los polisacaridos ya que
otros, como el almidon, los lipopolisacios y los polisacaridos capsulares, no estan
constituidos por unidades disacaridicas.

Los esqueletos de la celulosa y del xiloglucano consisten en cadenas lineales de
residuos de3-D-glucosa y el esqueleto del arabinoxilano consiste en una cadena lineal
de residuos deB-D-xilosa. En estos polisacaridos, cuando se produce la unién
glicosidicap-(1-4) entre dos residuos, tanto el O-1 como el O-4 estan en configuracién
ecuatorial, de modo que los residuos unidos quedan rotadosii@despecto del otro.

En el caso del ramnogalacturonano Il y del homogalacturonaresdagletos consisten

en cadenas lineales de residuosid®-acido galacturonico. Cuando se produce la unién
glicosidicaa-(1-4), el O-1 y el O-4 estan ambos en configuracion axial, quedando cada
residuo rotado respecto a su vecino°180mo en los casos anteriores. Estos tipos de
uniones resultan, por lo tanto, en polisacaridos constituidos por esqueletos de naturaleza
disacaridica.

Si bien no se puede descartar la acainultanea de dos glicosiltransferasas
con idénticos sitios activos y localizadas a®1@&0a de la otra o, dos glicosiltransferasas
con igual localizacion pero distintos sitiogiaas, Albersheim et al. (1997) propusieron
un modelo alternativo mas simple que péirfai explicar la sintesis de unidades

disacaridicas repetidas sin necesidad deidtale la enzima o del polisacarido (Figura
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15). En este modelo, la transferasa tendria dos sitios activos en donde el azlcar que
entrara en el segundo sitio estaria rotadd 80 respecto al azlcar del primer sitio.

Una vez que en cada sitio entrase un difosfo-nucleétido-azudcar, los residuos glicosilo
serian transferidos a los oxidrilos apropiadodre la glicosiltransferasa. EI modelo
propone que los dos azlcares asi activad@asnseonectados para formar un dimero y
luego serian unidos al polisacarido creciente. El polisacérido tendria después que
traslocarse para que dos nuevos difosfo-nucleétido-azlicares pudieran entrar, activarse e
iniciar otro ciclo de elongacion.

En favor de este modelo pueden tomarse las evidencias presentadas por Saxena
et al. (1995) de la existencia de dosositiactivos en las glicosiltransferasas que
sintetizan los polisacaridos de pared celular y también el trabajo de Pear et al. (1996) en
el cual se muestra que los ger@slA de algodén y arroz, que codifican para la
subunidad catalitica de la celulosa sintetgsagrian mas de un dominio para la union
de difosfo-nucleotido-azucares.

Entradalactivacion

i 4
Sy B SRR ‘.,.--4"""““?:1‘-'_‘;:_::3;
e f

Activacién completa

=
k3 1
= _z:-.?*“w.._ﬂz‘
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Formacién del dimero v

| SR —

Adicién del dimero

Figura 15. Modelo de Albersheim et al. (1997) para la sintesde polisacaridos de pareauyos
esqueletos estan constituidos por unidades repetidas disacaridicas.

Un dltimo modelo posible deberia considerar la sintesis a partir de dadores

disacaridicos activados por un nucleodsido-difosfato o un dolicol-fosfato. Sin embargo,
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no hay descripciones en la literatura de expentos que hayan intentado la sintesis de
algun tipo de polisacarido de pared celular con esta clase de dadores.

Los modelos discutidos tratan de intetareprincipalmente la sintesis de los
esqueletos que constituyen los polisacari®s embargo, para aquellos polisacéridos
gue durante su polimerizacion reciben sustituyentes que van siendo unidos
covalentemente al esqueleto formando cadkrtesles, hay que considerar ademas la
participacion en la sintesis de mas depalipéptido catalitico. Asi, es muy posible que
las dificultades que se encuentran al intentar reconstituir los sistemas biosintéticos a
partir de proteinas aisladas se deban a la necesidad de la accién secuencial de diferentes
polipéptidos.

La similitud estructural entre I¢s(1-4)-glucanos de la celulosa y los esqueletos
de losp polisacaridos de las hemicelulosas llevo a predecir que podrian ser sintetizados
por enzimas o complejos enzimaticos similares a la celulosa sintetasa (Cellulose
synthase like, CSL). Estos genes codificarian para sintetasas localizadas en el Golgi que
serian las encargadas de la biosintesis ack&ilosas (Hazen et al. 2002; Richmond et
al. 2001). Aunque, como se dijo anteriormente, las dicotiledéneas y monocotiledoneas
graminaceas tienen hemicelulosas distintas, y esto implicaria una plétora distinta de
sintetasas en dicotiledoneas vs. monoabdieas, se cree que en ambos casos serian
CSL enzimas.

Entonces, la sintesis de heteropolisacamuade ser dividida en 4 pasos: Inicio
del esqueleto carbonado (cadena principal), elongacion, adicion de la cadena/s laterales
y, terminacion y deposicidén extracelular (Porchia et al. 2002). La biosintesis de esos
distintos pasos depende de la accion de las glicosiltransferasas, enzimas claves para la

vida.

9.-Glicosiltranferasas

Las glicosiltranferasas son enzimas quelieata la transferencia de un residuo azucar

de un dador activado, a una molécula aceptora. La molécula dadora usualmente es un
nucledtido difosfo-azucar, pero también puede ser un azucar fosfato o un disacarido. La
molécula aceptora, en la mayoria de los casos, es una cadena polisacaridica naciente,
pero también puede ser una variedad de compuestos como carriers lipidicos, esteroides,
bilirrubina, flavononas, carotenoides, mimias, etc., que estan covalentemente

modificadas por glicosilacion.
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Hay dos grandes grupos de glicosiltrarefas: enzimas procesivas, que transfieren
multiples residuos azucar al aceptor, comodklosa sintetasa o la quitina sintetasa; y
las no-procesivas, como las que estan involucradas en la sintesis de la unidad repetitiva
del succinoglicano, ese tipo de enzimas transfiere un solo residuo azucar al aceptor. La
especificidad de las enzimas por los sussraimdores y aceptores es lo que condiciona
la union glicosidica.

Si bien las glicosiltranfasas de las plantas stes mas abundantes en la
naturaleza, ya que toda su forma de vida depende del metabolismo desaaeaabe
poco sobre la sintesis de polisacaridossydazimas que los producen. Se observa un
rapido progreso en este campo en la mitaldslafios 90 luego del descubrimiento de la
celulosa sintetasa y del clonado de los prs genes de otras glicosiltransferasas
involucradas en la iniciacion de la biosBitede polisacaridos (Arioli et al. 1998;
Delmer 1999; Perrin et al. 1999; Doblin et al. 2002). El desarrollo de los
biocombustibles le ha dado energia y recursosvados a la investigacion de sintesis
de polisacaridos y nuevos resultados se han obtenido en este campo en los ultimos afos
con el descubrimiento y descripcion de 1aS2E Su mecanismo de accion ha abierto las
puertas a la identificacion de proteinas relacionadas con la sintesis de celulosa, aunque
aun queda mucho camino por recorrer, ya que el conocimiento en el campo de la
biosintesis de polisacaridos es abundanteefamencia a las enzimas involucradas en la
elongacién y ramificacion de las cadenas para poder modificarlos luego de su extraccion
de la planta. Sin embargo, se conoce pogo sobre el mecanismo y regulacion de la
sintesigde novode los mismos. De ésta manera la manipulacion de la cantidad y calidad
de los polisacéridos al nivel de las plantea sido obstaculizada por la carencia de
informacion sobre las glicosiltransferasas que catalizan su iniciacion

Las glicosiltransferasas g#antas son particularmentmportantes porque ellas
convierten el producto de la fotosintesis en disacaridos, oligosacaridos y polisacéaridos.
En general, las uridina difosfato (UDP) glidvansferasas median la transferencia del
residuo de azlcar a partir de un nucledadacar activado a una molécula aceptora y
una superfamilia de mas de 100 putativos genes se ha identificafiald@dopsis
thaliana (Ross et al. 2001). Por otro lado, se conoce actualmente la funcién depocas de
ellas porque en general presentan una exrespecificidad de sustrato, diferentes
isoformas y estan asociadas a estructurasatabrana. El sustrato UDP-GIc se usa en
varios caminos metabdlicos tales como en la sintesis de celulosa, xiloglucano,

hemicelulosa en plantas superiores, callosa y el almidon (Odegard et al. 1996).
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Las proteinas CSL serian las subunidades cataliticas de complejos enziméticas
que sintetizarian los esqueletos de las hemicelulosas (Richmond & Somerville 2000,
2001). Estas proteinas contienen una secueac&cteristica de laglicosiltranferasas
procesivas el motivo “D,D,D,QXXRW” (Saxa & Brown 1995) y serian proteinas
integrales de membrana, aunque datos recientes sugieren que un mecanismo de
regulacion de la biosintesis podria @armediante un pool de ensamblado y
desensamblado ciclico entre la membrana plasmatica y compartimentos subcelulares,
con un mecanismo similar al de la quitisintetasa, el cual responderia a los
requerimientos de la célula (Paredez et al. 2006; Robert et al. 2005; Dunkley et al.
2006).

En conclusién, a pesar de la diferenerala composicion de la pared celular
entre dicotiledoneas y cereales, que reflejaria distintos patrones de enzimas y genes, los
genes de la superfamilia CLS son actualteelos candidatos mas promisorios para
codificar las glicosiltransferasas que hacen los esqueletos de las hemicelulosas de pared
(Hazen el al. 2002; Richmond & Somerville 2001), aunque esta diferencia se ve
reflejada en los grados de conservacion y de divergencia entre los Glt8bitbopsis
vs. CLS de Arroz (Hazen et al. 2002).

10.-Sistemas modelo de estudio-Ritas de interés agroecondmico.

La estructura de crecimiento de las plantaddulos, difieren si se trata de una planta
monocotiledéneas, como el arro@ryza sativy, o dicotiledonea, como la papa

(Solanum tuberosuynque son nuestros sistemas de estudio.

El arroz, es una planta que proporcionaguamo comestible rico en hidratos de
carbono. También contiene proteinas, y, estado natural, vitaminas y minerales.
Aporta 360 kcal. cada 100 gramos de grano de arroz, 79% de hidratos de carbono, 7%

de proteinas y 1% de grasas.

El cultivo del arroz comenzé simultdneamente en varios paises hace mas de 6
milenios. Dos especies de arroz se domesticaron, el arroz as@tjaa (sativy, del
cual proceden la mayoria de las variedades de arroz en el mundo; y el afdioa® (

glaberrimg. Es una planta que puede llegar a medir 1,8 metros de altura.
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Inflorescencia
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Figura 16- Esquema de los modulos que desarrollan el arroz y la papa, monocotiledénea y
dicotiledénea respectivamente, durante el ciclo de vid&l panel izquierdo muestra la planta de arroz,
las espigas, frutos y raices. El panel derecho muagptanta de papa, con estolones tubérculos, flores y

frutos.

Tiene un tallo en forma de cafia hueca por dentro, exceptuando la parte de los nudos.
Las hojas son lanceoladas terminadas erapyrcon nervacion paralela. Las espigas
estan formadas por una panicula caediza el@@dencuentran las semillas o granos de
arroz.

En cambio, la papa es una planta herbacea, tuberosa, perenne a través de sus
tubérculos, caducifolia de tallo erecto. ltegas son compuestas, de forma lanceolada y
se disponen en forma espiralada en los tallos, que pueden tornarse relativamente lefiosos
en su parte basal. Los tubérculos de apatallos subterrdneos engrosados como una
adaptacion para funcionar como érganoatfteacenamiento de nutrientes. El sistema
radical es fibroso, ramificado y exteddi mas bien superficialmente. Las plantas
originadas a partir de tubérculos por provenir de yemas y no de semillas, carecen de
radicula; sus raices, que son de caractgerditio, se originan a partir de yemas
subterraneas. Estas raices se ubican en la porcion de los tallos comprendida entre el
tubérculo semilla y la superficie del suelo. La inflorescencia nace en el extremo terminal
del tallo y el numero de flores en cags variable. Las semillas se producen en los
frutos obtenidos por polinizacion libre son una mezcla de auto-polinizaciones con
polinizaciones cruzadas, siendo las primeras las mas numerosas. El fruto de la planta de

papa es una baya pequefia, de forma redonda y su color puede variar de verde a
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amarillento, o de castafio rojizo a viole@ada baya puede contener entre 200 y 400
semillas. Las semillas son muy pequefas,naglas, de forma arrifionada, y pueden ser

blancas, amarillas o castafio amarillentas.

11.-Las glicosiltranferasas RGP (regrsibly glycosylated polypeptide)

Las glicosiltranferasas RGP gion descubiertas tratando de aislar los componentes del
camino biosintético de la pared celular. Egtateinas son especificas de plantas, y son
capaces de unir a si mismas reversiblemen residuo azucar proveniente del UDP-
azucar. La ausencia de mutantes suponduwn@on vital y conservada, aunque todavia

se sabe poco del rol fisiolégico (De Pino et al. 2007; Drakakaki et al. 2006; Bocca et al.
1999; Delgado et al. 1998; Moreno et al. 1986; Moreno & Tandecarz 1982).

El analisis filogenético de las proteinas RGP revelo una familia multigénica
(Wald et al. 2003) que puede dividirsedos clases llamadas Clase 1 y Clase 2 RGPs
(C1RGPs y C2RGPs, respectivamente, Langeveld et al. 2002). Las dos clases fueron
histéricamente implicadas en sintesis plred celular/almidén, sugiriendo que la
C1RGP podria funcionar en la biosintesis de xiloglucanos, mientras que la C2RGP
podria cumplir un rol en el inicio de la sintesis de almidén (Moreno et al. 1987; Singh et
al. 1995; Langeveld et al. 2002). Las C1RGPs se encontraron asociadas a pared celular,
especificamente a plasmodesmos (Pd; Epel et al. 1996; Sagi et al. 2005), y con el trans-
Golgi (Epel et al. 1996; Dhugga et al. 1997; Sagi et al. 2005; Drakakaki et al. 2006; De
Pino et al. 2007). EI mecanismo por el cual las RGP son llevadas al Pd involucra la
asociacion a las membranas del trans-Golgi, mediante un mecanismo de
oligomerizacion (De Pino et al. 2007), que involucraria la exposicion de parches
hidrofobicos y asociacion al Golgi como aomplejo. Mediante vesiculas de secrecion
seria llevada al Pd donde quedaria del lado citoplasmatico (Sagi et al. 2005, Selth et al.
2006). El rol de la asociacion de la C1RGP con el plasmodesmo, es aun desconocido,
pero parece ser una caracteristica comun a estas proteinas, ya que un homélogo cercano
de la RGP que fue identificado del alga ve@lara corallinaen células nodales, que
contienen plasmodesmos, y no en células irddedes (que carecen de ellos) durante un
analisis protedmico (Faulkner et al. 2005)

Estas proteinas también tienen una actividad mutasa de arabinosa asociada
(Konishi et al. 2007). Forman complejos hetero- y homomultiméricos (Langeveld et al.

2002; De Pino et al. 2007; Konishi et al. 2010) y son glicosiladas reversiblemente por
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UDP-Glc, UDP-Xil, UDP-Gal, y UDP-arabinosa (Dhugga et al. 1991, 1997; Delgado et
al. 1998; Langeveld et al. 2002; Testasecca et al. 2004; Konishi et al. 2007).

Las RGP comparten con otras enzimas iniciadoras la capacidad autocatalitica,
por ejemplo en levaduras y mamiferos la glicosiltransferasa autocatalitica, llamada
glicogenina, es requerida para iniciar la formacion.gé,4) glucanos (Alonso 1995),
en bacterias se ha reportado que la glucogenetasa participaria en la iniciacion de la
biosintesis del glucégeno (Ugalde et al. 2003). Los estudios bioquimicos inicialmente
realizados en el laboratorio sobre la R@® papa sugieren que la proteina podria
funcionar como intermediario proteico en la iniciacion de la sintesis de glucanos
(Moreno et al. 1982; Moreno et al. 1987). Langeveld et al (2002) amplian esta hipotesis
y mencionando que las C1RGP1 es la que funcionaria en la sintesis de hemicelulosas y
que otra isoforma relacionada “RGP-1 like” funcionaria en la sintesis del almidon.
Otros genes ortélogos han sido aislados en arvejas (Dhugga et al. 199&hidopsis
(Delgado et al. 1998) y nosotros los hemos aislado en papa (S. Bocca 1998 tesis

doctoral; y Bocca et al. 1999).

La RGP de maiz aislada de endosperma de semillas en desarrollo se encontro
asociada a un inhibidor de naturaleza poatejue fue identificado como la isoforma
SS1 de la sacarosa sintetasa (Rothschild et al 1996). Tradicionalmente se asumia que la
sacarosa sintetasa estaba relacionada éxatosnte con la sintesis de almidén. Sin
embargo, se ha descripto que la isoforma SS1 es requerida en maiz para mantener la
integridad de la pared celular en el endosperma, mientras que la isoenzima SS2 es la

necesaria para generar los precursded almidén (Chourey et al. 1998).

El analisis filogenético con 16 secuendigsproteinas relacionadas a 2 genes de
papa revelé que la proteina llamada UDP-Glc: proteina transglucosilasa (RGP) es otra
proteina de la subfamilia de las RGP dmtlieddneas (Wald et al. 2003), y pertenece a
la familia de glicosiltransferasas 75 en la base de datos CAZy (Carbohydrate-Active
enZYmes Database), tieB® miembros, 12n Archaea, 3 en Bacteria y los 44 restantes
en Eukarya. De estos miembros solo Gegaracterizados. También estdn agrupadas
enla EC 2.4.1.112, con las glicosiltransferasas que forman unicagsque un trabajo

de Singh et al. (1995) muestra que la glucosa esta unfla an residuo de arginina.
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12.-Antecedentes del tema de trabajo

Lavintman et al. (1974) describieron poinpera vez glicosiltransferasas capaces de
sintetizarB-1,4-glucanos unidos a proteinas en una fraccién particulada de tubérculos de
papa.Se sugirid que estas glicosiltransferasas estarian relacionadas con la déntesis
novo del almidén y se propuso un mecanismo en dos etapas (Tandecarz & Cardini
1979). La enzima que catalizabgplamer etapa, es decir que unia Glc a la proteina, se
denomind inicialmente UDP-Glc: proteirteansglucosilasa (UPTG, EC 2.4.1.112).
Luego, se encontrdé que la enzima UPTG se autoglucosilaba en presencid’de Mn
UDP-[C14]Glc dando un producto radioactivo de 38 kDa (Moreno et al. 1986, 1987,
Ardila et al. 1992), y se la denomino RGP, por Reversibly Glycosylated Polypeptide
(Dhugga et al. 1991). Se sugirié que el produt#tda reaccién catalizada por la RGP
serviria de aceptor para las enzimaargddoras (fosforilasa y almidon sintetasa)
presentes en la preparacion de tubérculosag@ en una segunda etapa (Moreno et al.
1987).

La RGP de tubérculo de papa purifiaade utilizO para generar anticuerpos
policlonales especificos contra el monémero de 40 kDa (Tandecarz et al. 1995; Bocca
et al. 1997). Dichos anticuerpos se han utilizado para la bausqueda de clones de RGP a
partir de dos bibliotecas de ADNc, una de hdiapapa y otra de estolones iniciando la
tuberizacion de papa. Los clones méas largos de cada uno de estos grupos fueron
secuenciados y se los denomind E11 y E2 (Bocca et al. 1999). Se encontré que dichos
ADNCc codificaban para polipéptidos de 365 y 366 aminoacidos, respectivamente, los
cuales presentaban un 89% de identidad. El clon E11, fue expres&laany las
caracteristicas de la enzima recombinante resultaron similares a las descriptas para la
enzima purificada a partir de tubérculo de papa (Tandecarz et al. 1995)gi%& su
entonces el nombre de RGP1 para la proteina recombinante codificada por dicho clon.

La secuenciacion de los clones permitié predetisilico algunos aspectos
estructurales y bioquimicos de las proteinas recombinantes. Se pudo determinar que las
proteinas recombinantes tendrian un purgelétrico de 6.19 para E11 y de 5.71 para
E2 y una masa molecular entre 41,6-41,8 kDa, que es levemente mayor a la de la
subunidad de la proteina de papa. Tambiéugeié que la RGP no tendria secuencias
sefiales para una localizacion subcelular y que seria una proteina hidrofilica (Bocca et
al. 1999).
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Luego de la purificacion a homogeneidad de la RGP, se encontré que ademas del UDP-
[C14]Glc, el UDP-[C14]Xil y el UDP-[C14]Gal en concentraciones micromolares eran
sustratos de la enzima y que el azlcar radioactivo unido a la proteina se liberaba en
presencia de concentraciones milimolares de UDP o de UDP-GlIc, UDP-Xil o UDP-Gal
(Bocca et al. 1999). Sin embargo, el UDPrylal UDP-GIcNAc, el UDP-GICUA y el
UDP-GalUA resultaron incapaces de liberar el aztcar radioactivo unido.

Si bien la RGP se reportd6 como una actividad asociada a membranas
(Lavintman et al. 1974) y se la purifico afrade una fraccion particulada (Bocca et al.
1997), dicha enzima se encuentra en grandes cantidades en la fraccién soluble (Bocca et
al. 1999). Esto coincide con la ausencia de motivos de insercibn a membranas en la
secuencia de la proteina c1RGPs, que son las mayoritariamente expresadas. Ademas, la
enzima nativa presentaria una estructura oligomérica ya que Ardila et al. (1992)
reportaron multiples picos con actividad RG&e eluian a baja fuerza idnica de una
cromatografia en columnas de intercambio anionico. Bocca et al. (1997) encontraron un
pico asimétrico ancho con actividad enzicg luego de la purificacion de la RGP
mediante cromatografia en columnas de tamiz molecular.

La busqueda en bases de datos mostrd similitud entre la RGP y otras secuencias
de origen vegetal que se pudieron clasifieardos categorias (Bocca et al. 1999). La
primera categoria, que present6 entre 86-93% de identidad, involucraba ADNc de las
RGPs dePisum sativuny deArabidopsis thaliangDhugga et al. 1991, 1997; Delgado
et al. 1998), el ADNc de la proteina se-wap4l de plasmodesnitsadmaygEpel et
al. 1996), y algunas secuencias homoélogasvigma unguiculata Oryza sativay
Triticum aestivumLa RGP mostro también similitudes a nivel de aminoacidos con
péptidos tripticos de la amilogenina dea mays(Singh et al. 1995). La segunda
categoria de secuencias compartia edtr€l7% de identidad con la RGP y estaba
constituida por algunos ADNc d®. sativa de T. aestivumy algunas ESTs dA.

thaliana ver figura 17.
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Figura 17-Diagrama mostrando la divergencia de las RGPs de plantas superiores.

Hoy en dia luego del gran avance en la secuenciacion y en la bioinformética, hay
muchas mas secuencias con gran porcentaje de identidad, pero las que fueron
caracterizadas de alguna u otra maneranestran en el cladograma de la figura 17.
Hoy se sabe que la UPTG &wlanum tuberosumas RGPs (Delgado et al. 1998;
Dhugga et al. 1997), la amilogenina de maindB et al. 1995) y la glicosiltransferasa |
de zanahoria (Quentmeier et al. 1987) entre otras, forman un grupo de proteinas
homdélogas, con un motivo estructural conservado, pfam 03214
(http://pfam.sanger.ac.uk/family?PF03214#tabview=tab6). Estas enzimas no son
similares Unicamente en sus secuen@a®m en sSus caracteristicas bioquimicas:
glicosilacién reversible con UDP-GIc y en algunos casos también con UDP-Xil y UDP-
Gal, peso molecular entre 38-41 kDa, activacién pof"Miinética veloz, presencia de
un doblete con movilidades electroforéticas muy parecidas, localizacion tanto soluble
como asociada a membranas.

El ADNc del clon E11 fue utilizado como sonda en ensayos de RFLP en una
poblacién de papa (Bocca et al. 1999).loeus pudo ser mapeado y se determind que
el marcador molecular mas cercano ligado era CP31, un marcador de RFLP que se

encuentra en el cromosoma V. Se propuso el nombre de RGP1 para este gen mapeado.
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Aunque sélo un locus pudo ser mapeado semgild la existencia de un gen de copia
Gnica o de bajo numero de copia, se sabe que hay un segundo gen para la misma
enzima, las C2RGP, que tienen bajo porcentaje de identidad en la secuencia y no
mostraron actividad de autoglicosilacion.

La RGP habia sido también reportada en plantulas de maiz (Moreno &
Tandecarz, 1982) y en otro érgano de reserva como es el endosperma de semillas
inmaduras de maiz (Rothschild & Tandecat994) y durante este trabajo de tesis
también se ha encontrado en semillas dezaib producto radioactivo de la reaccion
catalizada por la RGP de arroz sodetia SDS/PAGE y posterior fluorografia,
presenté una banda radioactiva de peseoutdr aparente de 40 kDa, al igual que la
enzima de tubérculo de papa (Rothschild & Tandecarz, 1994). Contrariamente a lo que
ocurre en condiciones similares en preparaes de maiz (Rothschild et al. 1996), en
las semillas sin germinar de arroz se obSserctividad RGP. Mas aun, la preparacion
solubilizada de endosperma de maiz era capaz de inhibir la actividad RGP de tubérculo
de papa. Se observd, que si se congelalpaelsaracion solubilizada de maiz a -20°C
por varios dias o se la preincubaba a 65 °C durante 5 minutos, se incrementaba unas 10
veces la actividad RGP (Rothschild y Tandec&a994). Se describi6 la presencia de un
inhibidor (IP) termolabil no competitivo en la preparacion (Rothschild et al. 1996). Ese
inhibidor se purific6 y secuencid. La secuencia reveld alta homologia con la sacarosa
sintetasa (SS) de diversas especies vegetaéeobservo que el péptido mas corto de IP
presentaba una identidad del 60% con la SS de maiz, cebada y arroz. Mas aun, el
péptido mas largo de IP mostr6é una identidad del 91% con SS de maiz y una identidad
del 81-82% con SS de arroz, cebada, papa y tomate.

Todavia no se ha demostrado inequivocamente la funcién para la RGP ni para
ninguna de las proteinas homoélogas, pero se sabe, como se menciond en la seccién
anterior que la RGP esta estrechamente ligmdéntesis de pared celular. La ausencia
de péptidos de transito a plastidos en la secuencia de la RGP hace dificil pensar que la
proteina estuviera involucrada en la sintesis de almidon dentro del amiloplasto (Bocca
et al. 1999). El hecho de que la PsRGP haya sido inmunolocalizada en las vesiculas del
trans Golgi y la especificidad de las RGPs por los nucleétidos azucares UDP-Glc, UDP-
Xil y UDP-Gal, sugieren una posible painpacion en la sintesis de polisacaridos
estructurales no celuldsicos que constituyepdeed primaria de las células vegetales
(Dhugga et al. 1997; Bocca et al. 1999; De Pino et al. 2007). Mas aun, Faik et al. (2000)

reportaron la primera evidencia directa qudica que los polipéptidos autoglicosilantes
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facilitarian la provisiébn de UP-azlcares activados desde el citoplasma al lumen de las
vesiculas de Golgi donde éstos seriailizados como sustratos de las
glicosiltransferasas que sintetizan productoso los xiloglucanos; unos afios después
Porchia et al. (2002) mostraron que el azucar radiactivo es transferido de la proteina de
40 kDa al xiloglucano si la preparacion enzimatica es incubada secuencialmente con
xilosa y arabinosa. Otro resultado que apoya kipotesis es la relacion entre la RGP y

la SS de maiz involucrada en la provisionsdstratos para la sintesis de pared celular
(Wald et al. 1998; Chourey et al. 1998).
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Objetivos

1.-Objetivos deltrabajo de Tesis

Generar conocimiento en el campo de la btesia de polisacaridos a nivel de la planta
a partir del estudio de una glicosiltransferasa autocatalitica denominada “reversibly

glycosylated polypeptide”, RGP.

1.1-Objetivos generales

Escasas glicosiltransferasas descriptas étetatura hay que presentan la caracteristica

de ser autocataliticas y aunque se las haioglado con la biosintesis de polisacaridos

en general, su funcion especifica aln no se conoce. Por trabajos previos sabemos que la
RGP cataliza una reaccion de autoglicosilacion a partir de UDP-Glc, UDP-Xil y UDP-
Gal en la cual el azucar se uniria a latpina de modo reversible. La proteina se
encuentra distribuida tanto en fracciones de membranas como en fracciones solubles. El
clonado de la enzima posibilité la busque@aproteinas homologas a la RGP las cuales

se encontraron Unicamente en el reino veégete observd que estarian asociadas a la
cara externa del aparato de Golgi. Todos estos datos sugieren que la proteina RGP
podria tener una funcién relacionada consiatesis de polisacéridos estructurales
constituyentes de las paredes celulares de las plantas.

En esta tesis se desarrollaran diversssategias bioquimicas y moleculares,
tanto en sistemda vivo comoin vitro, con el fin de aportar datos para dilucidar en qué
etapa de la sintesis de polisacéridos vegetales esta involucrada la enzima RGP. Dentro
de las estrategias bioquimicas, se invesdiganas profundamente el mecanismo de la
reaccion que cataliza la enzima y los posinkesanismos de regulacién de la actividad
de la misma. Dentro de las estrategias moleculares se analizar4 la expresion de
diferentes isoformas de la enzima en dissrigidos de plantas de arroz para investigar

si la RGP esta regulada a nivel transcripcional.

1.2.-Obijetivos especificos

e Analizar el mecanismo de la reaccién de la RGP mediante andlisis de
estructura-funcién de la RGP.

Por técnicas bioquimicas-moleculares peofundizardn conocimientos sobre el
mecanismo de autoglicosilacion de la pnogeiespecialmente de las isoformas en papa

dado el conocimiento previo disponible de la misma.
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La enzima presenta caracteristicas Unicas, no descriptas en ninguna otra
glicosiltransferasa ya que cataliza una regateeversible de autoglucosilacion a partir

de tres posibles nucleétidos azucares. Por ello se estudiard la reversibilidad de la
reaccion. Se analizara si existe alguna relacion entre los tres nucleétidos-azucares en la
reaccion de glicosilacion y el tamafio.

e |dentificar requladores de la actividad enzimatica

Se busca conocer tanto factores intrinsects proteina como extrinsecos a la misma
que regulen su actividad enzimatica.

e Investigar la expresiéon de la RGP

Se disefiaran estrategias para analizar laesikpr de la proteina en plantas de diploides

de arroz que contienen soélo 2 clases d®Ran 3 genes descriptos, RGP1 y RGP3, que
pertenecen a la clase 1, y RGP2 que pertenece a la clase 2. Se analizara la expresiéon en
diferentes estadios de desarrollo de latplaa nivel de proteina 'y de ARNm. El arroz

es un modelo emergente para estudios moleculares porque: (a) El genoma completo ya
fue secuenciado. (b) Estan disponibles divehessamientas para estudios de genémica
funcional (Transposones, pohilawes de T-DNA-tags y estasghonible la tecnologia de

microarray para estudiar la expresion de mRNA.
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1.-Sustratos radioactivos

El material radioactivo, UDPX[C]GIc, UDP-fC]Xil y UDP-[**C]Gal (300pCi/umol),

se obtuvo en el Instituto de Investigawes Bioquimicas segun el método de Wright y
Robbins (1965). El ATRF?P] y dCTP}-3?P] se obtuvieron comercialmente (3000
Ci/mmol, New England BioLabs, USA).

2.-Material vegetal
2.1.-Oryza sativa

Semillas de arroz variedad El Paso 144, fueron esterilizadas superficialmente, se
cultivaron en medio MS (Murashige and Skoog, 1962), en cadmara de cultivo con 12
horas de fotoperiodo a 22 °C. Se hizo extiatde proteinas a 0 dias, que es la semilla
germinada, 2 dias que es la semilla germinada de 2 dias de cultivo; 3 dias plantula
naciente de 3 dias de cultivo; 4 dias plantula de 4 dias de cultivo, 8 y 10 dias, plantulas

de 8 y 10 dias de cultivo respectivamente.

2.2.- Plantas de arroz en distintos estadios de crecimiento se cultivaron en el jardin
BotanicoArturo E. Ragonesinstituto de Recursos Bioldgicos, CIRNTA Castelar y

cedidas gentilmente por el Ing. Miguel Angel Elechosa.

2.3.-Arabidopsis thaliana

Semillas deArabidopsis thaliangueron esterilizadas por liberacion de CI2 durante 4
horas, luego ventiladas, sembradas en esterilidad en cajas de petri, vernalizadas durante
2 dias a 4 °C en oscuridad y luego crecltlsta el estadio de 2 hojas primordiales en
camara de cultivo. En ese estado se transplantaron en macetas con una mezcla de tierra-

vermiculita-perlita, en fotoperiodo. Fueron cosechadas antes de florecer.

2.4.Pisum sativum

Plantas de arveja fueron crecidas en oscuridad en bandejas con una mezcla apropiada.
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2.5.-Solanum tuberosum

Tubérculos de pap&6lanum tuberosurh.) de la variedad blanca fueron adquiridos

comercialmente.

3.- Fuente de RGP
3.1.- Preparacion de proteinas de RGP de papa, arroz y arveja.

Las preparaciones de papa se realizaron homogeneizando los tubérculos, filtrandolos
por muselina y centrifugando el filtrado a 25000 x g durante 20 minutos. El
sobrenadante resultante (S14500) se ultracentrifugd durante 2 horas a 140000 x g y el
nuevo sobrenadante se precipito al 50 % con sulfato de amonio. Las proteinas
precipitadas fueron dializadas contra buffer 100 mM Tris-HCI (pH 7,4), 5 M 2
mercaptoetanol (buffer A) a°@ durante 12 horas y utilizadas como fuente de RGP
soluble (S140). Las preparaciones particuladas (precipitado de 140000 x g) de
tubérculos de papa se obtuvieron usandtétmica descripta por Lavintman y col.
(1974). Brevemente, las preparaciones se solubilizaron con 100 mM Tris-HCI (pH 7,4),
5 mM 2B-mercaptoetanol durante 48 horas’@ § luego se ultracentrifugaron durante 2
horas a 140000 x g. El sobrenadante obtenido (Psol) se utiliz6 como fuente enzimatica.
Las preparaciones de proteinas dezayrarveja se realizaron mortereando con
N2 () tejido proveniente de semillas sin germinar y plantas en distinto estadio de
desarrollo, hasta fino polvo. El polvo se resuspendio en buffer 1,5 volimenes de buffer
A en presencia de 0.1 mM de PMSF. gada preparacion fue centrifugada a 25000 x g
durante 20 minutos y el sobrenadante rast#t (S14500) se ultracentrifugd durante 2
horas a 140000 x g. El nuevo sobrenadante se guardo como S140 y la fraccion de
membranas se resuspendio en el mismo buffer. Las dos fracciones fueron utilizadas

como fuente de RGP.

3.2.-Preparacion de RGP recombinante

Las células d&. coliexpresando los distintos clones de RGP, se cultivaron en 50 ml de
medio LB (10 g/l triptona, 5 g/l extracto tkevadura, 10 g/l NaCl) en presencia de 100
ug/ml ampicilina y se incubaron a €7 con agitacion hasta Qg 0,4. Posteriormente,

se realizd la induccion con IPTG1€aM y se continud la incubacién a°Z3durante

toda la noche. Luego los cultivos se cdémgaron y las célulase resuspendieron en
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1ml de buffer 25 mM Tris (pH 7,6), 100 mM KCI, 0,1 mM EDTA (pH 8), 12,5 mM
MgCl,, 10% glicerol, 0,1% NP-40, 1mM DTT, 0,1 mM metabisulfito de sodio y 0,1
mM PMSF. Se agreg6 0,5 mg/ml de lisozio clara de huevo, se incubd en hielo
durante 30 minutos y se sonicd 3 veces durante 30 segundos (sonicador VirSonic,
VIRTIS). El lisado se centrifugd 20 minutos a 25000 x g y el sobrenadante se utilizo en

los ensayos de actividad enzimatica.

3.3.-Preparacion de vesiculas de Golgi atwejas y separacion de proteinas por
coeficiente de sedimentacion

Se extrajo la fraccibn de membranas enriquecidas en Golgi como se describe en Mufioz
et al. (1996). Para solubilizar las membranas, las mismas se incubaron durante 15
minutos a 4 °© C en un buffer 10 mM Hepes pH 7; 5 mM EDTA, 600 mM de NacCl, 1,5%
TX-100y 1 mM PMSF. Para parar la fraccion de membranas se utilizaron 5 ml de un
gradiente lineal de sacarosa (5-25%) cataecribe Wang et al. (1998). Las proteinas
obtenidas después de la solubilizacion sgaran en este gradiente y se centrifugaron
durante 14 horas a 100.000xg utilizando un rotor Sorvall AH650. Después de la
centrifugacién se recogieron diez fracciones. El pellet obtenido en el fondo del tubo se
resuspendio en 500l de sacarosa 25% y corresponda &accion once. Para detectar
RGP, 30uLl de cada fraccion fueron desnaturalizadas en el buffer de Laemmli, y
sometidas a SDS-PAGE 10% y transferidasna membrana de PVDF. Se revelo por
western blot utilizando un anticuerpo policlonal contra RGP en una dilucién 1:10.000
en PBS amablemente donado por K. Dhugga y el kit ECL (GE healthcare). El mismo
procedimiento se utilizd con los marcadores de peso molecular (ovoalbumina1DH,
galactosidasa y catalasa) que fueron separados por sedimentaciéon. Ovoalbumina y
catalasa fueron detectados utilizanddegede SDS-PAGE vy tincion de plata. La
distribucion de la LDH yp-galactosidasa se determind enziméaticamente como se

describe en Zewe y Fromm (1962Hgrwitz et.al (1964) respectivamente.

4.- Protocolos de purificacion
4.1.- Purificacion de RGP de papa

Las preparaciones solubles y solubilizadad(q+ng de proteina) se cromatografiaron en
una columna en una columna Mono Q HR 5/5 (Pharmacia, Uppsala, Suecia) acoplada a

un equipo de cromatografia FPLC (AKTA, GE healthcare). La columna, equilibrada
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con buffer A, se corrid a una velocidad de flujo de 1 ml/min. Luego de lavar con 15 mi
del mismo buffer, se eluy6 con 15 ml de uadijente lineal de KCI (0-0,5 M) en buffer
A. Se colectaron fracciones de 1 ml y se determiné la actividad de RGP en alicuotas de

las mismas.

4.2.-Purificacion por afinidad

Las muestras provenientes de la columnna de Mono Q se cromatografiaron en una
columna de afinidad de UDP-hexanolamina unida a una matriz de agarosa cuya
capacidad de unién es de 4 pmoles de UDP por ml de gel empaquetado. La columna de
(0.5 x 5) se equilibré con 25 mM Tris-HCI (pH 7,4), 20 mBtrRercaptoetanol 5 mM

CI2Mn (Buffer B), y luego de sembrada la muestra se lavo con 15 ml de buffer B. La
elucién de las proteinas unidas se realiadignmo con 12 ml de 0,1 M KCI en buffer B

y luego con 2 mM de UDP en buffer A. Se colectaron fracciones de 2 ml. Se midi6é
actividad RGP luego de dializar ON contra buffer B, aquellas fracciones con actividad

se guardaron a 4 °C.

4.3.- Purificacion por cromatografia declusién molecular en Superosa 12

Alicuotas del pico de Mono Q (2@0) fueron dializadas a: baja fuerza idnica (LIS: low
ionic strenght) 50 mM Tris-HCI pH 7.4, 20 mpAmercaptoetanol; a alta fuerza ionica
(HIS: hight ionic strenght) 100 mM Tris-HCI pH 7.4, 20 nfiMmercaptoetanol 200mM

KCI) en una membrana de dialisis de 1-14 MWCO y cromatografiadas en una columna
de tamiz molecular Superosa 12 HR 10/30 (GE Healthcare, Bucks, UK). La columna
fue equilibrada en condiciones LIS o HIS y eluida con un flujo de 0.5 ril nfineron
colectadas fracciones de 500y ensayadas para actividad RGP sobre @5fe cada

una de las fracciones durante 1 hora en las condiciones descriptas. La columna fue
calibrada con proteinas estdndares de paslecular: trypsinogen (29 kDa), carbonic

anhydrase (48 kDa), y lactate dehydrogenase (176 kDa).

5.- Determinacion de actividades enzimaticas

5.1.- Ensayo de actividad de RGP
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La transferencia dé“C]glucosa, {’C]xilosa o {*C]galactosa a partir de UDP'C]GIc,
UDP-[“C]Xil o UDP-[**C]Gal respectivamente, a una proteina aceptora enddgena , se
midié como la incorporacion de radioactividad a un precipitado de 10% TCA (v/v)
(Moreno et al., 1986). Salvo que esté indicado de otro modo, la mezcla standard de
incubacion contenia 10 mM MnCIUDP-[1C]Glc, UDP-CIXil o UDP-[**C]Gal (0.2

nmol, 80.000 CPM), 100 mM Tris-HCI (pH 8,0) y enzima (10-g@0de proteinas) en

un volumen final de 120 a 150. La incubacién se llevo a cabo a 30 durante 30
minutos y se detuvo por el agregado de 1 ml de 10% TCA frio y 50 pg de BSA como
carrier. Se centrifugo a 5000 rmp en una centriflgyaesa, se descartd el sobrenadante

y se lavd 2 veces con 100 pl de H20, se paso6 a viales de plastico junto con 3 ml de
solucion centelleadora (UltimaGold, Sigma) y se midié radioactividad en el precipitado
de TCA con un contador de centelleo liquido (Wallac, modelo 1214, RACKBETA).

5.2.- Ensayo de reversibilidad de la reaccion de glicosilacion

La RGP de tubérculo de papa proveniente de la columna Mono Q, fue glucosilada como
se describid en el punto 4.1. La mezda reaccion fue pasada por una columna
Sephadex G-25 para sacar los restos de UBfGe. La fraccién que contenia la
RGP-[C*|Glc fue incubada 30 minutos a°®en presencia o ausencia de 1mM UDP.
Los productos de la reaccidon fueron cromatografiados en columna Ultrasphere ODS de
4,6 x 25 cm con precolumna (Beckman, USA) acoplada a un equipo de HPLC. La
muestra fue eluida con trietilaminafosfato 8 a una velocidad de flujo de 1 ml/miny

se recolectaron fracciones de 0,5 ml donde se midi6 la presencid‘j&dg UDP-
[C*Glc.

6.-Enzimas auxiliares
6.1.- Fosfatasa alcalina

Fracciones solubles d&. coli que expresaban la RGP de tubérculo de papap(@po
fueron preincubadas a 3D durante 30 minutos en buffer 50 mM Tris-HCI (pH 8), 10
mM MnCl,, 10 mM MgC} en presencia o ausencia de 20 unidades de fosfatasa alcalina
de intestino de ternero (Promega). Pastarente, la mezcla de reaccion se incubo

durante 30 minutos mas a°8con UDP-fC]Glc (0.2 nmol; 80000 CPM), y luego se
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midi6 la incorporacién de“{C]Glc al precipitado de 10% TCA como ya se describi6 en
4.1.

7.- Técnicas electroforéticas
7.1. Electroforesis en gelds poliacrilamida (SDS-PAGE)

El analisis por SDS-PAGE fue realizado en una unidad Mini-Protean Il (BioRad)
usando geles de 0,75 mm de espesor, cemea el gel concentrador 5% (w/v) y el
separador 10% (w/v) de acrilamida. La aderielectroforética se realizé durante 45
minutos a 200 mV segun Laemmli (1970). Conjuntamente se sometieron a
electroforesis estandares de pesoecuar (MW-SDS-200 y MW-SDS-70 L, Sigma).

Las bandas proteicas se visualizaron mediante la coloracién con Coomassie brillant blue
R-250. Los geles secos que contenian nateadioactivo fueron expuestos a placas
Kodak X-Omat AR-5 o Kodak BIOMAX MR a -?C, durante 2 dias par&®p] 6 15

dias para’fC] a menos que se indique lo contrario.

7.2.-Electroforesis 2D en geles nativos (BNGE).

182 ug de proteinas extraidas de una fraccion enriquecida en vesiculas de Golgi de
Arabidopsis thalianaa las cuales se les agrego buffer conteniendo750 mM de &cido
amino caproico, 50 mM bis-Tris and 40% (w/v) glycerol (pH 7.0) fueron solubilizadas
para desarmar los complejos proteicos en 1.5% Triton X-100 e incubadas 30 min en
hielo. Las proteinas solubilizadas fueron centrifugadas a 100,000xg durante 30 min a
4°C, and 5% (v/v) Serva blue (100 mM bis-Tris, 500 mM aminoacido caproico, 5%
(w/v) Serva Blue G250) fue adicionado al sobrenadanteug3@e proteinas fueron
separadas en un gel de gradiente de 5.5-12% acrilamida para la primera dimension, y
para la segunda, la calle dgerés fue cortada y cargada en un gel SDS-PAGE 10%
como describe Schagger y von Jagow (1991) y Schagger et al. (1994) excepto por el
buffer desnaturalizante del SDS-PAGE que fue 10% Glicerol; 2% SDS; 50 mM Tris pH
6.8; 0.002% bromofenol blue y 50 mM dithieitol. Después de la electroforesis las
proteinas fueron transferidas a una membrana de PVDF (Millipore) y la RGP fue

detectada por western blot como se describe en el fuinto

7.3.- Electroforesis en geles de agarosa

43



Materiales y métodos

7.3.1.- Geles para ADN

La electroforesis de ADN se realiz6 en geles de 0,8-1,2% agarosa en buffer 40 mM
Tris-acetato, 1 mM EDTA (pH 8). Se le agrego a la mezcla@®l bromuro de etidio

para la visualizacion del ADN. La corriddectroforética se desarrolld6 a 5 volts/cm
durante 1 hora, en el mismo buffer. EI ADN fue examinado bajo lampara ultravioleta.
7.3.2. Geles para ARN

El RNA (30ug) fue calentado a 86 durante 15 minutos en presencia dedz
buffer de corrida 5X (MOPS 0,1 M pH 7, acetato de sodio 40 mM, EDTA 5 mM pH 8),
3,5ul formaldehido y 1Qul formamida. La electroforesis se realiz6 en un gel de agarosa
0,8%, buffer de corrida 1X y formaldehido 2,2 M.

8.- Técnicas inmunoldgicas
8.1.- Western blot

Las proteinas separadas por SDS-PAGE, fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa o PVDF segun Towbin et al. (1979). Se bloquearon las membranas
durante 1 hora con leche descremada en polvo 10 % (P/V) en buffer fosfato salino
(PBS) con 0,2% NP40 y luego se incubaron con el anticuerpo anti-RGP (dilucion
1:1000) durante 1 hora. Luego de incubar las membranas durante 1 hora el anticuerpo
primario, éstas se revelaron por quimioluminiscencia usando los reactivos comerciales
ECL (GE healthcare). En los casos en que las proteinas enfrentadas al suero anti-RGP
eran de origen bacteriano, el suero se adsorbié con un extracto de protdinaslie
Aproximadamente 10 mg de proteina fueron acoplados covalentemente a 2 mg de
Sepharosa 4B activada con CNBr (Pharmacia). La matriz acoplada fue incubada durante
15 horas a temperatura ambiente con 5 ml de 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM NaCl y
0.1 % NP40 conteniendo 0,5 ml de suero anti-RGP. La fraccion de suero no unida a la

matriz fue utilizada para los ensayos de Western blot.

9.- Determinacion de proteinas

La concentracion de proteinas fue determinada segun el método de Lowry y col. (1951).
Asimismo se estimé la concentracion de gimds eluidas de las columnas DEAE fast

flow, Mono Q y Superosa 12 mediante la absorbancia de las mismas a 280 nm y de la
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columna Ultrasphere ODS mediante la absorbancia a 260 nm. También se utilizo el

Nano-drop.

10.-Northern blot
10.1.- Aislamiento de ARN

Los tejidos vegetales fueron congelados en nitrégeno liquido y molidos en mortero
hasta obtener un fino polvo. Se extrajo RNA con Trizol LS reagent segun instrucciones

del fabricante. EI ARN obtenido fue resuspendido en agua estéril y se determiné
Absys0/Absys0

10.2.- Marcacion de sondas radioactivas

Las distintas sondas radioactivas se marcaron con d&€’tP}[mediante la técnica de
cebado al azar (random priming) usandosigtema comercial (Prime-a-gene Labeling

System, Promega, USA).

10.3.- Hibridizacion

El ARN se separ6 por electroforesis en gel de agarosa como se describe en el item 8.3.2
y luego se transfiri6 a una membrana de nylon Hybond-N+ (Amersham) por capilaridad
segun Sambrook y col. (1989). La pre-hibridizacion se realiz6 durante 2R€ &85

1% BSA, 0,5 M NagPO,, 1 mM EDTA, 7% SDS. Luego se agreg6 la sonda radioactiva
desnaturalizada y se incubd 12 horas mas. Las membranas fueron lavadas con 40 mM
NaoPO;,, 1 mM EDTA, 1% SDS dos veces durante 5 minutos a temperatura ambiente y
luego durante 15 minutos a“€h Las membranas fueron expuestas a placas Kodak X-
Omat AR-5 o0 Kodak BIOMAX MR a -AT durante 2-4 dias. Los niveles de ARN
fueron cuantificados por densitometria mediante el programa Scion Image,
normalizados con respecto a la sefial res@edel ARNr y expresados como unidades

arbitrarias.

11.- Aislamiento de ADN genomico de plantas de arroz

El ADN se extrajo por homogeneizacion en mortero de 1 g de hojas de plantas de papa
congeladas. Se paso el finoymwh tubos de propileno y se agregaron 6 ml de buffer de
extraccion (100mM Tris-HCI pH 8, 20 mM EDTA pH 8, 1,4 M NaCl, 2% CTAB, 2%
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B-mercaptoetanol) precalentado & 65Se incubo6 durante 1 hora &65agitando cada
10-15 min. Luego de enfriar 5 minutos, se agregaron 4 ml de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1) y se centrifug6 a temperatura ambiente durante 15 minutos a 3000 x g.
Se tomo¢ la fase acuosa y se repitio la extraccion 3 veces. A la fase acuosa oha la ulti
extraccion se le agrego 0,7 volimenes de 2-propanol. Se incubd 1 hordCay-&0
centrifugd 15 minutos a 25000 x g. El precipitado obtenido fue lavado con 70 % etanol,
resuspendido en 128 de agua estéril y tratado con RNasa durante 1 hore*@.3I

ADN fue conservado a -2Q.

12.- Preparacion de sondas especificas
12.1.- Disefio de sondas especificas

A partir de las secuencias encontradas en bases de datos (genebank) se disefiaron
primers especificos para RGP 2 (numero de acceso GeneBank OSA011079) se escogio
la sonda levantada por los primers 16 y 17 de 294 pb (mtRxiB)er 16: 5-TGC

AGA CTATGA CCC ATT GAC TCATGG TTG T-3'Primer 17: 5'-CTC TCT ACA

ACC GCA ACG ACA TCA ACC G-3'. Para RGP 1 (numero de acceso GeneBank
OSA011078) se utilizé el fragmento que levantan los primers 1y 2 (mtPaider 1:

5-GAC ACC TTG GCT AAG CTG TCT ATC G-3Primer 2: 5-CCG CAG AAA

GCA CTA AGC-3; es un fragmento de 330 pb.

Sonda universal: 450 pb que revela las dased de osRGP, disefiada a partir de una
zona de alta homologia (primers 5y 6, mtraR¥)mer 5. 5-GGT GCA GAT TTC

GTC CG-3'; Primer 6: 5- TCC TTT TTG AGG TTA ACCG AAT-3.

12.2.- Amplificacion de sondas por PCR

Los templados utilizados para las sondasodesxperimentos de Southern y Northern
blot fueron sintetizados por PCR, usandistintos pares de oligonucleétidos para
amplificar la region conservada (sonda gelyerdas regiones menos conservadas entre
RGP1 y RGP2 (sondas especificas). Cuando se amplificé el ADNc completo del clon
RGP1 se utlizaron como oligonucleétidos el M13/pUC Forward y Reverse
amplification primers (Gibco). Cuando satstizaron sondas especificas para el clon
RGP1 o RGP2 se disefiaron oligonucledtidos que amplificaban diferencialmente

fragmentos de un clon o del otro. El programa de PCR utilizado fue: 94°C durante 5
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minutos, 35 ciclos de (94°C durante 1 minuto, 48°C durante 40 segundos, 72°C durante

45 segundos) y una ultima etapa de 72°C durante 5 minutos.

13.- Preparaciones de plasmidos

Los plasmidos fueron purificados a partir de cultivosEdeherichia coliXL1Blue
mediante el método de la lisis alcalina (Sambrook et al. 1989). Se cultivaron las células
en 3 ml de medio LB en presencia de ddfinl ampicilina a 37C con agitacion durante
14-20 horas. Se centrifugaron los cultivos a 8000 x g por 1 minuto. Se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el precipitado enl 2@025 mM Tris-HCI pH 8, 10

mM EDTA pH 8, 0,1 mg/ml RNasa. Se agregaron gbD8e 0,2 N NaOH, 1% SDS, se
mezclo por inversion y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 200
ul de 3M acetato de sodio pH 4,8, se mezcld por inversion y se incubd durante 10
minutos en hielo. Se centrifugd durante 20 minutos a 17000 x g y el sobrenadante
obtenido se precipitdé con 5Q0 de isopropanol en hielo durante 20 minutos. Luego de
centrifugar 25 minutos a 17000 x g, el precipitado se lavo con 70 % etanol, se dej6

evaporar el alcohol y el ADN obtenido se resuspendio en @8 agua MilliQ.

14.- Expresion de la proteina recombinante

A partir del cultivo de toda la noche se inocularon 50 ml de medio LB con ampicilina
que se incubaron con agitaciéon 2@hasta Deys 0,4. En ese momento se realizé la
induccion con IPTG (M a 0,1 mM) y se continud la incubacion &@&urante 5 a 16
horas. Luego el cultivo se centrifugd y las células se resuspendieron en 1 ml de 50 mM
Na&PO, pH 8, 0,5 M NaCl, 12,5 mM Mggl0,1% NP-40, 1mM DTT y 0,1 mM PMSF.

Se agreg0 lisozima en una concentracion final de 0,5 mg/ml, se ianuiélo durante

30 min y se sonicd 2 veces durante 30 segundos (Sonicador VirSonic, VIRTIS). El
lisado obtenido fue centrifugado 20 min a 28060g guardandose el sobrenadante que

se utilizé como fuente enzimatica.

14.1.- Purificacion parcial de la proteina recombinante

Una vez obtenido el sobrenadante de 25000 x g se lo someti6 a cromatografia en
columna de afinidad en &cido iminodiacético acoplado a una matriz de Sepharose fast

flow (IMAC: IminodiaceticMetal Affinity Chromatography Chelating Sepharose FF,
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Pharmacia). La columna, previamente cargada con 50mM, Ne&Cequilibré con 50
mM NaPQ, pH: 8, 0.5 M NaCl. Luego de sembrada la muestra, se lavé la columna con
10 vol. del mismo buffer y luego se eluyeron las proteinas unidas a la resina con un

gradiente de 0-0,4M imidazole en el buffer ya mencionado.

15.- Cepas bacterianas y plasmidos utilizados

Cepas enotipo

E. coli XL1Blue (Stratagene) endAl hscR17(rk,mk’) sugE44 thi-1 A

recA
gyrA96 relAl lac /F’ proAB lacl’%AM15
Tn10(Tet)

Plasmidos

pBluescript SK(Short y col.,1988) Aniacz*

pUC19 (Yanisch-Perron y col., 1985) AlagZ*

pTrcHis(Invitrogen) Ampglacz*

15.-Técnicas espectroscopicas

15.1.- Espectro de absorciéon fue colectado en un espectrofotometro marca Jasco 7850
usando una cubeta de 1 cm de paso o6ptico. El espectro fue medido de 200 hasta 350 nm,
con un ancho de banda de 5 nm a una velocidad de 40 nm/min. Los datos fueron

colectados cada 0.2 nm.

El buffer utilizado fue 25 mM Tris-HCI pH 7 0 25 mM buffer Fosfato pH 7.

15.2.- Dicroismo circular:

Se midié dicroismo circular utilizando un equipo marca Jasco, modelo J815. Se midi6
desde 280 hasta 200 nm. Los intervalos de datos fueron colectados cada 0,2 nm a una
temperatura de 20 °C con un paso 6ptico de 10 mm, a una sensibilidad estandar y una
velocidad de 200 nm/min y 4 acumulaciones. Se grafico elipticidad cruda, mdeg en

funcién de la longitud de onda.
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El buffer utilizado fue 25 mM Tris-HCI pH 7 o 25 mM buffer Fosfato pH 7, con o sin
200 mM de KCI.

Para el dicroismo circular del UDP, séizdiron los mismos buffers con 0,5 mM UDP o
1 mM UDP.

15.3.- Fluorescencia

El espectro de fluorescencia fue medido en un equipo Aminco Bowman Series 2
spectrofluorometer equipado con céliamostatica conectada a un bafio de agua
circulante. Se us6 una cubeta de 1 cm de patico. La longitud de onda de excitacion

fue de 295 nm y el espectro de emision fue colectado desde 310-400 nm. Para este caso

los anchos de banda espectrales fueron seteados en 5 nm .
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Resultados

Capitulo 1-Estudio del mecanismo deeaccion de la proteina RGP

1-Analisis de la relacion entre estructura vy funcion de la proteina RGP

1.1- La fuerza idnica modula la glicosilacion v la reversibilidad de la glicosilacion
de la proteina RGP

Para investigar sobre la naturaleza de la formacién de los oligdbmeros se utilizaron
extractos proteicos provenientes de tub&@sule papa. Los extractos se purificaron
parcialmente por cromatografia en una columna de intercambio i6nico, Mono Q como
se detalla en materiales y métodos. Si leeRGP sale en una fraccion definida por
maxima actividad a 0,2 M de KCL (F1), el pico de elucién es ancho, lo que sugiere
heterogeneidad de carga propia de la enzima, que haria que interactie diferencialmente
con la resina de intercambio, (Figura 17).
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Figura 17 — Elucion vs. Actividad RGP-Se midi6 actividad RGP de las fracciones de Mono Q como se
describe en Materiales y métodos. Se graficd proteinas totales en unidadesAtisortilancia a 260 nm

vs. Incorporacion de Glc. F1, pico maximo de actividad de autoglicosilacion, frac¢#dizquierda del

pico de maxima actividad, denominada F2, fracciones que salen a mayor molaridad de KCl, a la derecha
de la F1, denominadas F3 y F4.
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La fraccion F1, que contiene al pico maximo, fue dividida en dos y dializada a alta
fuerza ionica, HIS (por “high ionic stengthd) baja fuerza i6nica, LIS (por “low ionic
strength”). La glucosa radiactiva incorporada a la proteina fue determinada en el
precipitado de TCA (Tabla 1) y el nivale glicosilaciéon fue determinado por
phosphoimaging después de SDS-PAGE (Figura 18A). Los resultados muestran que una
gran cantidad de glucosa radiactiva (8,25 pmol) se uni6 a la proteina, cuando la RGP
previamente dializada a HIS fue incubada con UB@]}GIc (Fig. 18A 'y Tabla 1). En
contraste, el nivel de glucosa incorporada (3,09 pmol) a la proteina fue bajo cuando la
reaccion se hizo con la proteina dializada a LIS (Fig. 18Ay Tabla 1).

Para determinar si la modificacion deglacosilacion generada por el cambio de
tamafio, tiene una contraparte en la reversibilidad de la reaccién, se analizo la
reversibilidad de la glucosilacion por el agregado de UDP 1 mM por 30 min como se
describe en materiales y métodos. Se enmgéaqie la RGP dializada a LIS tiene baja
reversibilidad y bajo nivel de glicosilacién, mientras que la RGP dializada a HIS

mostraba un alto nivel de glicosilacion y de reversibilidad (Tabla 1 y Fig. 18A).

Incorporacion Glc (pmol)
Condicion Proteina -UDP +UDP 2 %R
pd/ul)
LIS 1,0 3,09 +£0,15 2,38+0,12 23
HIS 1,0 8,25+ 0,41 1,26 + 0,06 85
Control 0,5 1,37 £ 0,07 0,01 £0,00 99
Control 1,0 2,37+£0,12 0,60 = 0,03 78
Control 2,5 3,83+0,19 1,85+ 0,09 52
2 Percentage of glycosylation reversibility + SD

Tabla 1- Efecto de la fuerza iénica y la concentracién de proteina sobre la incorporacion de glucosa
radiactiva al la RGP. Alicuotas del pico méximo de Mono Q sin dializar (control) o después de dialisis a
LIS o HIS, fueron incubadas con UDE'G] Glc en presencia o ausencia de UDP. Los datos fueron

representativos de tres experimentos independientes.

El porcentaje de reversibilidad de la glicosilacion (%R) lo definimos como, la
proporcion entre la marca radiactiva que fue liberada de la RGP después de la
incubacién con UDP vy la radiactividad asociada a la proteina en ausencia de UDP.
Entonces, cuando la RGP fue dializada a baja fuerza ionica, la proteina mostré un bajo

nivel de glicosilacion y un bajo %R (23%Wjentras que un alto nivel de glicosilacion y
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%R de la RGP (85%) fueron obtenidos cualedBGP fue previamente dializada a alta
fuerza iénica (Figura 18A). La radiactividad asociada a la RGP fue analizada por SDS-
PAGE y cuantificada por phosphoimager. El %R obtenido usando este procedimiento
muestra una alta correlacion con lo obtenido cuantificando la radiactividad en los
precipitados de TCA (Tabla 1). Resultadmsilares se obtuvieron cuando UDP-Gal y

UDP-Xil se ensayaron como sustratos.

LIS HIS

- e G

uoP - + - +
%R 23 85

Protein(uglul)
0.5 1 2.5

UbP - + - + - +
%R 99 78 52

Figura 18- A y B Efecto de la fuerza iénica y la concentracion de proteinas bse la
autoglicosilacion y la reversibilidad de la RGP A-Autorradiografia después de SDS-PAGE de una
alicuota 1,0 pg/ul de la fraccion F1 dializada a LIS o HIS. La proteina se incubé con’OJe[en
condiciones de fuerza ionica similares a la de didlisis en presencia o ausencia @eAliifPadiografia
después SDS-PAGE de la fraccién F1 mantenida en las condiciones de elucién de Mono @ina pro

fue incubada a distintas concentraciones de RGP (0,5, 1y 2,5 pg/uL) con UDP-[14C] Glc en ausencia o
la presencia de UDP.

Estudios anteriores muestran que la separacion por SDS-PAGE de extractos
proteicos que contenian RGP daba comoltadw una proteina de 40 kDa, que es el
peso molecular reportado para la RGP (Dhugga et al. 1991). Sin embargo bajo ciertas
circunstancias la proteina tiene menor riid&d electroforética y puede ser vista como
una banda de 80 o 116 kDa, lo que sugiere que la RGP es parte de complejos de gran
tamafo molecular (Wald et al. 1998, 2003).

Para analizar si la incubacion a distintas condiciones de fuerza idnica, LIS o HIS
tiene algun efecto sobre la movilidad elefirética, los extractos proteicos fueron
dializados, separados por SDS-PAGE y revelados por Western blot usando un
anticuerpo anti-RGP de papa (Figura 19)s resultados muestran que después de la

incubacién a HIS la proteina migra como un mondémero de 40 kDa, mientras que
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después de LIS, se observa un descensla emovilidad electroforética y la RGP se
presenta como una proteina de 116 kilesapareciendo la banda correspondiente al
monomero de 40 kDa. Este resultado sugiere que la RGP puede ser parte de complejos

proteicos sensibles a la fuerza idnica.

kDa
o— |—116
. |— 40

LIS HIS

Figura 19-Analisis de la formacion de complejos de la RGRAnalisis del pico maximo de RGP por
Western-blot dializado a LIS o HIS. Fracciones de |3b0e la fraccion F1fueron dializadas a LIS (calle
izquierda) o HIS (calle derecha). Estas alicuotas fueron precipitadas por TCA 10 % dnéligadas por
SDS-PAGE y Western blot usando un anticuerpo anti-RGP de papa. Las flechas corresponden al tamafio

molecular del monémero y de los complejos

1.2- La concentracion de proteinas afta la glicosilacion de la RGP

En general, la interaccion proteina-proteina puede verse favorecida por condiciones que
estabilizan las interacciones hidrofédés propias de los oligdmeros o por
concentraciones altas de proteinas. Para estudiar si la concentracion de proteina tenia
algun efecto sobre la glicosilacion de la RGP, diferentes concentraciones de la enzima
fueron ensayadas para medir glucosilacion (Figura 18B). Un aumento de la glicosilacion
de la RGP es visible entre 0,5 pg/ul y 1 ug/ul de proteina en el ensayo, sin embargo un
aumento de 5 veces en la concentracién de proteinas solo produjo un incremento de 2
veces en la marca radiactiva asociada a la proteina (1,37 pmol vs. 3,83 pmol Glc
incorporada). La cinética de la reaccion de glucosilacion fue analizada a lo largo del
tiempo usando diferentes concentraciords proteinas y se encontrd que la
incorporacion del UDP-azucar depende dedacentracién de proteinas en un rango
gue va de 0,5 afdg/ul con una pendiente lineal, mientras que a mayor concentracion de
proteinas la habilidad de la RGP de alitogilarse alcanza una meseta, probablemente

porque que la proteina se oligomeriza (tablg figura 18 y 19). En la figura 20, se
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muestra el experimento inverso, en donde se va disminuyendo la concentracion de
proteinas, manteniendo la concentracion @&rato constante. Se confirma una relacién
lineal de glicosilacion hasta@y/ul de proteinas. Se puede ver que la velocidad inicial

de incorporacion de glucosa tiene una pendiente mas lenta, desdeu®/nlaed donde

la proteina es capaz de oligomerizarsee Essultado podia deberse a que la dilucion
afectaria primero al desensamblado de oligbmeros, haciendo que haya mas RGP
monomericas libre para radioglicosilarse, antes de afectar el encuentro efectivo entre el
sustrato y la enzima. Este resultado suige que la capacidad de formacion de
complejos modularia directamente la actividad de la enzima, como se muestra en De
Pino et al. (2007).
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Figura 20-Velocidad inicial (I) de auto-glucosilacion del pico maximo en funcién de la dilucién de
proteina (circulos llenos), comparando con la forma exponencial esperada para las enzimas que no
alteran su velocidad por oligomerizacion (linea punteada).

El patron de glicosiladén de la RGP no se modifica cuando se aumenta la
concentracion de proteinas totales ineffamente. La incubacion de la RGP con
distintas concentraciones de sero-albumina bovina, durante 30 segundos 6 30 minutos
no vario el patron de glucosilacion de la R@exo si lo hizo el aumento especifico de
RGP durante el ensayo (figura 18). Con respadtoreversibilidad de la glicosilacién,
los resultados muestran un decaimiento e¥lRlcuando la concentracion de proteinas
aumenta (Tabla 1 y figura 18). A 0,5 pg/ul fue observado un 100%R mientras que
usando 1 y 2,5 pg/ul de proteinas un %R menor fue observado (78% y 52%,
respectivamente) (Figura 18B). Resdtia similares fueron obtenidos cuando los
experimentos de reversibilidad fueron hechos con 10 mM UDP en vez de 1 mM UDP,

descartando toda posibilidad de pérdida de la reversibilidad por hidrélisis del UDP.
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Los datos presentados sugieren que las condiciones que favorecen la interaccion
proteina-proteina producen un decaimiento tanto en la glucosilacibn como en la
reversibilidad de la proteina RGP, en caste las condiciones que desfavorecen la

interaccion proteina-proteina favorecen tanto la glucosilacién como la reversibilidad.

1.3- La proteina RGP es parte de complejos que cambian de tamafio con el estado

de glucosilacién

Investigamos el tamafio nativo de la proteina RGP usando cromatografia de exclusiéon
molecular Superosa 12 en FPLC después de dializar a LIS o HIS (Figura 21). La
cromatografia en Superosa 12 después de dialisis a LIS mostré un perfil heterogéneo de
elucion y tres picos conteniendo RGP activigifFa 21A). El primer pico corresponde a
una forma de gran tamafio molecular que eluye al limite del tamafio de exclusion (MW
> 3 x 10). El segundo y el tercer pico corresponden a formas activas que migran entre
230 kDa y 176 kDa (Figura 21A). En contradteego de didlisis a HIS se observé un
pico definido correspondiente a un tamafo molecular entre 76 kDa y 40 kDa (Figura
21B, triangulos negros). Esos resultados indican que la fuerza ionica produce cambios
en el tamafio molecular, sugiriendo que la RGP formaria parte de estructuras de gran
tamafio. La Figura 21B también muestra que la proteina a HIS tiene mayor actividad
que la proteina a LIS (un maximo de 6gms. 1,5 pmol de Glc incorporada a la
proteina, respectivamente).

Para analizar si las formas de alto pesxecular obtenidas después de didlisis a
LIS, podian ser interconvertidas en formas de bajo peso molecular, otra alicuota de RGP
fue dializada a LIS, re-dializada a HIS y cromatografiada en Superosa 12, como se
describe en la Figura 21B. Esos resultados muestran la aparicion de un pico en un
tamafio de exclusion que corresponde 76-40 kDa de RGP activa luego de re-dialisis de
LIS a HIS (Figura 21B, cuadrados blancos). Mas aun, no hay pérdida de actividad
debida al cambio de tamafio. Estos resultgmysiten concluir que el monémero es
mas activo y exhibe mayor glicosilacionrgversibilidad que la RGP que presenta

formas de alto peso molecular.
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Figura 21- Efecto de la fuerza iénica sobre la formacién de complejos de RGEromatografia en
Superosa 12 da fracciones dializadasldS (circulos llenos), B fracciones dializadas a HIS (triangulos
llenos) o primero dializadas a LIS seguidas de dialisis a HIS (cuadrados abiertos). Ugiasafieeron
incubadas con UDPC]GIc durante 2 horas y la glucosa radiactiva incorporada a la proteina RGP fue
determinada en el precipitado de TCA. Vo corresponde al volumen muerto de laadlasnflechas

corresponden al volumen de elucién de markers proteicos y los nimeros a sus tamafios moleculares

Para estudiar el efecto de la glitasion sobre la formacion de complejos
proteicos, ensayamos la incubacion d&@P con UDP-GIc, UDP-Gal y UDP-Xil, en
condiciones que promueven la formacién meltimeros de RGP. Los resultados
sugieren que los cambios en la movilidad electroforética de la RGP en SDS-PAGE
podrian deberse a la capacidad de formacion de complejos propia de la RGP. Entonces,
después de la incubacién de StRGP recombinante con cualquiera de los 3 nucleétidos-
azucares radiactivos con los que es capmzautoradioglicosilarse, la proteina fue
sometida a SDS-PAGE y revelada por Westdpbt usando un anticuerpo anti-StRGP
(Figura 22A) o por autorradiografia (Figura 32Bomo se describié en materiales y
métodos. Antes de la reaccidn de glicosilacion la proteina mostraba una banda de 40kDa
como la méas prominente (Figura 22A, calle 1), sin embargo como se muestra en la

Figura 22, calle 2-4, la cantidad de mondmero disminuye significativamente luego de la
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glucosilacion con cualquiera de los UDP-azucares, con UDP-Glc, UDP-Xil and UDP-
Gal (43%, 27% and 21%, respectivamente). Por el contrario, las bandas de mayor
tamafio molecular aumentan luego de glicosilacion.

La autorradiografia muestra que la banda de 80-kDa es muy intensa pero
también lo es la sefial para la forma monoméricas. Por el contrario, aenprelteina el
monomero desaparece, esta aparente diswigppuede deberse a la mayor sensibilidad
de la deteccion de la proteina por autdiografia con respecto al Western blot.

Estos resultados sugieren fuertemente lgugicosilacion de la RGP promueve
la formacion de complejos proteicos radicgsilados, ya que el perfil de proteinas
muestra una escalera con incrementos en multiplos de 40 kDa, lo que indica que RGP
glicosilada formaria parte de multimeros probablemente formados por msléeula
RGP.

A kDa

+~150
+~116

— — |80

—— 40
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—116
— — — |80

— v — |40

Figura 22- La formacion de complejos regula la glicosilacion de IRGP.A Analisis por Western-blot

de la StRGP recombinante incubada en ausencia de UDP-azucar (calle 1) o incubada con(c@le-Glc
2), UDP-Xil (calle 3) y UDP-Gal. (calle 4) en condiciones LIS. La RGP fue revelada usando un
anticuerpo anti-StRGP B Autorradiografia. Las flechas corresponden al peso molecular del monémero o

de los oligémeros.
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1.4-La fosforilacion de la proteina RGP mdula tanto el tamafo como la actividad

de autoglicosilacion

La purificacion de la proteina RGP por croamaafia de intercambio aniénico en Mono

Q (intercambia aniones mediante aminas terciarias y cuaternarias) muestra que la misma
eluye en varias fracciones a distintas concentraciones de KCI (Figura 17). Este
comportamiento sugiere que la proteina R&mRlIria, en solucion, distinto balance de
cargas interactuando de forma mas débil, fracciones que eluyen a una molaridad menor
de KCI, (fracciones a la izquierda del pico de maxima actividad, denominada F2) o mas
fuerte con la resina de intercambio, como las fracciones que salen a mayor molaridad de
KCI, a la derecha de la F1, denominadas F3 y F4. Algunos de los factores que podrian
modular esta heterogeneidad de cargas observada, serian: presencia/ausencia de

fosfatos, glucosilacion enddgena, oligomerizacion.

Cuando se testea la glicosilacion y la reversibilidad de la proteina RGP de las
diferentes fracciones, se @pga un comportamiento que varia con el perfil de elucion
(Tabla 2). Si bien la F1, siempre mostr6 gtado de reversibilidaen su glicosilacion,

no se observa lo mismo para las otras fracciones.

Fraccién UDP CPM %R
F1 - 527+46
+ 116+34 78
F2 - 2164489
+ 263167 86
F3 - 1490+27
+ 784+35 42
F4 - 725452
+ 365+55 40

Tabla 2 — Actividad y Reversibilidad vs. carga en soluciérEfecto de la carga sobre la incorporacién
de glucosa radiactiva al la RGP. Alicuotas de las fracciones de Mono Q fueron incubadas cHi€JUDP [
Glc en presencia o ausencia de UDP. Los datos fueron representativos de tres experimentos

independientes.

Entonces el pico ancho en que eluye la RGP sugeriria una heterogeneidad de
cargas que podria deberse entre otrasnezzoa modificaciones en el tamafio (los

complejos tendrian otra distribucion de cargas), o diferencias de carga netas (por
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fosfatos 0 azlUcares enddgenos). Como se menciond en la Introduccion, se sabe que la
proteina RGP tiene 19 sitios probables dedidsicion, y en el laboratorio se demostrd

gue la StRGP se fosforila vitro usando proteinas kinasas exégenas, y se desfosforila
usando fosfatasa alcalina y el factor enddgee papa (endogen potato factor, EPF,
Testasecca et al. 2004 y Figura 23).

Con el objetivo de estudiar si el dmde fosforilacion de la StRGP esta
modificando la actividad de la proteinse midi6 actividad fosfatasa en todas las
fracciones de Mono Q. En la figura 24A se ve el perfil de actividad RGP y el perfil de
actividad fosfatasa medida como libedacide pNPP (p-nitrophenylphosphate). Se
pueden observar 4 maximos de actividad fosfatasa, dos de los cuales co-eluyen con las
fracciones F2 y F3. La fraccién F2 es la primera fraccion con actividad RGP, co-eluye
con el segundo maximo de actividad fosfatasa. Esta fraccion eluye con una menor
molaridad de KCI, lo que indica que tiene una menor carga negativagsdgimgue
podria estar mas desfoforilada. Las deméascioaes no se solapan completamente con

los maximos de actividad fosfatasa, y muestran una interaccion mas fuerte con la resina

UDP-Gle UDP-Xil UDP-Gal

116 kDa
80 kDa

oy —

= = g 40 kD2
EPFF - + - + - +
epm 1005 6782 1174 1800 1580 3461

& [@Contrel |

|m + Foshatas:
60 | |m+ EPF 1

Actividad UPTG (cpm x |u'2;
5

‘IIT!P-{EI\-_ UDP-Xil UDP-Gal

Figura 23- Efecto de la fosfatasa alcalina y el factor endogeno de papa (EPF) sobre la actividad de

la enzima recombinante Extractos deE.coli (150ug) que expresaban StRGP se preincubaron con
fosfatasa alcalina (5U) o EPF que eluye a 0,3 M KCI. Se agregaron los 3 nuclettidos azucar, y se incubo
durante 30 min mas. Se termind la reaccion por precipitacion con TCA 10% y se dividiemmrekstras

en 2 alicuotag\ Separadas por SDS-PAGE y autorradiogriafée determiné radactividad incorporada al
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precipitado de TCA y se graficé actividad vs. fosfatasa alcalina exégena o EPF (P. Testasecca Tesis de
Licenciatura, 2003)
Para analizar los cambios sobre la proteina monomérica, las diferentes fracciones

eluidas de la columna de intercambinie® se ensayaron para actividad RGP,
incubandose solas o mezcladas entre si (como se indica en la Figura 24B) y se
sometieron a SDS-PAGE 15% para poder olasediferencias mas pequefias en el
monomero. Se reveld por autorradiografia (Figura 24B). La mezcla de F1 con F2, dio
como resultado una disminucién de la movilidad electroforética y un aumento de
actividad RGP. Si bien la RGP se hizo no reversible, este hallazgo podria explicarse ya
gue otros resultados del laboratorio masinaque cuando la RGP es desfoforilada y

luego glicosilada (ver figura 23, Testasecca 2003) se hace mas activa, y lo que se ve
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Figura 24- La presencia de actividad fosfatasa modula la actividad, la reversibilidad y la movilidad
electroforética de la proteina RGP S140 de proteinas fueron cromatografiados por Mono Q y eluidos

con un gradiente lineal de KG\. Se ensayo actividad RGP (circulos negros) y actividad fosfatasa (factor
enddgeno de papa, cuadrados rojos) para todas las fracciones como se describe en materiales y métodos.
Se detalla la posicién de los maximos de actividad RGP, y la maxima molaridad de KCI usada para el
gradiente.B Las fracciones desde F1 a F4 fueron incubadas solas o mezcladas entre si para ensayar
actividad RGP en presencia o en ausencia de UDP. Las fracciones fueron precipitadas con TCA 10%,
sometidas a SDS-PAGE 15% y reveladas por autorradiografia. 40 kDa es el tamafio molecular del

mondémero de la fraccién F1.
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como una disminucion de la reversitad, podria ser una disminucion de la
glucosilacion enddégena con la que fue purifceed RGP, generada por el UDP presente

en cantidades milimolares, o un aumento en el nivel de de-oligomerizacion, generada
también por la presencia del UDP. La fiéocF3 que co-eluye parcialmente con un
méaximo de fosfatasa, tiene un nivel de actividad similar al de la F1, pero es
completamente reversible. Sin embargo la nzedella F1 con la F3 se comporta como

la fraccion F1, (Figura 24) que podria exafige por un compromiso entre la presencia

de fosfatos y la formacion de estructurasiie peso molecular (Figura 25). La fraccion

F4 que es la menos activa, y es la que eluye a mayor fuerza ionica (Figura 24A), cuando
es mezclada con la F1 se hace mucho mas activa, y aumenta sensiblemente su
movilidad electroforética (Figura 24B). Cuando estas mismas fracciones se analizan
mediante un gel SDS-PAGE 10%, para obgelas bandas de alto peso molecular, se
observa que tanto la fraccién F3 como la F4 forman estructuras de gran tamafio (Figura
25). Los resultados muestran un patron de bandas diferente para las fracciones a
izquierda y derecha de la F1 (Figura 225), que podria explicarse por un estado de
fosforilacion diferente segun co-eluyao no con la actividad fosfatasa
concomitantemente con un estado de oligomerizacion preexistente (Figura 25, 26 y 27),
y resistente al SDS-PAGE (De Pino et al. 2007).

F2 F1 F3 F4
v [116 kDa
80 kDa

e % | 40 kDa

l 2

Figura 25- Andlisis del tamafio de las fracciones de Mono QFracciones de Mono Q fueron

cuantificadas para sembrar 10§ de proteinas totales, las proteinas fueron precipitadas con TCA 10%,

separadas por SDS-PAGE y reveladas por Western blot.

Mas auln, las diferencias observadas tanto en el perfil de elucibn como por
actividad y SDS-PAGE, sugieren que hay mas de un factor regulando lan RB&Yy
que co-purifican con ella durante la sepaim cromatografia, estos factores podrian ser

fosfatasas y/o kinasas, que afetan diferencialmente las diferentes formas de la RGP,
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asi como también la presencia de glucosilaciéon enddgena de la RGP. Por ejemplo la
ausencia de fosfatos y la presencia deogilacién enddégena podria verse reflejada en

la fraccion F2, que tiene gran movilidad electroforética, pero no es particularmente
activa. En el caso de la fraccién F1, esoriatla ausencia de glicosilacion enddgena,
pero probablemente la enzima esté fosforilada. Y en el caso de las fracciones F3 'y F4
que co-eluyen parcialmente con el tercer méxde actividad fosfatasa, lo que sugeriria

gue la RGP presente en esas fracciones esta desfosforilada, y también glicosilada
enddégenamente, estos dos hechos conjuntasaes modulando la oligomerizacion. (De

Pino et al. 2007).

Para analizar como actua la presencia o ausencia de fosfatos sobre el cambio de
tamafio, se midi6 actividad RGP en condie®mue inhiben las fosfatasas alcalinas,
como la presencia de ortovanadato (OV) y ATP (Figura 26), se puede ver que, la RGP
de la F3 se hace monomeérica (Figura 26, calle 6) y que la de la F2, cambia la movilidad
electroforética, similares resultados fuerobtenidos con la StRGP recombinante
cuando es tratada con la fraccién que eluye a 0,36 M KCI, que es el tercer maximo de
actividad fosfatasa (Figura 23, calle 2, #)y Otros ensayos del laboratorio muestran
gue el tratamiento con EPF o con fosfatasa alcalina, hace que disminuya el tamafio de la
enzima, y que se vuelva mucho mas activa. Entonces cambio de movilidad
electroforética es susceptible al tratamiento con inhibidores de fosfatasas, lo que

claramente sugiere presencia de fosfatos en la RGP (Figura 26 y 27).

F2 F3
—
— 116 kDa
80 kDa
40 kDa
- —
UDP-Glc + + + + + +
UDP - + . - + .
ATP+0OV . . + - - +

Figura 26- Efecto de las condiciones que inhiben las fosfagassobre la glucosilacion y el tamafio de
la RGP que co-eluye con fracciones con actividad fosfatagdicuotas provenientes de la F2 (calles 1-
3) o de la derecha del pico maximo (F3, calles 5-7) fueron ensayadas para actividad RGP en condiciones

que inhiben la fosfatasa alcalina, presencia de ATP y OV (calles 3 y 7), asi conémtambondiciones
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que inhiben la glucosilacion, presencia de UDP (calles 2 y 3). ATP: adenosintrifosfato, OV: ortovanadato

de sodio.

También se analizaron estas mismas aodées sobre la mezcla de la fraccion
F1 con la F3 (fraccién que co-eluye con maximo de fosfatasa, Figura 27), se puede ver
que las condiciones que inhiben fosfatasas aumentan la autoglicosilacion del monémero

y modulan el tamafio.

F1+F3
—_ 116 kDa
. N | 40kDa
ubpGlc + +  +  +
UDP - -
ATP+0OV - - + +

Figura 27- Efecto de las condiciones que inhiben las fosfagassobre la glucosilacion y el tamafio de
la RGP de la fraccion con maxima actividadUna alicuota de la F1 se mezcl6 con la F4 y fue ensayada
para actividad RGP en condiciones que inhiben la fosfatasa alcalina, presencia de YATéale® 3 y

4) asi como también en condiciones que inhiben la glucosilacion, presencia de UDP (calles 2 y 4),

Estos resultados sugieren que la RGRadel estaria en forma de monémeros
fosforilados, imposibilitada de oligomerizarse, pero no de glicosilarse, y las demas
fracciones serian variaciones de estos estados posibles. En presencia de una fosfatasa la
actividad aumentaria asi como también la oligomerizacion (Figura 25, 26, 27 y 28).

Con respecto a las 2 fracciones que eluyen a la derecha de la fraccién F1, que
son las que muestran las estructuras de gran tamafio molecular, se observa que la F3 esta
mas activa que la F4, lo que podria deberse a un estado diferencial de fosforilacion, ya

que el patron de bandas es similar.
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F3 Fa
A
L L ' 116 kDa
.' W w 40 kDa
- S| 26 kDa
B 116 kDa
s 40 kDa
pgp— - 26 kDa
UDPGIc + + - + + -
UDP . 4+ . 4 . .

Figura 28- Analisis del tamafio de las fracciones de Mono Q a la derecha del pico maximo-
Fracciones de Mono Q a la derecha del pico maximo fueron ensayadas para actividad RGP en presencia o
ausencia de UDP, la reaccion se detuvo con 10% de TCA, y las proteinas fueron separadas por SDS-

PAGE y reveladas por Western blot A, o por autorradiografia B en

1.5-La estructura de la sStRGP

1.5.1-Los complejos de la StRGP también estarian estabilizados por puentes

disulfuro

El estado de oxidacién generalmente rficdiel estado de oligomerizacion de las
proteinas. Analizando la secuencia de aminoacidos de la StRGP, se vigpmteila

tiene 12 residuos de cisteina, este hddme que sea un excelente candidato a formar
puentes disulfuro intracatenarios, modificando la estructura secundaria, o
intercatenarios, lo que estabilizaria la formacion de oligdémeros. Para analizar cual era el
caso de la proteina RGP, preincubamos d¢defma proveniente de la fraccion F1 en
presencia, condiciones reductoras, o eseadia de 2-mercaptoetanol, condiciones no-
reductoras, luego se ensay0 actividad RGd&% proteinas se gararon por SDS-PAGE,
revelandose por Western blot o autorogdafia (Figura 29). Se puede ver que la
proteina en condiciones HIS y en presencia del agente reductor migra como una banda
de 40 kDa. Por el contrario, la remocion del agente reductor favorece la formacion de
estructuras de alto peso molecular y disminuye la cantidad de monémero (Figura 29,

calle 8y 4).
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Cuando se mide la actividad de la RGP en ambas condiciones, el monémero se glicosila
en mayor medida en presencia del agente reductor (Figura 29, calle 2 y 6), de este
resultado se puede inferir que los puentsslfliro no serian intracatenarios, ya que al
agregar el agente reductor, la proteina habpgerdido su estructura, y por lo tanto la
actividad.

Estos resultado indican que el agregado del agente reductor afecta
mayoritariamente a los complejos de la RGP, lo que sugeriria que éstos estarian
estabilizados por puentesdifuro intercatenarios.

También se observa que la reversibilidad es mayor en presencia del agente
reductor, lo que también apoya la inferencia de que el mayor %R esta ligado a la
ausencia de oligobmeros. En presencia del suatrato UDP-GIc, del UDP o de ambos
(Figura 29, calles 1-3) se observan débilteelas bandas de alto peso molecular,
aunque solo por autorradiografia sugiriendo que hay un cambio de tamafio asociado a la
union del sustrato cuando la RGP es capaz de oligomerizarse, es decir en ausencia del
agente reductor. Si bien las bandas de 40 kDa son menos intensas en ausencia de agente
reductor que en presencia del mismo, estoipatkberse al tamafio final que es capaz
de alcanzar la RGP en condiciones oxidan por ejemplo bandas de alto peso
molecular que son visibles por autorradiografia.

Una observacion cuidadosa de la auttiografia muestra una banda de alto
peso molecular débilmente radioglicosiladaagisencia de agente reductor (Figura 29,
calle 2). Y en presencia del agente reductor, es posible ver otra banda débilmente
glicosilada mas pequefia que el monoémero (Figura 29, calle 6). Experimentos similares
con fracciones de Mono Q que eluyen a la derecha del pico maximo (co-eluyen con la
actividad fosfatasa) también muestran las bandas de alto peso molecular

radioglicosiladas, como se mostro en la figura 27.
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Figura 29- El tamafio de la RGP varia con el estado de oxidacién y con la union al sustrata

fraccion F1 de Mono Q fue dividida en dos alicuotas de 500 ul, preincubada en presencia de agente
reductor (calles 5-8) o en ausencia (calles 1-4). Las alicuotas fueron ensayadas para actividad RGP, en
presencia (calle 1 y 5) o en ausencia de UPD (calles 2 y 6) o fueron incubadas solo con UDP (calles 3y

7), o fueron incubadas con buffer en condiciones HIS (calles 4 y 8).

Se corroboré la presencia de puenteslidisuintracatenarios usando el software
DISULFIND en el servidor PredictProteimn/w.predictprotein.org)) (Figura 30). El

resultado obtenido dio un DB_state de Oraptodas las cisteinas presentes en la

secuencia, con una confianza alta en cada caso (valores de confianza que van de 1-10,

siendo 1 el minimo y 10 el maximo)
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AA MAAATPLLKDELDIVIFTIRNLDFLEMWRPFFOPYHLIVQDGDPSKIKVPEGFDYELYNRNDINRILGPKASCISFK
DB_state 0
DB_conf 8

AA DSACRCFGYMVSKKKYICFVAKDPSGKDINALEQHIKNLLCPSTPHFFNTLYDPYRDGADFVRGYPFSMREGA
DBstate QO 0 ]
DB_conf g9 g ]

AL PTAVSHGLWLNIPDYDAPTOLVKPHERNTRYVDAVMTIPKGTLFPMCGMNLAFDRDLUGPAMYFGLMGDGQPIGRYDDM
DB_state 0
DB_conf 9

" WAGWCTKVICDHLGLGIKTGLPYIWHSKASNPFYNLKKEYNGIPWQEEI PFFOAATLPKECTTVQQCYLELSKQVKKK

DB_state 0 ¢ [ 0
DB_conf 8 8 8 7
AL LSSIDPYFTKLGEAMUTWIEAWDELNLLGTTWLSCLSPMVQQRLKSRCY

DB_state 0 a

DB_conf 6 [

Figura 30- Andlisis de la secuencia de amino@os del la StRGP buscando puentes disulfuro
intracatenarios. La secuencia de la proteina se cargd en el servidowr.predictprotein.orgy la

prediccion fue hecha usando el software DISULFIND. Se muestra el output tal cual, DB_State es la
probabilidad de que esa cisteina forme puentes disulfuro, y DB_conf es el intervalo dezactéida
prediccion. (Ceroni et al. 2006)

1.5.2-La proteina StRGP tiene una estructta secundaria en la que predominan las

hélices alfa

La StRGP se purificO a homogeneidad pareeh&nsayos estructurales con la proteina
pura. Las fracciones que eluyen de la columna de intercambio ibnico Mono Q con
mayor actividad fueron agrupadas y seiffparon por una columna de afinidad que
contenia UDP unido a una hexanolamina en una matriz de agarosa, como se describe en
materiales y métodos.

Se puede ver que la RGP eluye mayoritariamente con 2 mM de UDP, aunque es
posible ver que también sale en el lavado (Figura 31) y tiene una elucién inespecifica
con KClI.

Estas fracciones eluidas por afinidad se agruparon dividieron en dos alicuotas,
una de ellas para secuenciar y caracterizabsndas de alto peso molecular y la otra
alicuota fue utilizada para experimentae dicroismo circular (Figura 33), y

fluorescencia a distinta fuerza iénica (Figura 34).
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Lavado Elucion inespecifica KCl  Elucién especifica UDP

116 kDa
h » L coditasne S . B - e -— 40 kDa
A 8 o 26 kDa

1-2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 13 14 15 16
Namero de Fraccion

Figura 31- Perfil de actividad y tamafio de la StRGP eluida de una columna de afinidadas
fracciones con mayor actividad eluidas de la condeénlono Q fueron agrupadas, dializadas durante 12
horas a baja fuerza ionica en presencia de 5mM MnCI2 y separadas por una columna de afinidad UDP-
hexanolamina agarosa. La columna fue equilibrada en buffer LIS mas 5 mM de ElIriEimer lavado,

se hizo en buffer LIS-MnGImas 0.1 M KCI, para luego eluir con 2 mM UDP en 100 mM Tris-HCI 2-

mercaptoetanol

En la figura 32, donde se muestra el espectro de absorcion UV de la proteina, se
puede observar dos maximos un poco costidmn respecto al correspondiente a
proteinas o al UDP en solucion. Esto se debe a la unién de alta afinidad del UDP a la
RGP.

o
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20 240 260 280 300 320 340
Longitud de onda (am) Espectro teorico del UDP

Figura 32- Espectro de absorcion de la proteina RGR.as fracciones purificadas por afinidad que
eluyeron a 2 mM UDP fueron agrupadas, dializadas exhaustivamente a 25mM de Tris y se hizo un
espectro de absorcion, panel izquierdo. El panel derecho muestra el espectro de absorcion del
NaUDP.3H20 (51,7 mg/l)apH 7y a pH 11
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Con los datos anteriores, se llevaron a eaterimentos de dicroismo circular (Figura

33). Se puede ver que el espectro de dicisincular de la proteina RGP corresponde

en el UV lejano mayoritariamente a un alfa hélice, también se puede ver un maximo
entre 260 y 280, que comparando con el espectro del UDP en solucion (Figura 33, linea
roja) es debido al dicroismo del nucleétigs, el UDP unido a la proteina, que no fue

removido por la dialisis, ya que se une a la enzima con mucha afinidad.

25‘

—+— CD RGP
20 {

~@#- CD 0,5 mM UDP
L - =

alfa helice
B timing beta
B plegado al azar

15

10

Millidegrees (mdeg)

Elipticidad cruda (mdeg)
w

Wavelenght (nm)

Longitud de onda (nm)

Figura 33-Dicroismo circular de StRGP purificada por afinidad Las fracciones que eluyeron a 2 mM
UDP se agruparon, se dializaron exhaustivamente contra 25mM Tris pH 7.4 para remover todo el UDP
libre y se hizo dicroismo circular (circular dicrois@D). El panel izquierdo muestra el espectro de CD

de la RGP junto con el del UDP, y el derecho es un espectro tedrico de proteinas con distintaagstruc

secundarias.

Se llevé acabo el mismo experimento deraismo circular en condiciones de alta
fuerza ionica, se incubo 20 minutos con 200 mM KCI, pero no se observaron diferencias

sobre la estructura observadae¢éespectro de CD (Figura 34).
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Figura 34-Dicroismo circular de StRGP purificada por afinidad en condiciones HISLas fracciones
que eluyeron a 2 mM UDP de la columna de afinidad, se agruparon, se dializaron exhaustivamnante con
25mM Tris pH 7.4 para remover todo el UDP posible, y se hizo dicroismo circular (circular dicroism,

CD) en condiciones de alta fuerza idnica.

Un espectro de dicroismo similar muestran Geren et al. (1975) para una UDP-
galactosiltransferasa de mamiferos incubada en presencia’tlg MBP-Gal.

Usando un software que predice estructucarsgaria a partir de la secuencia de
aminoacidos (Figura 36A), se verificarors lcesultados obtenidos por CD, usando el
software PROFsec del servidor Predictprotein (www.predictprotein.org). Se puede
observar que los dominios plegados en alfa hélice son mayoritarios, y que la confianza
de la prediccion es aceptable.

Hace relativamente poco que se clasificaron las RGPs en unba fami
glicosiltransferasas propia, GT 75, somcggiltransferasas A que tienen un dominio
estructural descripto como “Rossman-fold like” (Figura 35B) que consiste en el motivo
DxD insertado en un motivo estructural conservado, que estd compuesto por 3 0 mas
laminas beta paralelas unidas por dos h##ces, en el siguiente orden topolégico:
beta-alfa-beta-alfa-beta. Cada plegamiento tipo Rossmann puede unir s6lo un nucleétido
a la vez, para unir mas de un nucleétidoeeesita dos pares de ese motivo estructural,
que pueden estar en la misma proteina o en un dimero. Esto concuerda con las varias
formas que puede adoptar la RGP y con msoltado del laboratorio donde se observo

que cada mondmero de RGP unia solo un residuo azucar (Bocca et al. 1999).
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Figura 35- Prediccion de estructura secundariaA- Prediccién de estructura secundaria
utilizando un software de PredicProtein, que predice estructura secundaria deplrtsecuencia de
aminoacidos. Helix=37.0%, Strand=11.5%, Loop=51.B%Representacion esquematica del dominio
catalitico de la superfamilia de Glicosiltransferasas —A que invierten la configuracion. lizatiéa de
los 2 dominios mejor conservados estructuralmente esta sombreada con gris. Bamirtaslices estan
representadas por flechas azules y cilindros verdes respectivamente. Los cilindros vacios corresponden a

las estructuras secundarias mas conservadas de la superfamilia GT-A.

Entonces, las GT-A, familia a la cual pertenece la RGP, tendrian dos dominios
(Figura 35B), como se explicd en el parrafo anterior, la primeréarregintiene 100
aminoacidos aproximadamente en el amino terminal, que corresponde mayoritariamente
al dominio de union a nucledtidos DxD; y la segunda region comprende un motivo
estructural formado pds6-a4-05, que corresponde al dominio aceptor (Breton et al.
2006) En la figura 36, se puede observar que el motivo DxD siempre ocurre después de
un cluster hidrofébico vertical que indicaria una lanfindgigura 35 A y B, y Figura
36) y también precede otro cluster hidrof@bi&sta estructura esta muy conservada
dentro de las RGPs, y de las GT-A en general (Breton and Imberty 1999). Las proteinas
RGP, como se dijo anteriormente unen®Mque junto con las 3 lisinas cercanas al

motivo DxD ayudan a dispersar la carga negativa del nucledtido.

OsRGP1 OsRGP2

Figura 36-Esquema de la presencia del motivo DxD en las RGP de papa y artando HCA plots.

HCA plots fueron obtenidos del servidor drawhca (http://www.Imcp.jussieu.fr/~soyer/wwwhca/hca-
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form.html). Las secuencias de proteinas estan representadas como una-tedicts duplicadas que
agrupa clusters de residuos hidrofébicos contiguos. El coédigo de una letra fue usado para los

aminoacidos.

Aunque el espectro de CD no mostréedincias estructurales entre la RGP a
LIS y la RGP a HIS, los espectros de fluorescencia mostraron ligeras diferencias en la
maxima fluorescencia alcanzada en cada caso, que sugeriria un cambio estructural que
expuso otros tript6fanos que no estaban expuestos (Figura 37). Si bien el aumento
observado no es muy grande, puede deleergee la proteina tiene 9 triptéfanos 12
cisteinas, 18 tirosinas y 19 fenilalaningsge también fluorescen, lo que hace que el
cambio en el espectro de fluorescencia no sea muy notorio. Si bien el espectro de
fluorescencia de la RGP es no presenta el tipico méximo de emision de los triptéfanos a
330 nm como las proteinas de bibliografia, se encontr6 que es muy similar al de la
Piridinolina, que es un crosslink no reducible del colageno (Fujimoto y Moriguchi,
1978).

X}
»

Ry Fraccion de Afinidad en HIS

25

Fluorescence (Arbitrary units)

08 Fraccion de Afinidad en LIS

300 20 340 360 380 400 420 440 460 480 500
Wavelenght (nm)

Figura 37-Espectro de fluorescencia de la RGP en condiciones HIS y LL&s fracciones que
eluyeron a 2 mM UDP se agruparon, se dializaron exhaustivamente contra 25 mM Tris pH 7.4 para
remover todo el UDP posible, y se hizo su espectro de fluorescencia primero en condiciones LIS, y luego
a HIS por el agregado de 200 mM de KCI. La muestra fue excitada a 295 nm, con la slit de 3. El panel
superior muestra el espectro de fluorescencia de la StRGP a HIS, y el infeBor a LI
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Las anomalias obtenidas en el espectro queadeban al tipo de oligdmero resistente

gue es capaz de formar la RGP, ya que si bien los espectros de fluorescencia se
realizaron en distintas condiciones deerfia ionica, se hicieron en condiciones
oxidativas, lo que favorece el alto peso @salar. Si bien los nucleétidos no fluorescen,

la sumatoria de efectos, el oligémero con e"Mmido y coordinado con el UDP,

podrian hacer que la proteina florezca de forma anémala.

73



Resultados

Capitulo 2-Expresion de la RGP-Requleidon de la proteina RGP durante

el desarrollo de la planta

2.1.-El desarrollo modula el estado deligomerizacion de la OsRGP Qriza sativa

RGP)

Para estudiar la regulacion de la RGPwertion del desarrollo, estiecimos un modelo de
cultivo de plantas de arroa vitro. Se utilizaron semillas de arroz variedad El Paso 144, se
cultivaron en camara de cultivo con fotopeo (Figura 38 der.). En este sistema la
germinacion ocurre después de 1-2 dias dtivaulos coleoptilesy las raices nodales
emergen de la semilla al dia 2, y tanto Id$acomo algunas hojas son visibles después
del dia 4, se puede observar queartir del dia 4 hay un incremto del peso y longitud de

las plantas (Figura 38 izq.). Se obtuvieron extrm@roteicos solubles de la semilla sin
germinar (dia 0), semilla germinada (dia 2) y de plantas a distintos tiempos de crecimiento.
Estos tiempos de cultivo fueron escogidos, ya que durante los primeros estadios de
desarrollo ocurre una activa ssis de polisacaridos de parlular, escenario ideal para

estudiar la expresiéon de la RGP.
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Figura 38. Sistema de cultivo de plantas de arroin vitro. Semillas deoriza sativavar EL Paso 144,

fueron esterilizadas y cultivadas en medio MS (Murashige and Skoog, 1987) en camara de cultivo con 12
horas de fotoperiodo a 22 °C. 0, semilla sin geminar; 2 semilla germinada de 2 dias de cultivo; 4, plantula de
4 dias de cultivo; 8 plantula de 8 dias de cultivo; 10, plantas de 10 dias de cultivo. Medicién deqsad@&me

crecimiento.

Los extractos de proteinas tomados a lospg@rmmencionados en arriba fueron analizados
por SDS-PAGE y Western blot (Figura 39 &Ancontramos que la RGP esta presente en
semilla sin germinar en forma de monémem 40 kDa. Claramente, el perfil proteico

incrementa su complejidad luego del 2da dé cultivo. Una banda de mayor tamafio, 116
kDa es reconocida por el anticuerpo &8P y se hace muy abundante cerca del dia 4.
Analisis densitomeétricos revelan un macadorémento en la cantidad de esta banda
durante el desarrollo comparada con el morrérde RGP, el cual va decreciendo (Figura

39 B). También se hace visible una banda pegqueia que el mondémero, de 26 kDa, que

aparece concomitantemente con lasdas de alto tamafio molecular.
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w 4 S | 116 kDa
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Figura 39-Expresion de la RGP durante el desarrolléd\ SDS-PAGE y Western blot de extractos proteicos

de plantas de arroz de 0 a 10 dias de cultivo B Cuantificacién de las bandas proteicas mediardenal prog
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Scion image. Se graficé intensidad relativa vs. tiempouttéro. Los valores en kDa corresponden a la masa

molecular del monémero y de las proteinas que contienen RGP.

El perfil de proteinasobtenido por Western blotasi como las diferencias
observadas en la cuantificacidlevo a investigar el tamafio nativo de la OsRGP en la
semilla sin germinar y luego de 8 dias de cultivo. Extractos de proteinas de una fraccion
soluble obtenida por ultracentrifugacion (S14@@ron separados por Superosa 12. Cada
fraccion se dividio en dos: con ualcuota se determiné actiad RGP y con la otra se se
corrié un gel SDS-PAGe seguido de Westent fFigura 40- 42). La RGP de 8 dias eluyé
como un pico ancho con un maximo de actividadas fracciones 6 y 7, que corresponde a
un tamafio nativo de 176 kDa, constituyéndose en tetrameros de RGP. Sin embargo
encontramos que en la semilla sin germinar (0 dias) la maxima actividad coincide con el
peso molecular del monémero de la prot€dffakDa). En la figura 40 también se observa
gue en la semilla hay un pequefio pico de/idad que se corresponde con el tamafio del
tetrAmero. Este oligbmero se detecta por ¥asblot solo en estas condiciones, quizas
debido a un equilibrio entreas formas monoméricas y oligomérica, o también podria
deberse a la disociacion de actor regulatorio durante elntézaje molecular. Entonces, se
encontré que la RGP no solo esté presenta samilla sin germinar, sino que también esta
activa.

Las fracciones de plantas de 8 diasdalside Superosa que fueron sometidas a
SDS-PAGE vy reveladas por West blot (figura 40), mostraron la presencia del monémero
en fracciones de menor tamafio molecular, cemesperaba. Sin embargo los oligobmeros
son visibles en todas las fracciones, lo gsugiere que probablemente ocurra un equilibrio

entre las formas monoméricas y oligoméricas
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Figura 40- Andlisis de ta mafio nativo de I&RGP de plantas 8 dias y semillas sin germinaExtractos de
proteinas correspondientes a los tiempos de cultivo mencionados fueron cromatografiados en Superosa 12.
Las alicuotas obtenidas fueron incubadas con UfiRGIc durante 2 horas, se cuantifico la glucosa
radiactiva en el precipitado de TCA, ¥orresponde al volumen muertos léechas corresponden al volumen

de elucion de markers proteicos y los nUmeros,@esa molecular en la fraccién correspondiente.
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Figura 41- Andlisis de la formacién de complejos de RGP de plantas de 8di&s tamafio nativo de la

RGP de arroz se analiz6 por Superosa, SDS-PAGHKestern blot. Las fracciones de Superosa fueron
ensayadas para actividad RGP y agrupadas, con un tamafio de exclusién similar, estos grupos fueron
sometidos a SDS-PAGE y Western blot.
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Figura 42- Analisis de la formacién decomplejos de RGP de plantas de 0 diakl tamafio nativo de la
RGP de arroz es analizado por Superosa, SDS-PAGHEestern blot. Las fracones de Superosa fueron
ensayadas para actividad RGP y agrupadas por tamafio de exclusion similar, estos grupos fueron sometidos a

SDS-PAGE y Western blot. To la muestra antes de Superosa.

Dicho equilibrio entre el oligdbmero gl mondmero no estaria regulado solo por
interacciones hidrofdbicas, ya que la ingcidn con un agente caotropico como el HCI-
guanidinio, y posterior SB-PAGE y Western bldfFigura 43), muesdrque los oligdmeros

no se desarman.
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26 kDa

HCI-G - + - + - + -+

Figura 43-Andlisis de oligomerizacion de las fracciones de Superogar incubacién con un agente
caotrépico. Las fracciones de Superosa que mostelbaismo perfil de proteas por SDS-PAGE fueron
combinadas e incubadas con HCI-gdamo (ver materiales y métodpsluego fueron centrifugadas y
sometidas a SDS-PAGE y Western blot.
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2.2.- El estado fisioldgico de la plantenodula la oligomerizacion de la OsRGP

Con el objetivo de ahondar e&h mecanismo de regulaciorsifilogica de la OsRGP, se
cultivaron plantas etioladas. Estas plantasetieta ventaja de tenauna alta tasa de
elongacion, y no tener un sistema activo de cajptadé la luz. De estas plantas crecidas 8

dias en oscuridad, e&fmos proteinas y analizamosparfil de actividad en funcién del

tamafio por Superosa 12 (Figurd.44a RGP extraida de plastde 8 dias etioladas, eluy6

con un maximo de actividad en las fracc®Bey 7, que corresponderia a un tamafio nativo

de 176 kDa, (tetramero), y con otro maximo de actividad en fracciones que corresponderian
a 176-44 kDa (trimero-monomero). Este resldtaugeriria que la R&estaria muy activa

en las plantas etioladas las cuales presentan activa sintesis de pared celular, debido a la alta
tasa de elongaciditrosgrove 1997).

5000
176 kDa

4000 48 kDa

3000 290 kDa
2000

1000

Glc incorporation [CPM]

Fraction Number

Figura 44- Andlisis de la formacién de comigjos de la RGP de plantas 8 dias etioladagn extracto de
plantas de arroz crecidas en la o&tad fue sometido a cromatografia en Superosa 12. Las alicuotas eluidas
de la columna fueron incubadas con UB]GIc durante 2 horas, se cuantifico la glucosa radiactiva en el
precipitado de TCA. Ycorresponde al volumen muerto; las flechbagesponden al volumen de elucién de

markers proteicos y los nimeros, a su paestecular en la fraccion correspondiente.

Para investigar si el cambio en el tamafio etiolado era fisiologico, se tomaron
plantas crecidas en la osdad durante 8 dias y se expusiea la luz, hasta obtener un
color verde parejo, se extrajer proteinas y se hizo Superdsa (Figura 45). El perfil de

actividad muestra que el méxd correspondiente al mondémero disminuye notablemente, y
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el maximo de actividad coirgé con el correspondiente tamafio nativo de 176 kDa, por
lo tanto se asemeja al de las planta8 dé&s crecidas en fotoperiodo (Figura 41).
Entonces, los mecanismos post-traducdesaque estarian involucrados en la

regulacion de la RGP dependaridel estado metabdlico de la planta, lo que se hace
evidente durante el desarrollo.

4000

176 kDa

3000

2000

Incorporacion de Glc [CPM]

0 4
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Numero de Fraccion

Figura 45- Analisis de la formacion de complejode RGP en plantas crecidas durante 8 dias etioladas y
luego puestas a la luzUn extracto de plantas de arroz crecidasla oscuridad y expuestas la luz hasta
obtener color verde parejo, fue sometido a cromatografia en Superosa 12. Las alicuotas eluidasteala
fueron incubadas con UDP-[14C]Glc durante 2 horas, se cuantificé la glucosa radiactiymesipgado de
TCA. V, corresponde al volumen muerto; las flechagesponden al volumen de elucion de markers

proteicos y los nimeros, a su peso mdkcen la fraccion correspondiente.

2.3- La actividad de la OsRGP tambig esta requlada por el desarrollo

Los resultados obtenidos sugieren que larelifeia en el tamafio molecular es debida a
regulaciones post-traduccionales gatilladasgb@stado metabdlico, que cambia mucho en

los primeros estadios de desarrollo de &ntad. Entonces, para estudiar si el patron de
glicosilacion también se mditiaba durante el desarrollo, se tomaron semillas sin
germinar, semillas germinadas y plantas de 8 dias, se extrajeron proteinas y se separaron
por SDS-PAGE, el gel fue transferido y rlado por Western bloy autorradiografia

(Figura 46). Se encontro que la RGP presente en semillas sin germinar es activa, como ya
habiamos visto por Superosa Ifye se radidigosila con UDPJ'C]Glc, y que la

glucosilacion es reversible en todos lo t® ensayados. Si observamos la cuantificacion
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de la autorradiografia (Figura 46, panel infgrise ve un maximo de actividad a los 2 dias,
asi como también se observa que aparecéamda radioglicosilada de menor tamafio que
el mondmero, a los 8 dias de cultivo, que quedgsica la menor radiactividad asociada a

la RGP de 8 dias, comparada con la de 2 dias.

Dias de
Cultivo 0 2 8
Bt g w116 kDa
—— o = | 26 kDa
LT R L — s 40 kDa
—_— 26 kDa
UDPGlec - + + - + + - + +
UDP e - -+
“& 30000
g‘g 25000
508
T = 20000
x g
T T q5000
o W
E% 10000
_g_g 5000
£5
-— o
0 2 8

@Sin UDP mCon Upe  Dias de Cultivo

Figura 46- Incorporacion de Glucosa y reversitidad de la glicosilacion en el desarrolloSe extrajeron

proteinas de semillas sin germinar (0 dias), semillasigadas (2 dias), plantas (8 dias), se midi6 actividad
RGP asi como también reversibilidad de la glicosilagénjetuvo la reaccion por el agregado de 10% TCA,
y las proteinas se separaron por SDS-PAGE y se reagtar Western blot, (panel superior, gel superior) o

autorradiografia, (panel superior, gel inferior). r@rca radiactiva se cuantific6 con el programa Scion
Image y se grafico intensidad relativa vs tiempo de cultivo. Los valores en kDa corresponden a la masa

molecular del monémero y los complejos que contienen RGP

En la misma medida se ve que la RG&sas tiempos de divo se radioglicosila
también con UDP{C]Gal y UDP-{*C]Xil (Figura 48). La RGP en la semilla sin germinar
es capaz de glicosilarse con los 3 azlcares, asi como la de la semilla germinada y la de la
planta, aunque la RGP correspondiente aedmilla germinada parece mas activa, esto

podria deberse a que a los 8 dias apareaebanda mas pequefia que el monémero que
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también se radioglicosila y revierte su glicasibn en la misma medidpie la banda de 40
kDa (Figura 46 y 47). En ambos casos es itar falta de glicatacion del oligdmero.
Aunque las fracciones correspondientes a tamaridsculares mayores al monémero eran
activas, y los complejos de alto pesolecalar son visibles por SDS-PAGE, no se
observan por autorradiografia lo que sugigue no estarian glucosilados o que no se

glicosilan bajo estas condiciones porqueegtarian glicosilados endégenamente.
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Figura 47 — Glicosilaciéon vs. Desarrollo Proteinas solubles de semillas y plantas de arroz en distintos
estadios de desarrollo fueron incubados con UDP-Gal, UDP-Xil o UDP-GIc radiactivo duramia. 38
corridos SDS-PAGE vy revelados por autorradiogrdBid.as bandas obtenidas fueron cuantificadas con el
programa Scion Image, se grafico intensidad relasviéempo de cultivo. Los valores en kDa corresponden a

la masa molecular del monémero y a los complejos que contienen RGP

2.4- El agregado de fosfatasa alcalina modaldiferencialmente laactividad de OsRGP

dependiendo del desarrollo.

En trabajos anteriores realizados con la pnatelie papa se reportd que la glicosilacion y el

tamafio de la StRGP eran modificados por etgapo de fosfatasa alcalina, también se vio
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que este efecto es revertido por inhibidodesfosfatasas (Testcca et al. 2004). Para
analizar si las diferencias obgadas durante el desallo podian debersa la fosforilacion
de la proteina, se ensayaron diferentes tierdpasultivo con fosfatasa alcalina (Tabla 3) y
se observo que en la semilla sin germinagnyla semilla recién germinada, que son
predominantemente monomeéricas, disminuyditagilacion mientras quen la plantula de

8 dias que puede oligomerigar aumenta la glicosilacion.

Fraccion Fosfatasa alcalina Incorporacion de Glc
(CPM)
Semilla sin germinar + 1259,75 + 167,67

- 2377,49 £ 182,34

Semilla germinada + 1822,30 + 145,27
- 2093,97 £ 178,55

Plantula + 2479,32 + 115,12
- 1678,83 + 105,22

StRGP recombinante + 4758,90 + 190,29
- 3327,07 £ 125,72

Tabla 3- Efecto de la fosfatasa alcalina sobre la actividad de OsRGP vs. desarroifcacciones de
proteinas de los distintos tiempos de cultivo fueron extraidas y se ensay0 actividad erapreseaasencia

de fosfatasa alcalina (5 U, gmmega). Se cuantifico radiactividad en el precipitado de TCA.

A este respecto, mediante el progradePhos (www.expasy.org/tools/), se obtuvo
la prediccion de sitios de fosforilacion pdas 3 RGPs de arroz. La prediccion tiene un
intervalo de confianza signifativo (Figura 49 y tabla 4).

Serinas Treoninas Tirosinas
OsRGP1 9 5 7
OsRGP2 9 7 4
OsRGP3 5 5 7

Tabla 4-Prediccién de fosforilacion en serinas,réoninas y tirosinas para las 3 RGPs presentes en
plantas de arroz La prediccion se hizo con el programa NetPhos 2.0, en la interface de

www.expasy.org/toold os puntajes para las predicciones van de 0.5-0.99; siendo 1 el puntaje mas alto.
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Figura 48-Prediccion de fosforilacion en serinasireoninas y tirosinas para las 3 RGPs presentes en

plantas de arroz La prediccion se hizo con el

www.expasy.org/toolsEl tamafio de la barra inditafortaleza de la prediccion.

Las diferencias en los patrones de do#dcion putativos se deberian a las

diferencias en la secuenciaam®inoacidos de las 3 RGPs.

programa NetPhos 2.0, en

la interface de
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2.5-Estudio de la expresion de la OsRGPravel transcripcional también depende del

desarrollo

En arroz se conocen 3 secuencias (Figurad#&®ibuidas en los cromosomas 3, 7 y 4 que
codifican para 2 C1RGP con 80% de similigrdre si, y una C2RGP con 78% de similitud
con las clase 1. La clase 1, tiene actividadweglicosilacion asi como también de mutasa
de arabinosa, mientras que la clase 2, msenta ninguna de las actividades descriptas,
pero los heterocomplejos de las clasg 2, son mas activos que los homocomplejos
compuestos por RGPs de la clase 1 solamente (Konishi et al. 2010).

C1RGPs
RGP1 (0s03g0599800)
HC.006396,1
1-.._'1. .‘--]
T - T T T T R e v T gy
B = sllng plan B - wivealabsd roalan

RGP3 (Os07g0604800)

NC_008400,1
tllll“:_ _t:l“}
BLALEAIS.] T T M e Ty
0 = comlleg replon B = unbresalobed reslen
C2RGP (0Os04g0660400)
HC.000397.1

" L
ELEUNNEALL EE—l- N IS teealheblanl_arieas
0 = oeilley repion 0 - wirasalobsd realas

Figura 49- Esquema de la organizacion génica de las RGPs de arr8e hizo una bisqueda de secuencias

de las RGPs de arroz en genebawkvw.ncbi.nim.nih.gov/genbank/y se encontraron estos 3 disefios

génicos.

Para estudiar si los cambios observadosivel de proteina tenian correlacién a
nivel transcripcional, se disefiaron sondas diferenciales para estudiar la expresion de las dos
clases de OsRGP por Northern blot (vettariales y métodos), durante la germinaciéon y
elongacion de plantas deroz cultivadasn vitro e in vivo.Los fragmentos obtenidos por
PCR fueron purificados del gel y secuawmds, por medio del programa BLAST se
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alinearon las secuencias de interés, eméndbse que los fragmentos no tienen hibridacion
cruzada entre si, salvo en el caso de la sond@rsal, que esta generada sobre una porcion
conservada que hibridiza ctas dos clases de RGPs.

El patron de expresion de las OsRGP egdifeial, como se puede ver en la figura
50, donde se puede ver un incremento en ellABtal (Figura 50 A) entre los dias 2 y 4.
La misma tendencia se observa para las C1{@fara 50 B) sin embargo en el caso de la
C2RGP (Figura 50 C), se observa una seffaldea los 4 dias, donde si comenzaria a
expresase. Entonces, los resultados muestnamcremento en el mRNA de las Clase 1
OsRGP, que es concomitantenda rapida elongacion de laapta de arroz, especialmente
el tallo (Figura 39, panel derecho, cuadsadocsia) que ocurre entre los dias 2 y 4,
sugiriendo que la RGP esta asociada consdrdallo vegetativo cuando hay activa sintesis
de polisacaridos como ocurre es lorimeros estadios del desarrpilacomo se corrobora

con datos de microarrayst{p://mpss.udel.edu/ridgésquematizados en la tabla 5 si bien la

tendencia general es que mayoritariamentexpeesa la RGP1 (Figura 50), y aunque las
condiciones experimentales no son estmeate las mismas, puede observarse que la
contribucién de la RGP3 al total de lasR@P no es significativo, y que la RGP2 se
expresa aunque ninguno de los grupos gaigafamos en el tema haya podido medir su
actividadper se apoyando la teoria de que puedsdatrse de una subunidad regulatoria, o

que su actividad pueda ser inducible.
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Figura 50. Expresion de RGP durante el desarrollo-Se extrajo RNA total de semilla sin germinar (0

dias), semilla germinada (2 dias), y plantulas en distintos estadios de desarrollo (4 y 8 dias), se sembraron
30 ug de RNA total que fueron corridos bajo condiciones desnaturalizantes, transferidos a una membrana
de nylon, y revelados por la técnica de Northen blot con una sonda espésjfiSanda universal para
RGP(B) C1RGP(C) C2RGP.(D) Control de carga gel tefiido con Bromuro de Etidio.

Expresion Relativa (transcriptos  por millén)
Tejido RGP1 RGP2 RGP3
Tallos (60d) 3639 788 15
Hojas (14d) 760 70 6
Raices 2164 334 16
Semilla germinada 3331 832 56
(3d)

Tabla 5-Expresion relativa de los 3 genes de OsRGR.0s detalles de preparacion de tejidos y los métodos
usados para generar los patronesegpresion pueden ser obtenidos ldebase de datos Rice MPSS en

http://mpss.udel.edu/rice/
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2.6.-La expresion de la OsRGP no solo estagulada por el desarrollo sino también

por hormonas

2.6.1.-Las hormonas involucradas en elongacion inducen la OsRGP

Al observar las diferencias das formas de la OsRGP ergadas a nivel de proteinas
junto con el patron de exprésidiferencial generado poradsarrollo, y dado que en arroz
es bien sabido que los procesos de elobgaestan regulados por auxinas y citoquininas
se estudid la induccion de hormonas que regeladesarrollo sobre la expresion de la
RGP. Para esto se utilizé, AIA (A idolacético, una auxina) y BAP (6-
bencilaminopurina, una citoquinina). Se tomataltos de plantas dé dias y se incubaron
12 horas con AlA 'y BAP, se ezip RNA total y proteinas. El RNA se separé mediante gel
de agarosa en condicionessdaturalizantes y se reveldediante Northern blot; las
proteinas se separaron por SBAGE y se revelaron por \&tern-blot (Figura 51). Se
puede ver que la RGP se induce a todos helas luego del tratamiento hormonal, ya que
se observo un claro aumento en el niveldehoméro de 40 kDa (Figura 51 B), asi como

también un aumento en la glicosilacion (Figura 51 C).

A ¢
Eadd
[TX"] 25SrRNA
B
_ 40 kDa
Cc
c 1
— 40 kDa
o 26 kDa
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Figura 51- La OsRGP es inducida por homonas que regulan el desarrolle Tallos de plantas de 4 dias

fueron inducidas, se incubaron con®1d IAA + 107 M BAP en buffer fosfato, luego se cambio a MS-

liquido y se dejaron 40 min. Se tomaron alicuotas para extraer RNA y profeHiRNA se separ6 en gel

de agarosa desnaturalizante y se reveld por Northern blot utilizando una sonda universal para ambas clases de
RGPs. Las proteinas se separaron por BBGE y se revelaron por Western bRjto se ensayo actividad

RGP y se revelaron por autorradiogratia

2.6.2- Las hormonas involucradas en la germinacién inducen la OsRGP

La observacion de la OsRGP en la semilla sin germinar, tanto a nivel de mensajero como
de proteinas (Figura 50 y 38 respectivamente)p solo su presencia, sino también su
actividad (Figuras 46 y 47), llevo a preguntastambién era inducida por GA (giberelina)
ya que es sabido que la GA induce la germoragila accion de AlAgcon la consecuente
elongacion del tallo. Para esto se cultivaronikasnde arroz en medio MS en presencia o
en ausencia de GA (Figura 52 A), y se @uetomando alicuotas de 1 a 3 dias, estos
tiempos fueron elegidos ya que al dia 4y baa induccién intrireca por el desarrollo
(Figura 50). Los resultados mstran una induccion del mRN#e OsRGP del dia 1 al dia
3. Para discernir que el efectle la GA fuera directo sabda RGP y no mediante la
induccion de lar-amilasa y la liberacion de azlcaresrdgerva, se cultivaron semillas en
presencia de distintos azucares en el mééioultivo (Figura 53 B). Se observa que no hay
induccion significativa por algun azar libre en particular, lo quaugiere que el efecto de

GA sobre la RGP seria directo.
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Figura 52- La OsRGP es inducida por hormonas que regulan la germinacion y no por azlcares

Senmiillas de arroz fueron cultivadas en medio MS en ausencia o en presencia #&6&A(as muestras se

tomaron a los tiempos mencionadBsidem pero se cultivaron en presencia de: 3 % de Glucosa, 0 3% de
Sacarosa, o de 3% de Manitol. El control esta adtiven ausencia de azlcares y las muestras fueron
cosechadas a los 3 dias. Se tomaron alicuotas a los tiempos mencionados para extraer RNA total que se separd
en gel de agarosa desnaturalizante y se reveld por Northern blot utilizando una sonda universal que revela una

zona conservada de las RGPs.

2.7- Las situaciones que movilizan azlcares dentro de la planta también inducen la
OsRGP

Los movimientos de azlcares en lasnphs ocurren todo dliempo, por motivos
fisiologicos, como floracién, o estacionalegpfio-primavera; en esta seccion hacemos
referencia a situaciones que provocan cambios bruscos en los gradientes de movilizacién,
como es el estrés. Particularmente situasodonde la integridad de la pared se ve
amenazada de algun modo como es el estrésdmitas heridas. Se tomaron plantas de 4
dias, (si bien la OsRGP esta naturalmente iddyice necesitaba una masa minima para el
ensayo) se destaparon y se deshidrataron ha#tal@pérdida de peso fresco para el estrés
hidrico, luego se extrajo RNA total (Figura 5Bgara las heridas, se tomaron plantas de 4
dias y se destaparon en campana de flujaniar, para mantener las condiciones de
esterilidad y se le realizaron cortes en lasd)gja taparon y se depa toda la noche y se

extrajo RNA total.
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Figura 53- Las situaciones que movilizan azlcares digo de la planta también inducen la OsRGP. A-

Plantas de arroz de 4 dias de cultivo fueron desecadas hasta perder 25% de su peso fresco (D, por desecacion)
o heridas en las hojas (W, por wounding), el control se realiz6 con plantas a las que hizedriatamiento

alguno.B- Plantas de arroz de 4 dias fueron incubadas cdMIABA (por Abscisic Acid, Acido abscisico)

como se describe en Materiales y métodos, el control se hizo con plantas incubadas en Phosphate buffer. Se
extrajo en ambos casos RNA total, se separ6 medjehide agarosa en condiciones desnaturalizantes y se
revel6 por Northern blot. El blot se revel6 ctansonda universal, que fue generada sobre una zona

conservada de las RGPs.

Se puede ver que la OsRGP se inducea@rdiciones de ests, tanto mecanico,
como en el caso de heridas o desecaci@u(&i53A), asi como también mediado por ABA
(Figura 53B).

De los ultimos ensayos, se podria concluir lguRGP esta prestnen una variedad
de caminos metabdlicos, sugiriendo que hay un denominador comdn para estos caminos
metabodlicos, un nodo donde convergeriamste nodo seria la necesidad de
remodelar/reconstruir/ o constraie novola pared celular, ya que la situaciones ensayadas

tienen por comun denominador algunadificacion a la pared vegetal.
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Capitulo 3-Estudio de la localizacia subcelular de la proteina RGP

3.1- La proteina RGP esta asociada a las vesiculas de Golgi como parte de

complejos proteicos de gran peso molecular

La RGP se encontré tanto en forma soluble, como asociada a la fraccion de membranas.
Técnicas de inmuno-histoquimica combinadas microscopia de transmision de
electrones indican que la RGP esta localizada en el aparato de Golgi (Dhugga et al.
1997). Para analizar si su presencia enagi@nela es en forma monomérica o asociada

a complejos proteicos, se aislaron vesiculas de GolgAdebidopsis thalianao de
epicotiles de arvejaP{sum sativumy se analizo el peso molecular nativo de la RGP
usando gradientes de sedimentacion y el@xtsis en geles natis (Blue Native Gel
Electrophoresis: BNGE). La RGP fue extlaide membranas usando Triton X-100, un
detergente no-ionico, y separada por sediawdn en un gradiente de sacarosa de 5-20

% (w/v). La distribucién de la RGP en el gradiente fue analizada por Western blot
usando un anticuerpo anti-PsRGP (Pisum sativum RGP). Los resultados muestran que
la RGP esta distribuida todo a lo largo del gradiente (Figura 54) aunque un ligero
incremento fue observado en la zona correspondiente a 400 kDa sugiriendo que la RGP
localizada en el aparato de Golgi debe estar presente en estructuras complejas de alto

peso molecular.

Sucrose Gradient

90 140 240 4?0 kDa

I l
5% 20%

kDa

S

Figura 54- La PsRGP asociada a las membranas del aparato de Golgi exhibe un coeficiente de
sedimentacion heterogénedMembranas del aparato de Golgi fueron solubilizadas en 1% (v/v) Triton X-
100 y sedimentadas mediante un gradiente de sacarosa de 5-20 % (w/v), fracciones de 30 pl fueron

colectadas y separadas por SDS-PAGE. La proteina RGP fue identificada por Westesaszdo un
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anticuerpo especifico anti-PsRGP. Los marcadores de tamafio (flechas superiores) son: ovoalbumina (90
kDa), LDH (140 kDa), catalasa (240 kDa) Brgalactosidasa (460 kDa) fueron separados por
sedimentacion. Ovoalbumina y catalasa fueron detectadas usando tincidbn con plata mientras que la
distribucién de LDH y laB-galactosidasa fueron ensayadas enzimaticamente en cada gradiente de

sedimentacion.

3.2- Los complejos asociados al aparato de Golgi contienen RGP monoméricas.

Los resultados anteriores muestran quRG&P puede ser parte de complejos proteicos

de alto peso molecular. Para analizar si estos complejos son capaces de revertir su
tamafio dando el mondémero se uso la técnica de electroforesis en geles nativos (BNGE),
un procedimiento muy usado para estuderformacion de complejos proteicos
asociados a membranas de organelas (Schagger and von Jagow 1991). La extraccion de
proteinas de las membranas fue realizada con Triton X-100 (0,1; 0,5y 1,5 % v/v),
seguida de BNGE y Western-blot (Figura 95).analisis por Western blot revel6 una

serie de bandas reconocidas por el anticuerpo anti-PSRGP, que mejoran su definicion
con el aumento de concentracion del detergente (Figura 55A), estas bandas estan entre
880 y 400 kDa. Es interesante notar que el patrén de complejos que contienen RGP se
comporta como una escalera que parece tener escalones que aumentan de tamafio en
multiplos de 40kDa. Para confirmar que estas bandas contuvieran RGP monomérica, se
cortd una calle del BNGE y se cargo 8DS-PAGE para correr en una segunda
dimension. Los resultados muestran que cada una de esas bandas observadas en la
primera dimensién contienen una proteina que separada en segunda dimensién produce
dos bandas (40 y 80 kDa) que son demas por el anticuerpo (Figura 55B).
Inesperadamente, la abundancia relativa de las dos bandas indicddar@segrande

(80 kDa) es méas abundante que la mas pequefia (40 kDa). La RGP unida al aparato de
Golgi es parte de complejos proteicos de alto peso molecular que estan formados por

monomeros de RGP.
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Figura 55-La proteina RGP es parte de multiples complejos proteico$A Se extrajeron proteinas de
membranas de Golgi deabidopsis thaliana diferentes concentraciones de Triton X-100 (0.1, 0.5y 1.5

% (v/v)), estos extractos fueron sepasagor BNGE y revelados por Western-BIBtla calle obtenida

en el BNGE correspondiente a 1.5 % (v/v) Triton X-100 fue cargada en para una corrida en una segunda
dimension en SDS-PAGE y la RGP fue revelada usando un anticuerpo anti-PsRGP. Las flechas

corresponden a proteinas marcadoras de peso molecular en kDa.

De estos resultados se puede ver que la RGP formaria parte de complejos que se
unen a las membranas del aparato de iGalgbien sigue siendo desconocido el
mecanismo que la ancla a dichas membranas. Predicciones transmembrana de la
C2RGP de arroz mediante el programa TMpred (Hoffmann & Stoffel, 1993) usando la
secuencia de C2RGP presente en genebank con un GI:115461086, (NP_001054143.1
0s049g0660400), arrojé un resultado positivo (Tabla 6 y Figura 56).

Orientacion Posicibn | Centro | Puntaje Preferencia
Afuera hacia 186-204 196 798 +

adentro

Adentro hacia 189-209 199 1174 ++
afuera

Tabla 6-Prediccion de pasos transmembrana de C2RGP de arrdtediante el programa TMpred
(http://www.ch.embnet.org/cgi-bin/TMPRED _form_parssolo es tenido en cuenta un puntaje mayor a
500.
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TMpred output for C2RGP
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Aminoacid position

Dentro hacia afuera
v Afuera hacia adentro

1 MSLEI QDSEV DI VI AALQPN LTTFFEAWRP FFSRFHI | VW KDPDVAEELQ | PTGFDLKVY
61 TKSDMGVLGA TSI DFSGHSC RYFGYLVSRK KYVI S| BBNC LPAKDNGGLT VDAVAQHVEN
121 LKTPATPFFF NTLYDPFRKG ADFVRGYPFS LREGVECMLS CGLW.HNADY DPMIHVVKRN
181 QRNTTYVDAV MIVPLGAMWP VSG NVAFNR EVLGPVMFPA LRLRKEGKHR WDTLEDVWWNG
241 LCAKWCDRL RYGVKTGLPY VMRSDAEAGK ALESLKEWEG VKVMDWLPF FESLKLSSTS
301 VTVEDCVKEL TSI VKEKLGP ONAI FAKAAD AVEEWTKLWK SHGAQSA

Figura 56- Prediccion de pasos transmembrana y secuencia de la C2RGP de arrAmnque las dos
hélices transmembrana predichas por el programa tienen un puntaje alto, hay una orientacién que se ve
favorecida, linea punteada. En el panel inferior se muestra la secuencia de aminoacidos de la C2RGP,

resaltando el amarillo, la hélice transmemhrpredicha, y en fucsia, el sitio DDN.

La C2RGP tendria un paso transmembrana (Tabla 6 y Figuras 56) que dejaria el

N-terminal del lado de afuera del Golgi, libre para interactuar con las otras subunidades.
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1-Estudio del mecanismo de reaccién vy de la localizacion de la proteina RGP

Las plantas explotan una variedad de meraos para regular la producciéon y el acceso

a los azlcares en respuesta a sefales de desarrollo, los factores ambientales y el estado
metabolico. En este trabajo de tesis se describen caracteristicas funcienalpsoteina

RGP tanto a nivel de mecanismo, y lozadiion, profundizando nuestra comprension de

la regulaciébn de la proteina, como a nivel transcripcional y post-transcripcional,
puntualizando sobre su capacidad de formacion de complejos.

En los dos primeros capitulos se muestra que la RGP se incorpora a complejos de
proteinas que probablemente corresponden a homo-multimeros (Figura 21 y 40). Los
resultados indican que la glicosilacion de la forma monomérica juega un papel central en
la incorporacién de la RGP en complejos de proteinas (Figura 21) Se encontr6
correlacion entre la actividad de glicosilacion de la RGP y su presencia en los complejos
de proteinas, resultando en una mayor actividad cuando esti4 presente en forma de
monomero y en una menor actividad cuando se presenta en forma de multimero (Figura
21).

Por otra parte, la reverdidad de la glicosilacion también depende del nivel de
asociacion de la RGP, mientras que la forma monomérica es altamente reversible, la
forma multimérica es menos susceptible a liberar el residuo glicosidico en presencia de
UDP. Por ultimo, como se muestra en el capitulo Ill, la RGP se asocia a las membranas
del Golgi formando parte de complejos proteicos de diferente peso molecular (Figura 56).
En general, el comportamiento exhibido por la RGP es bastante singular.

Es poco probable que las propiedades rg#ass por la RGP sean resultado de
modificaciones tales como protedlisis o desradizacion de la proteina. En primer lugar,
los cambios tanto en la actividad enzimatica como en la reversibilidad cuando se incuban
a distinta fuerza i6nica sontédmente reversibles, y no hay cambios en la actividad total,
argumentando en contra de un efecto proteoldice pueda alterar la funcionalidad de la
RGP. En segundo lugar, los resultados presentados en este trabajo fueron obtenidos tanto
con la proteina purificada de papa, de arroz, de arvajabjidopsisasi como también
con la proteina recombinante. En terceyaly la separacion en SDS-PAGE no muestra
evidencia de degradacion proteolitica, mas aun cuando se observaron complejos de
proteinas en estas condiciones, el patrén de migracion corresponde a la incorporacion de
subunidades de aproximadamente 40 kDa, es decir, el peso molecular de la forma

monomérica de RGP. En cuarto lugar, la evidencia de que la RGP es parte de complejos
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proteicos proviene de experimentos llevadasabo usando diferentes fuentes de enzima
(Solanum tuberosunPisum sativumArabidopsis thaliana, Oriza satiyaasi como en
diferentes enfoques experimentales (cramafia de exclusion de tamafio, SDS-PAGE,
sedimentacion y electroforesis en gel nativo). Por tanto, la evidencia antedicha, sumada a
datos previos (Ardila y Tandecarz 1992; Bocca et al. 1997) sugiere que la RGP de papa
también podria ser parte de complejos proteiRos.otra parte, se demostré que RGP1y
RGP2 de trigo forman parte de complejos giaas, y que esto modula la reversibilidad y

la capacidad de glicosilaciole RGP (Langeveld et al. 2002). Este comportamiento
también puede explicar los diferentes grados de reversibilidad en la glicosilacion de RGP
gue fueron descriptos previamente (Moreno et al. 1986, 1987; Bocca et al. 1999).
Ademas, estudios de doble hibrido en levaduras demuestran que la proteina RGP2 de
trigo interactia solo con las RGP1 y RGP2mtrias que en la purificacion del complejo

por columnas de afinidad no se encontré otro componente proteico (Langeveld et al.
2002). Por lo tanto, los complejos conteniendo RGP podrian ser creados por la libre
asociacion de monémeros disponibles. En concordancia con esta idea, la separacion en
Superosa 12 de los complejos de papa (Figura 21) muestra formas de peso molecular
superior al del monémero. Estas estructuraspi@recen tras una incubacion a alta fuerza
i6nica (Figura 21), recuperanddseactividad de RGP como mondémero. Mientras que la
incubacion de RGP en condiciones que favardadormacion de complejos, seguida de
SDS-PAGE (Figura 19), mostro la aparicion gradual de formas de peso molecular
creciente con una separacion alrededor de 40 kDa entre las diferentes formassidife
coincidente con el tamafio del monémero.

Estos datos muestran una inesperada complejidad biologica que implica una
reversion de los complejos de RGP hacia $& fmonomérica, cuando se los dializa a alta
fuerza ionica (Figura 21), mientras que la estructura multimérica se mantiene en
condiciones de SDS-PAGE (Figura 19). Aunque en general los complejos proteicos son
disgregados y sus proteinas migran como monomeros luego de los experimentos de
electroforesis, los oligdmeros de RGP sesites al SDS no fueron solubilizados bajo
condiciones extremas (Figura 43). Otros stigadores también describen proteinas
oligoméricas, que son resistentes a la d&mén por el calor y SDS (Schagger et al.
1994; Membré et al. 2000; Norambuena et a. 2002; Castelli y Vitale, 2005). Ademas,
Castelli y Vitale (2005) reportaron una protefl&a poroto, que adquiere una estructura

compleja y forma proteinas SDS-resistertespués de su asociacion a las membranas.
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Todos estos datos indican que RGPs de diferentes especies serian capaces de
autoasociarse para formar oligdmeros.

Los resultados muestran que la glicosilacion de RGP con UDP-glucosa, UDP-
galactosa y UDP-xilosa lleva a un cambio de conformacion de la RGP desde la fase de
mondmero a las estructuras con mayor peso molecular, lo que sugitagligmsilacion
seria capaz de cambiar la capacidad deG® de formar parte de un complejo (Figura
22). El hecho de que los oligobmeros puedan transformarse en monomeros despues de
didlisis a HIS (Figura 21), pero no por aendiciones desnaturalizantes del SDS-PAGE
(Figura 22, 39, 41, 43) podria deberse unasibdidad intrinseca de la proteina
oligomérica a un cambio especifico en el microambiente, que modificaria su estructura
terciaria o cuaternaria. Probablemente, loshiasndinamicos en las concentraciones de
UDP-azucares y/o un microambiente especifde membrana podrian estar siendo
imitados por los cambios en la fuerza ibénica en nuestro modelo experirBegah esta
hipétesis, encontramos que luego de glicosilarse, hay un cambio de tamafio hacia formas
de alto peso molecular (Figura 22), sugiriendo que la glicosilacién produciria un cambio
de conformacion que alterararia el patrorhidieofobicidad/hidrofilicidad de la proteina,
produciendo una exposicion de dominios que favorecerian mayor interaccion proteina-
proteina, lo que llevaria a la formacion de oligbmeros SDS- resistentes.

Se muestra que la RGP monomérica (Tabldene propiedasb bioquimicas que
son diferentes de la RGP oligomérica, (al menos del tetrAmero putativo de 176 kDa,
figura 21). Sin embargo, los complejos también se encuentran no sélo como tetrameros,
sino también como trimeros putativos (116 kDa; Figura 19, 22) y como un dimero
putativos (80 kDa, Figura 22). Ademas, latpina RGP se encuentra distribuida casi por
igual todo a lo largo del fraccionamiento @radiente de sacarosa, entre 90 a 460 kDa,
con un pico prominente en 240kDa en las membranas de G@gablielopsis thaliana.

Los resultados sugieren que la oligomacion de la RGP no solo dependeria del
contexto metabolico especifico, sino también del escenario central del desarrollo, como
puede verse en el capitulo Il. En este sentido, los experimentos realizados en plantulas de
arroz de 4 dias de cultivo mostraron un trimero resistente a SDS, como la forma mas
prominente, mientras que en las semillas no germinadas el monoémero es el predominante
(Capitulo I, Figura 40)

La proteina RGP se ha detectado tasutuble como unida a la membrana de
Golgi. En virtud de un incremento en la fuerza io6nica, o de la presencia de detergente

(Figura 55) la RGP de papa, asi como la de maiz, fueron liberadas de las membranas del
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aparato del Golgi o plasmodesmos (Moreno y Tandecarz 1982; Epel et al. 1996; Bocca et
al. 1997). Esto podria deberse a que eléotigro de la RGP se hace més hidrofébicos
aumentando su afinidad por las membranas, 0 que encuentre un socio que la una a la
membrana del Golgi, como podria ser la C2RGP, para la cual no se ha descripto
actividad, pero si se ha visto que posee al menos 1 paso transmembrana, lo que podria
asociarla al Golgi, dejando el extremo amino del lado citoplasmatico libre para
interactuar con las otras subunidades.

La RGP en las membranas de Golgi aisladas tanto de epicotfesude sativum
como de plantas deArabidopsis thaliana mostraron diferentes grados de
oligomerizacion, por lo que podriamos hipotetizar que la glicosilacion de la RGP conduce
a la formacion de oligbmeros solubles que pueden orientar a la RGP en la membrana de
Golgi. Este proceso evitaria el trasladdalenidad de azicar de nuevo a UDP. Para una
mejor comprension tanto de la formacion de complejos como de la asociacion a
organelas, se probaron otros posibles nudestazicares que las aqui presentadas como
ADP-glucosa, manosa-UDP, UDP-acido g&laonico, 4cido UDP-glucurdnico, que sin
embargo, no se unieron a la RGP (Bocca, 1998). Finalmente no se puede descartar que
otros azucares nucleétidos muestren interaccion con la RGP, como muestra Konishi et al.
(2007).

Hace unos afios Sagi et al. (2005) encootrgue la proteina RGP se asociaba al
Golgi, asi como a plasmodesmos lo que exgguin nuevo papel para la proteina, en la
exportacion nucleotidos-azucares. La apanidé complejos RGP, la correlaciéon con una
disminucion de la reversibilidad de la glicosilacion de los complejos, asi como la
confirmacion de que la RGP se asociam das membranas del aparato de Golgi, se
esquematiza en la Figura 58. La glicosilacion parece promover la asociacion de RGPs
monomericas mediante un cambio de conformacion, dado que la RGP asociada a la
membrana de Golgi esta presente en forma de oligdmeros. Los datos experimentales la
asocian con la biointesis de xiloglucano (Perrin et al. 1999; Faik et al. 2000; Madson et
al. 2003, Zeng et al. 2010), aqui, proponemos que la glucosilacion de la RGP
monomeérica llevaria a la formacion de estructuras de alto peso molecular que contienen

RGP, aumentando su afinidad por las membranas de Golgi.
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Figura 57.- Representacion esquematica del mecanismo de accion de la RGR glucosilacion del
mondémero de RGP conduce a la formacion de estructuras de alto peso molecular que contienen RGP,

aumentando su afinidad por las membranas de Golgi (De Pino et al. 2007).

2.-Expresion de la RGP

En esta seccion se discute la evidencesg@ntada sobre la regulacion post-traduccional

que regula la expresion de la RGP durahiesarrollo en plantas de arroz.

Se observé que la expresion de la RGRenia durante el desarrollo de plantas de
arroz, alterando el balance entre las formas monoméricas y oligoméricas, asi como
también su abundancia relativa. La regulagést-traduccional modula la formacién de
complejos, luego que ocurre la germinacion de la semilla. Concomitantemente con un
aumento en el nivel de la glicosilacion de la proteina RGP hay un cambio radical del
patron de expresion (Figura 39). Nuestros ltados indican que los complejos de alto
peso molecular son las formas mas prontemren los tallos de arroz. Dando como
resultado una induccion marcada de la RGR&a etapa donde hay activa sintesis de
polisacéridos, destinados al crecimiento (Figura 38). Teniendo en cuenta la cantidad de
mondmero junto con los oligoméros, hay un incremento significativo en la cantidad total
de RGP (Figura 39B).

La oligomerizacion de OsRGP seria generpdael monémero glicosilado. En el
monomero glicosilado se generaria un cambidaronacional que le permitiria asociarse

con otras moléculas de RGP para formar lagdateros (Figura 40 y 41). La cinética de
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formacion de los oligbmeros seria propia de cada especie, ya que involucraria
particularidades intrinsecas de la secuencia de aminoacidos de cada RGP presente en la
especie en cuestidon. Si tomamos como ejemplo la OsRGP, vemos por SDS-PAGE una
banda que corresponderia a un trimero, y el monémero, mientras que el dimero es una
estructura visible en la StRGP (Figura 22, 23 y 25) o en el caso de la AtRGP (Figura 55).

Entonces, podria ocurrir un equilibrio entre el mondémero glicosilado y el
oligbmero en las fracciones eluidas de Superosa 12 (Figura 40). Si bien los oligdbmeros
son observados radiogtisiladas solo en condiciones de Superosa 12 (Figura 40), no las
encontramos radioglicosiladas por autorradiografia (Figura 46 y 47). Este resultado puede
explicarse por dos alternativas. La primees la saturacibn de la proteina por
glicosilacién enddgena en estados no revessilila otra alternativa es que la RGP de
alto peso molecular esté impedida de ser glicosilada, tal vez debido a un acceso diferente
del residuo de azucar al complejo. Lécagilacion podria estar ocurriendo por una
reaccion de inter-glicosilacion entre diferentes moléculas RGP, entonces, si una
transferencia de azucar se produce entradéculas de RGP, en la forma oligomérica
la autoglicosilacion podria verse afectada por impedimento estérico. Un mecanismo
similar ha sido postulado para glucogeninainiciador propuesto para la biosintesis del
glucogeno en mamiferos (Cao et al. 1995; Gibbons et al. 2002).

También se observa que la expresion darddeina se desplaza entre estados mas
0 menos oligoméricos dependiendo del estad@lmdéico de la planta. Plantas etioladas
de 8 dias muestran un perfil de elucion con 2 maximos, en estructuras tanto monomericas
como oligoméricas (Figura 44), si esas plantas son iluminadas, las estructuras
monomeéricas disminuyen, siendo predominantes la estructuras oligoméricas (Figura 45),
lo que sugeriria que hay una predominancia de una u otra forma y que estaria regulada
por una necesidad especifica de la plantazddecen genes que codifican para proteinas
involucradas en la sintesis de pared celglee estan inducidos por auxinas durante los
primeros dias de crecimiento de plantas etioladas (Catala et al, g00a ser lo que
esta ocurriendo durante el crecimiento en oscuridad, ya que la RGP se ve inducida por la
presencia de auxinas y citoquininas mostrando tanto la forma monoméricas como la
oligomeérica (Figura 51).

Cuando la semilla germina hay una movilizacion de azucar procedente de los
materiales almacenados para cubrir las necesidades metabdlicas de la germinacién, ya
que durante el proceso de elongacién hdawacintesis de componentes de la pared

celular (Leonardi et al. 1995), observandose un cambio significativo en el patron de
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expresion de la RGP (Figura 39). En estadis, ademas de la forma oligomérica
discutida arriba, se revela la presencia de un péptido de 26 kDa. Su aparicion coincide
con la aparicién de bandas de alto peso ocutde y parece estar generado a partir de la
proteina RGP después de la glicosilaciogyFa 47), ya que esta radioglicosilado con los
tres UDP-azucares descriptos para la R@@Psea que este péptido pueda ser un producto
de la proteina RGP generado por protedlisis especifica, o liberado del oligobmero (esto
explicaria por qué no se encuentran laggomeéros radioglicosilados) esta bajo
investigacion. Por otra parte, es tentadspecular que el péptido podria generarse
durante la transicion-monémero hexadmero, formando parte del mecanismo de reaccion.
En la misma linea de evidencia, se reportdé una disminuciéon de la masa molecular de la
enzima nativa de papa después de glicosilacion (Moreno et al. 1986).

Un aumento total de la RGP ocurre en los primeros estadios de crecimiento, un
aumento de la RGP a nivel de proteing\Fa 39), que se correlaciona con un aumento
de la RGP a nivel de ARNm (Figura 50). Se observa ademas que las C1RGP,
especificamente la OsRGP1, es quien mas colabora en el total de la expresion de las 3
RGPs de arroz, en los primeros 4 diasulévo (Figura 50 y Tabla 5), sugiriendo que la
expresion de las formas monomérica u algrica estaria modulada por un factor
regulatorio intrinseco al desarrollo y no a la expresion diferencial de una u otra isoforma.
Este factor regulatorio intrinseco deberia ser algo mas que una kinasa o una fosfatasa, que
se expresa a distintos tiempos de desarrglogue si la formacion de complejos solo
dependiera de la presencia de fosfatos, el tratamiento con fosfatasa alcalina, hubiera dado
resultados similares a distintos tiempos adétivo, y se vio que la fosfatasa alcalina
regula diferencialmente la OsRGP (Taldp dependiendo del estado de desarrollo.
También se observé que las 3 RGPs de arroz tienen varios sitios putativos de
fosforilacion, al igual que la proteina de papa, por lo que quizas la fosforilacion sea un

mecanismo comun de regulacion de las RGPs.

El andlisis de la expresion de RGP en etapas especificas del crecimiento demostro
una fuerte correlacién entre los niveles dangcriptos y el crecimiento de la planta
(Figura 50 y Figura 39), demostrando que no soélo la proteina sino ademas el mensajero
de la RGP estan inducidos por el desarrollo, y que ademas el mARN de la RGP viene
concentrado en la semilla. Este ultimo hallazgo junto con la observacion de que la
OsRGP en semilla es activa, nos llevo a preguntarnos si era inducida por giberelinas, ya

gue es sabido que inducen la germinacién, ademas de promover la accion del AlA y la
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elongacion de forma indirecta. También se sabe que las giberelinas tienerdaecian

sobre lao-amilasa que induce la liberacién de azucares del material de reserva (Perata et
al. 1997). Se observo que la OsRGP es inducible por giberelinas (Figura 52A, calles 2 y
4), pero no hay un efecto significativo deleares libres sobre la induccién de la RGP
(Figura 52B), aunque hay vide sefalizacion en las cualesrespuesta hormonal esta
modulada por azlcares (Smeekens 2000), por ejemplo, las giberelinas estimulan la
expresion de la-amilasa tanto en el aleurona y el escutelo, pero los azlcares reprimen la
expresion inducida por la giberelina soloetrescutelo. Entonces la OsRGP es inducible

por giberelina, pero no por azucares libres en el medio de cultivo. Si hubiera un efecto de
induccién en la expresién de la RGP debido a los azucares, ya que se reporté que el
promotor de la RGP de algodén era inducible por sacarosa (Wu et al. 2006), esta
induccion podria deberse a un gradiente de concentracion o a la acuéntana de

azucar y hormona.

Datos gendmicos y protedmicos indican que las RGPs estarian involucradas en

una variedad de caminos metabdlicos questidngar durante la vida de la planta:

¢ Durante la diferenciacién morfologica: incluyendo crecimiento y desarrollo
del tubo polinico (Chen et al. 2006; Dai et al. 2006; Drakakaki et al. 2006; Matsuko et al.
2006; Zavaliev et al. 2010), desarrollo de la semilla (Gallardo et al. 2003).

e Estrés bidtico: asociacion a proteinas virales (Selth et al. 2006) y bloqueo

del transporte viral (Zavaliev et al. 2010).

e Estrés abiodtico: como los causadus benzotiadiazol (Hukkanen et al.
2008), cadmio (Ge et al. 2009), cloruro de sodio (Jiang et al. 2007), deficiencia de fosfato
(Tran & Plaxton 2008), procesos que involucran especies reactivas del oxigeno (ROS;
Kim et al. 2008; Benitez-Alfonso et al. 2019)en condiciones de rotacion en clinostato

0 campos gravitatorios aleatorios (Barjaktarovic et al. 2009).

Todos los procesos mencionados tienen en comun la movilizacion de azUcares.
Los movimientos de azlcares en la planta ocurren todo el tiempo, por motivos
fisiolégicos, como floracién, o estacionalestpfio-primavera; en particular se hace
mencién a situaciones que provocan cambios bruscos en los gradientes de movilizacion,
con el fin de responder al estimulo, deb&lda necesidad de sintetizar activamente
componentes de la pared celular como celulosa y hemicelulosa. Durante este trabajo se

testearon estrés por heridas, y deséca¢Figura 53), observandose que también la
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OsRGP era inducida bajo estos estimulota Esluccién podria estar desencadenada por

los dafios mecanicos directos sobre la paread la concomitante liberacién de azucares,

en el caso de las heridas; o por la agiagion de solutos en respuesta al estrés
(Yamaguchi-Shinozaki et al. 2006), pero como se mostr6 en la Figura 52B, los azlcares
libres en el medio de cultivo, no inducen significativamente la OsRGP,rgdanzia de

manitol, que comunmente producido durante situaciones de estrés hidrico tampoco lo
hace. Por todo este conjunto de resultados, sumado a la observacion de elementos de
respuesta a estrés, (W y G boxes), asi ctambién elementos ABRE (ABA response
elements) durante el andlisis de elementos que acti@s sabre el promotor de la RGP

de arroz podria decirse que la inducciénad®GP en estas condiciones seria indirecta
quizas mediada por ABA. En este sentid@grao se incubaron tallos de plantas de arroz

en presencia de ABA (Figura 53B), se elv® un aumento del nivel de ARNm de la

RGP con respecto al control sin inducir, con lo que podriamos decir que la presencia de
ABA podria estar mediando la respuesta de@#® a este tipo de estrés. Este resultado es
avalado por otro tipo de respuestas mediadaé\Bé en las plantas de arroz, como es el
cultivo en zonas anegadas, donde el proceso de adaptacion de las plantas es en gran parte
mediada por esta hormona (Xiong et al. 2002), asi como también el llenado del grano

donde la OsRGP aparece empacada.

En resumen, la RGP esta presente en una variedad de caminos metabdlicos que
tendrian como nodo la sintesis/modificacion/rap@n de la pared celular, y que tiene un
mecanismo de accién complejo que involucra cambios de tamafio y asociacion a
membranas. A este respecto es posible que la C1RGP glicosilada fuera capaz de reclutar
a otras RGPs en un estadio en donde la reade@utoglicosilacion es reversible (Figura
59). La union al azucar y la liberacion del UDP, cambiarian la conformacién y capacidad
de regenerar el nucleétido azucar, esto le permitiria reclutar otras RGP. Unanagofor
el oligdbmero, la exposicion de sitios hidrofobicos haria que la RGP tuviera afinidad por
las membranas del Golgi, en las que estaria anclada la C2RGP, que es la Unica RGP con
probables pasos de membrana. Este oligonfiek@ria al menos, dos azucares distintos,
que podrian ser transferidos secuencialmente, esta suposicion esta avalada por el trabajo
de Porcchia et al (2002) en donde describen que la marca radiactiva es transferida de una

proteina de 40 kDa (putativa RGP) a un polisacarido (arabinoxilano) cuando incuban
microsomas de trigo con UD]lf}{:]-Ara seguida de UDP-Xil o con aciddf] ferdlico.

La transferencia del azicar dependeribWBP-azlcar que se hubiera unido primero
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(dentro de los posibles azlcares que se anEnRGP), y de la unién de un segundo
UDP-azlcar y del aceptor que fuera capazmiese, con esos azucares ya unidos a la
RGP.

. Glicosilacion Citoplasma
. I
Reversibilidad
dela
Glicosilacion

N\

Formacioén de Complejos-
liberacion de UDP y
exposicion de sitios
hidrofébicos

Transferencia

% B
. C1RGP -

@ uor-ara
@UDP-)M C2RGP
.UDP-GIc Unién a la CZRGP que
.UDP-GaI se encuentra unida a
las membrana

Polisacarido Aceptor

Figura 58-Modelo esquemético de la reaccion transferencia del azieda C1RGP glicosilada seria

capaz de reclutar a otras RGPs. En este estadio, la reaccidon seria reversible. La unién al azucaro y la
liberaciéon del UDP, cambiarian la conformacion y la reversibilidad, esto le permitiria reclutdR@fas

Una vez formado el oligdmeros, la exposicion de sitios hidrofbicos haria que la RGP tuviera pfinidad

las membranas del Golgi, en las que esta anclada la C2RGP. Este oligémero, llevaria al menos, dos
azulcares distintos, que podrian sansferidos secuencialmente, La transferencia del azticar dependeria del
UDP-azucar que se hubiera unido primero y del aceptor que fuera capaz de unirse al azUcary a la RGP.
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De esta manera la reaccion de transfeeenoncreta, estaria dependiendo no solo del
aceptor, sino de una secuencia de azucares. También explicaria porque no se ha reportado
actividad para la C2RGP, y la ausencia de otra proteina que interactudr¢am, laon la

excepcion de ella misma.
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Conclusiones

e Existe una correlacion entre la actividale glicosilacion de la RGP y la
presencia de complejos de la proteina, resultando en una mayor actividad cuando esta
presente en forma de monémero y en una menor actividad cuando se presenta en forma

de multimeros.

e La glicosilacion de RGP a partir de BBylucosa, UDP-galactosa y UDP-xilosa
llevaria a cambios conformacionales de la RGP capaces de cambiar la capacidad de la

RGP de formar parte de un complejo.

e La reversibilidad de la glicosilacion dependeria también del nivel de la
asociacion de RGP, mientras que la forma monomérica es altamente reversible, la forma

multimérica es menos susceptible a liberar el residuo glicosidico en presencia de UDP.

e Se muestra que RGP monomérica tiene propiedades bioquimicas que son
diferentes de la RGP oligomeérica. Las formas oligoméricas de la RGP serian mas

hidrofébicas aumentando su afinidad por las membranas del aparato de Golgi

e Se observé que la expresion de la R{shenta durante el desarrollo de plantas
de arroz alterando el balance y la abundamelativa de las formas monoméricas y
oligoméricas, asi como la cantidad total de la RGP, hay un aumento de la RGP a nivel
de proteina que se correlaciona con un aumento a nivel de la RGP a nivel de ARNm. La
expresion de la proteina se desplamatre estados mas o menos oligoméricos
dependiendo del estado metabdlico de latpldnos complejos de alto peso molecular

son las formas mas prominentes en los tallos en activa elongacion.

e Se observa que las C1RGP, espedifmate la OSRGP1, es quien mas colabora
en los primeros 4 dias de cultivo en el total de la expresion de las 3 RGPs de arroz,
sugiriendo que la expresion de las formamomeérica u oligomérica estaria modulada
por un factor regulatorio intrinseco al desarrollo y no a la expresion diferencial de una u

otra isoforma.
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e La C2RGP tendria al menos un paso transmembrana, y aunque no se ha
descripto actividad asociada, podria pensarseégta se ancla a la membrana del Golgi,
dejando el extremo amino del lado citoplasotélibre para interactuar con las otras

subunidades.

e Se observd que las 3 RGPs de art@nen varios sitios putativos de
fosforilacion, al igual que la proteina gdapa, por lo que probablemente la fosforilacion
sea un mecanismo comun de regulacion de las RGPs, observandose que la fosfatasa
alcalina regula diferencialmente la glutasion de la OsRGP dependiendo del estado

de desarrollo.

e La expresion del ARNm de la RGP se ve inducida por la presencia de auxinas y
citoquininas, y por ABA.

e Se observo que tanto la proteina como el ARNm de la RGP vienen concentrados
en la semilla, y que la OsRGP en semilla sin germinar es activa y era inducida por GA

gue regula la germinacion pero no por azucares libres en el medio de cultivo.
e La OsRGP es inducida por estrés pordas, y desecacion. Probablemente la

induccion sea mediada por ABA ya que cuando se incubaron tallos de plantas de arroz

en presencia de ABA se observo un aumento del nivel de ARNm de la RGP.
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1.-Estructura y funcién

Estudios de oligomerizacion mediante el uso de proteinas recombinantes mutantes para
la arginina que se glicosila, y para el sitio de unién al UDP azucar, DXD. Asi como
también la proteina RGP enddgena de papa mediante una columna de afinidad de UDP-

hexanolamina.

a- Secuenciacion de complejos de alto peso molecular.

b- Determinacion de estructura y cinética de oligomerizacion mediante dicroismo
circular y light scattering.

c- Los resultados de la tesis demmastlo que la glicosilacion regula la
oligomerizacion y su asociacion a membrana permitiran llevar a cabo
experimentos de transferencia de UDP-azucares: extraccion de microsomas
tratados con proteasa (para depletar de RGP endogena asociada a las
membranas) incubacién con UDP-Ara seguida de incubaciéon con UDP-Xyl,
UDP-GIc, o UDP-Gal, seguida de precipitacion con TCA (para ver la marca
sobre las proteinas) o con metanol paedir incorporacion a polisacaridos,
precipitacion con acetato de sodio y degradaciéon con endo o exoglucanasas
para analizar el polisacarido. También se cuenta con los 3 genes de arroz
clonados en vectores de expresion, tanto mutantes como wild type para

completar estos experimentos de transferencia.

2.-Expresion
a- Expresioén vs. Desarrollo: Extraccion de RNA de plantas de arroz a lo largo
de todo el ciclo de vida, seguida de RT y PCR semi cuantitativa para
analizar expresion diferencial de RGP1, 2y 3 de arroz.
b- Clonado del gen de RGP2. Estudioslaislizacion mediante el armado de
una proteina de fusion (GFP-RGP2).
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