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1. INTRODUCCCION

1.1. PEPTIDASAS
1.1.1. Importancia

Las peptidasas son proteinas cataliticamente activas que escinden enlaces

peptidicos por hidrélisis de proteinas y péptidos (Rawlings & Barrett, 2014).
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Figura 1. Mecanismo hidrolitico de las peptidasas

Las peptidasas son probablemente una de las mas antiguas familias de enzimas.
Casi todos los organismos, incluyendo virus, tiene al menos una pepidasa
(Salvesen, Hempel, & Coll, 2015). Estos catalizadores biolégicos llevan a cabo el
desensamblaje de las moléculas de proteinas necesarias para crear el pool de
aminoacidos libres para la sintesis de nuevas proteinas. Esta actividad es tal vez
mas familiar en el contexto de la digestion de las proteinas de los alimentos en el
tracto digestivo de los animales, pero de hecho las peptidasas han evolucionado
para realizar innumerables funciones vitales dentro y fuera de las células. Tal vez
la mas importante de estas funciones es la de procesar proteinas haciendo unos
pocos clivajes especificos, con frecuencia s6lo uno. De este modo por protedlisis
algunas proteinas son enviadas a la ubicaciéon subcelular correcta o son
secretadas; otras proteinas se activan a partir de su precursor latente, lo que es
especialmente importante para las enzimas; se liberan uno o mas péptidos
bioloégicamente activos a partir de algunas proteinas; mientras que otras proteinas
se desactivan. Esta diversificaciéon de funciones ha llevado a una situacién en la
que los genes para peptidasas representan entre el 2% y el 5% del total de genes

en todo tipo de organismos (Rawlings & Barrett, 2014)
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El genoma humano contiene mas de 550 genes de peptidasas, los mas
abundantes de los cuales corresponden a metalo, cistein y serinproteasas
representados por 191, 178 y 161 genes, respectivamente. lLas proteasas
treoninicas y asparticas son de abundancia relativamente baja con soélo 27 y 21
genes, respectivamente. Dada la diversidad estructural y funcional, las proteasas
llevan a cabo una amplia gama de funciones criticas. La diversificaciéon de las
funciones biolégicas de las proteasas deriva de la evolucién estructural, que
converge con geometrias de sitios activos similares y con variados motivos de
reconocimiento de sustrato. Existe una gran variedad de proteasas utilizadas
comercialmente que van desde aditivos en detergentes hasta eficaces
terapéuticos. Desde el punto de vista de la industria, las proteasas constituyen el
grupo de enzimas con mayor relevancia en el mercado mundial, representando
cerca del 60% del total de las enzimas comercializadas (Qing, Yi, Marek, &
Iverson, 2013). Debido a que la protedlisis cambia las propiedades quimicas,
fisicas, biologicas e inmunoldgicas de las proteinas, las enzimas proteoliticas
cumplen un rol muy importante en biotecnologia (Gonzalez-Rabade, Badillo-
Corona, Aranda-Barradas, & Oliver-Salvador, 2011), siendo muy diversos los
campos de aplicaciéon: tecnologia alimentaria, industria farmacéutica vy
manufacturas de detergente, entre otras (Feijoo-Siota & Villa, 2011). La gran
diversidad de los sitios activos de las peptidasas permite que presenten diferentes
grados de selectividad y especificidad por el sustrato, por lo tanto estas enzimas
son un marco prometedor para la ingenierfa de nuevas actividades (Qing et al.,

2013).

1.1.2. Nomenclatura y clasificacion de las peptidasas

Existe una confusa redundancia en la terminologia utilizada en esta area de la
bioquimica. Los términos "proteasa” y "peptidasa” son esencialmente sinénimos.

Proteasa es el término mas familiar, pero peptidasa es estrictamente mas correcto
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y es el término recomendado en la nomenclatura enzimatica de la Comisién de
Nomenclatura de la Unién Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular
(NC-IUBMB), y por lo tanto es el término que se utilizara en este trabajo de
tesis. Una peptidasa es también una "enzima proteolitica", aunque los términos
no son sinénimos porque hay enzimas proteoliticas que no son hidrolasas, como
aquellas proteinas que se auto-procesan utilizando la capacidad de la asparagina o
glutamina para ciclarse y formar una succinimida que conduce a la ruptura de un

enlace peptidico (Rawlings & Barrett, 2014).

Debido a la variedad en su comportamiento catalitico, las peptidasas son dificiles
de clasificar. Siguiendo las reglas establecidas para el resto de las enzimas se
utilizan tres criterios para su clasificacion:

a) Naturaleza del sitio activo. Hartley (1960) establecié una clasificacion de
peptidasas de acuerdo con el tipo de sitio catalitico. En esta clasificacion las
peptidasas fueron divididas en seis clases mecanisticas: serin-endopeptidasas
(EC 3.4.21); cistein-endopeptidasas, anteriormente llamadas tiol-proteasas (EC
3.4.22);  aspartil-endopeptidasas, conocidos como  proteasas  acidas;
endopeptidasas glutamicas (EC 3.4.23); metaloendopeptidasas (EC 3.4.24); y
treonin-endopeptidasas (EC 3.4.25). Un quinto grupo incluye peptidasas con un
modo de accién no identificado (EC 3.4.99). Serin, treonin, y cistein-peptidasas
son cataliticamente muy diferentes a las aspartil y metalopeptidasas. En el
primer grupo el nucledfilo del sitio catalitico es parte de un aminoacido,

mientras que para el segundo grupo lo es una molécula de agua activada.

b) Reaccion catalizada. En agosto de 1955 el NC-IUBMB crea la Comision
Internacional de Enzimas (Enzymes Commission, EC) que aborda el estudio,
los criterios y reglas para la clasificacion de enzimas. Desde 1964 la EC clasifica

los diversos tipos de enzimas en seis grandes grupos: EC 1: Oxidorreductasas,
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EC 2: Transferasas, EC 3: Hidrolasas, EC 4: Liasas, EC 5: Isomerasas y EC 06:
Ligasas.

Dentro de este sistema el numero 3.4 le pertenece a las peptidasas que actian
sobre enlaces peptidicos, dentro de la clase 3 de las enzimas hidroliticas o

hidrolasas. Las peptidasas en la lista EC se dividen en 14 subclases (Tabla 1).

3.4.11 Aminopeptidasas

3.4.13 Dipeptidasas

3.4.14 Dipeptidil-Peptidasas y Tripeptidil-Peptidasas
3.4.15 Peptidil-Dipeptidasas

3.4.16 Carboxipeptidasas tipo setrinico
3.4.17 Metalocarboxipeptidasas

3.4.18 Carboxipeptidasas tipo cisteinico
3.4.19 Omega peptidasas

3.4.21 Endopeptidasas serinicas

3.4.22 Endopeptidasas cistefnicas

3.4.23 Endopeptidasas asparticas

3.4.24 Endopeptidasas metalicas

3.4.25 Endopeptidasas treoninicas

3.4.99 Endopeptidasas de tipo no conocido

Tabla 1. Sistema EC de clasificacion de peptidasas

Se reconocen dos grupos principales en funciéon de su capacidad de hidrolizar
enlaces peptidicos internos o situados en los extremos. Las exopeptidasas
(3.4.11-19) son enzimas que hidrolizan enlaces peptidicos preferentemente o

solo si existe un grupo terminal libre, mientras que las endopeptidasas (3.4.21-25
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y 3.4.99) actian solo lejos del final de las cadenas polipeptidicas (Fig. 2, URL:
http:/ /www.chem.qmul.ac.uk/iubmb/enzyme/ EC34).

Peptidasa
Proteasa
Enzima proteolitica
Hidrolasa que rompe enlace peptidico

Endopeptidasa Exopeptidasa
Actiian lejos de los extremos, dentro de Actiian cerca de un extremo N o C-
las proteinas y producen péptidos terminal de las proteinas o péptidos y
relativamente grandes producen péptidos pequefios / aas

Figura 2. Diferentes tipos de actividad peptidasica

©)  Relaciones evolutivas basadas en la estructura. Este sistema es el mas moderno y
organizado, correlaciona la entidad individual con la jerarquia evolutiva,
clasificando las peptidasas en "familias" de proteinas con secuencias similares
(Barrett & Rawlings, 1991). Este esquema fue desarrollado para dar estructura a
la base de datos MEROPS que utiliza una clasificacién basada en la estructura
jerarquica de las peptidasas que el sistema EC no tiene en cuenta (Barrett,
Rawlings, & O’Brien, 2001; Rawlings & Barrett, 1999; Rawlings, Tolle, &
Barrett, 2004). El sistema MEROPS de clasificacion tiene en cuenta los
conceptos de tipo catalitico, clan, familia y peptidasa (Fig. 3). Cada peptidasa se
asigna a una familia en base de similitudes en la secuencia de aminoacidos y las

familias que son homologas se agrupan luego en clanes.
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Figura 3. Sistema MEROPS de clasificacion de peptidasas (Barrett & Rawlings, 2007)

I. Clan: Conjunto de familias en las que todas las peptidasas han
evolucionado a partir de un Gnico ancestro. Las familias en el mismo clan tienen
en comun que las peptidasas que las integran exhiben tipos de plegamiento
similares. Cada clan se identifica por dos letras mayusculas, la primera especifica
el tipo catalitico y la segunda es exclusiva del clan. Las primeras letras usadas en
el clan son A-aspartico, C-cisteina, G-glutamico, M-metalopeptidasa, S-serina,
T-treonina, U-desconocido y P-tipo catalitico mixto o compuesto del clan

peptidasa.

Las peptidasas de tipo aspartico (PA) se asignan a los clanes AA, AC, AD, AE y
AF (Tabla 3). Las estructuras terciarias de los miembros de clanes AA, AD, AE y
AF muestran un tipo de plegamiento tnico, no relacionado con ninguna otra
peptidasa. Para el clan AC, no hay hasta ahora ninguna estructura cristalina, pero

otros criterios apuntan a su caracter distintivo.
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Familias ~ A1A Pepsina A (Homo sapiens)
AlB Nepentesina (Nepenthes gracilis)
A2A Retropepsina de HIV-1
A2B Ty3 transposon peptidasa (Saccharomyces cerevisiae)
A2C Gypsy  transposon  peptidasa  (Drosophila
melanogaster)
A2D Osvaldo  transposon  peptidasa  (Drosgphila
buzzatii)
A2E Retrotransposon  peptidasa  (Schizosaccharonzyces
ponbe)
A2G Retrotransposén  peptidasa  17.6  (Drosophila
melanogaster)
A2H Retropepsina (virus del sarcoma dérmico de
Alaska)
A3A Endopeptidasa del virus del mosaico del coliflor
(canliflower mosaic virus)
A3B Proteasa putativa del virus bacliforme
A9 Spumapepsina (spumaretrovirus humano)
Al1A Transposon copia (Drosophila melanogaster)
Al1B Tyl transposon peptidasa (Saccharomyces cerevisiae)
A28 Proteina-1 inducible por dafio en el ADN
(Saccharomyces cerevisiae)
A32 Peptidasa PerP (Caulobacter crescentus)
A33 Proteasa aspartica skin (Mus nusculus)
Clan Residuos cataliticos Pleganiiento
AC Asp, Asp Desconocido
Familia A8 Peptidasa sefial 11 (Escherichia coli)
Clan Residuos cataliticos Pleganiiento
AD Asp, Asp Desconocido
Familias ~ A22A Presenilina 1 (Homo sapiens)
A22B Peptidasa impas 1 (Homo sapiens)
A24A Peptidasa tipo M1 prepilina tipo IV (Psexdononas
aernginosa)
A24B Peptidasa preflagelinica (Methanococcus maripanldis)
Clan Residuos cataliticos Plegamiento
AE Asp, Asp, His (o Lys) hoja beta central rodeado de hélices
Familias ~ A25 peptidasa gpr (Bacillus megaterinm)

A31

peptidasa HybD (Escherichia coli)
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Clan Residuos cataliticos Plegamiiento
AF Asp, Asp, Asp, His cilindro {3
Familia A26 Omptina (Escherichia coli)

Otras familias (clan AX)

A5 Thermopepsina (Sulfolobus acidocaldarins)
A36 Factor de esporulacion SpollGA (Bacillus subtilis)
Clan NA
Familias N1 Endopeptidase nodavirus
N2 Endopeptidase tetravirus (Nudanrelia capensis
omega virus)
N8 Potefna de la capside de auto-escision de tipo

VPO (poliovirus humano 1)

Tabla 3. Clanes y familias de las peptidasas asparticas. Para cada familia la peptidasa citada
es la peptidasa ejemplo tipica usada para crear la familia en la base de datos MEROPS

II. Familia: Una familia incluye peptidasas que presentan homologia en la

secuencia aminoacidica de la regiéon encargada de la actividad enzimatica

El clan AA contiene la gran familia Al, siendo la pepsina A (cédigo PDB: 1PSO)
el ejemplo tipico. Las estructuras cristalinas de un numero de enzimas de la
familia A1 muestran que son moléculas bilobuladas, con el sitio activo situado
entre los l6bulos. Cada l6bulo lleva uno de los residuos Asp de la diada catalitica.
Muchas peptidasas son moléculas bilobuladas, pero en la familia Al, se cree que
un lébulo ha evolucionado a partir del otro por duplicacion génica (Tang, James,
Hsu, Jenkins, & Blundell, 1978). Evidencias estructurales sugieren que las
enzimas tipo pepsina evolucionaron a través de una duplicaciéon de genes y
eventos de fusiébn a partir de un gen ancestral tipo retropepsina,
retrotranposones y peptidasas de virus lamda (Pfam PF00077). Estas se
caracterizan por ser mucho mas pequefias y parecen ser homoélogos a cualquiera
de los dos 16bulos de las PAs eucariotas (Tang, 2004). La retropepsina de HIV-1
(codigo PDB: 5HVP, Fig. 4) de la familia A2 presenta un unico lébulo con un

Asp catalitico, muy similar en estructura a un 16bulo de la pepsina. Las PAs tipo
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retrovirales son homodimeros obligados con el sitio catalitico ubicado entre las
dos moléculas. Otros autores sugieren que las PAs pueden ser descriptas como
una serie de elementos de estructura secundaria que se repiten (Dunn, 2002;
Rawlings et al., 2004; Simdes, Faro, Bur, Kay, & Faro, 2011). En las enzimas
actuales, se mantiene una muy limitada similitud en las secuencias de

aminoacidos de los dos l6bulos, pero el plegamiento es muy similar.

Figura 4.Diagrama de cintas del dimero de la retropepsina del HIV-1 (c6édigo PDB: 5SHVP).
El residuo catalitico Asp25 se muestra como barras y esferas en color rosa (uno por cada
monoémero). Tomado de. Rawlings & Salvesen (2013).

El hecho de que las endopeptidasas en las familias Al y A2 presenten
plegamientos similares es totalmente compatible con la idea de que han
evolucionado a partir de un ancestro comun, por esto ambas familias estan
agrupadas en el clan AA (Rawlings & Salvesen, 2013).

Cada Asp del sitio activo estd presente en el motivo distintivo Asp-Thr/Ser-Gly
seguido por un motivo de secuencia hidrofébico-hidrofébico-Gly, que se
conserva en las familias A1, A2 y en algunas otras familias del clan AA. Dos de
estos motivos estan conservados en todas las secuencias conocidas o que se

predicen como activas dentro de la familia A1 (Rawlings & Bateman, 2009). El
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motivo hidrofébico-hidrofébico-Gly, en la familia A2, precede inmediatamente
el residuo invariante Arg 123 (numeracion de prepropepsinégeno A) que se cree
es importante para la dimerizaciéon (Rawlings & Barrett, 2014). Juntos los

motivos catalitico e hidrofébico-hidrofébico-Gly constituyen una caracteristica

estructural conocida como /ogp-\, este loop sirve para ubicar los dos residuos Asp
necesarios para el funcionamiento de la maquinaria catalitica (Simodes et al.,
2011).

Las enzimas con la organizacién arquetipica de pepsina (peptidasas de la familia
Al) son las PAs mas numerosas y mejor caracterizadasse encuentran en
eucariotas con una pequena cantidad de homodlogos conocidos en bacterias
marinas y bacterias de plantas (Simoes et al., 2011). La gran mayoria son activas a
pH 4cido, pero algunas muestran actividad en condiciones neutras. Esta familia
incluye a enzimas del tracto digestivo animal, como la pepsina, gastrisina y
quimosina, enzimas lisosomales como la catepsina D y E y enzimas involucradas
en procesos postraduccionales, como la renina producida en el rifiéon, que
procesa angiotensinogeno en el plasma. Las aspartil-peptidasas fangicas
homologas de la pepsina presentan diversas estructuras y algunas de ellas como
la. PA de Rbizopus chinensis (rizopuspepsina) intervienen en el proceso de
esporulacion. Las plasmepsinas I y II aisladas del protozoo Plasmodinm falciparum,
también son PAs homologas de la pepsina (Rawlings, N.D., Barrett, 2004)
participan en la degradaciéon de la hemoglobina, su inhibicién es el blanco de
potenciales drogas antimalaricas (Bernstein & James, 1999; Gupta, Yedidi,
Varghese, Kovari, & Woster, 2010). Homologos de la pepsina se conocen en
plantas, como la fitepsina de cebada (Glathe et al., 1998; Té6rmikangas et al.,

2001).
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1.1.3. Especificidad de secuencia mediada por especificidad
de subsitios

Tanto las exopeptidasas como las endopeptidasas exhiben “especificidad de
secuencia”, es decir, muestran distintas preferencias por determinados
aminoacidos cerca de los enlaces peptidicos que clivan. El sitio catalitico de una
peptidasa, que es directamente responsable de la hidroélisis del enlace peptidico,
se encuentra comunmente en una ranura en la superficie de la molécula. La
especificidad de la hidrélisis esta dictada por las propiedades de los sitios de
union dispuestos a lo largo de la ranura en uno o ambos lados del sitio catalitico
(Rawlings & Barrett, 2014). La especificidad usualmente es descripta mediante el
modelo propuesto por Schechter y Berger en el que cada subsitio especifico es
capaz de acomodar la cadena lateral de un solo residuo de aminoacido. Por
convencion, los residuos de aminoacidos de sustrato se denominan P (por
péptido) y los subsitios en la peptidasa que interactian con el sustrato se
denominan S (por subsitio). Los sitios se numeran desde el sitio catalitico, S1, S2
y asi sucesivamente hacia el extremo N-terminal del sustrato y S1°, S§2’ y asi
sucesivamente hacia el C-terminal (Fig.5). Mientras que los aminoacidos del
sustrato que se acomodan en estos subsitios se numeran P1, P2, etc. y P1°, P2’
etc., respectivamente (Schechter & Berger, 1967). Diferentes peptidasas tienen
diferentes requisitos para las interacciones que se establecen en cada subsitio y
esto determina la especificidad de la escision. Por ejemplo, el subsitio S1 de
tripsina tiene una marcada preferencia por la unién de residuos de aminoacidos
basicos (arginina y lisina), mientras que las interacciones con varios de los
subsitios mas distantes del enlace escindible son criticos para la unién del
sustrato en la renina, y las caspasas (Hooper, 2002).

Como se observa en la Fig. 5 B los residuos de sustrato se representan a partir de
una unica cadena polipeptidica continua, mientras que los residuos de enzima

pueden provenir de diferentes pliegues de la enzima, pero que tienen que
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disponerse en una adecuada posicion espacial para permitir que los residuos de
sustrato entren en el bolsillo de especificidad e interactien con los residuos del

sitio activo durante la escision (Timmer & Salvesen, 2007).

Enzima
S3 s2 JESTES T 52’ $3°
P3 P2 PI PI’ P2’ 74
o]

-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-NH-CH-CO-

A Sustrato

AR

NH NH CO NH "3

co NH €0 NH
NH p ! % co
PI’

| v\'”j\’l °°

Figura 5. A: Nomenclatura propuesta por Schechter y Berger para la unién de un sustrato
peptidico a una peptidasa. El drea sombreada de azul representa la peptidasa. P1, P1’, etc. son

las cadenas laterales de los seis aminoacidos que rodean el enlace peptidico escindible (indicado
por la flecha) en el sustrato. S1, S1°, etc., son los subsitios correspondientes de la peptidasa. B.
Representaciéon 2D de especificidad del subsitio de la peptidasa. Se muestra en azul la
peptidasa v en rosa el sustrato. Tomado de Timmer & Salvesen, 2007.

Las PAs muestran especificidad por aquellos residuos que presentan grandes
cadenas laterales hidréfobas a cada lado de la unién escindible (por ej: Phe, Val,

Ile, Leu-en P1 y P10, Dunn & Hung, 2000; Rawlings, Barrett, & Bateman, 2012).



1. INTRODUCCCION

1.1.4. Mecanismo catalitico de las peptidasas asparticas

En la gran mayoria de las PAs son dos los residuos de acido aspartico (Asp32 'y
Asp215 en la numeracion de la pepsina) que actian juntos para unir y activar la
molécula de agua (diada catalitica), pero en algunas enzimas, otro residuo
reemplaza al segundo Asp (Rawlings, N.D., Barrett, 2004). El mecanismo de la
hidrolisis del enlace peptidico (Fig. 9) ha sido establecido mediante estudios
estructurales de estas enzimas unidas a compuestos que mimetizan estados de
transicion al unirse al sitio activo. El nucléofilo que escinde la unién peptidica es
una molécula de agua activada a un ion hidroxido por el carboxilato, base
general, del Asp215. El carboxilo del Asp33 protonado presta asistencia
electrofilica a través de un puente de hidrégeno. Los grupos carboxilicos de los
dos residuos aspartato se encuentran aproximadamente coplanares y la molécula
de agua unida yace, entre los dos, en ese plano comin. Como consecuencia del
ataque nucleofilico se forma un intermediario tetraédrico. A continuacién se
protona el atomo de nitrégeno del compuesto -NH2 saliente conjuntamente con
la regeneracién del estado protonado del Asp33, esto esta acoplado a la
liberacién de los nuevos grupos amino y carboxilo. Finalmente se reasocian los
grupos carboxilo del sitio activo con una nueva molécula de agua. En las
peptidasas de la familia A1 del clan AA la hendidura de unién al sustrato abarca7
u 8 aminoacidos (P5 a P3’) con los Asp en posicion central. Esta hendidura se
forma donde se encuentran los dominios N y C terminales. Los dos residuos de
Asp comunmente se encuentran en el motivo Asp-Thr-Gly-Thr/Ser, lo cual es

importante para establecer y mantener el ambiente del grupo carboxilico(James,

2004)
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1.1.5. Distribucion de peptidasas

En los organismos vivos, la amplia distribuciéon entre plantas, animales y
microorganismos demuestra que las peptidasas son esenciales para todos ellos,
llevando a cabo importantes roles fisiologicos en numerosos procesos. Las
peptidasas fueron inicialmente reconocidas como enzimas proteoliticas del jugo

gastrico involucradas en la degradacion inespecifica de las proteinas dietatfas.
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Sin embargo, avances posteriores han provisto una nueva visiéon del mundo
proteolitico debido a que juegan un rol fundamental en la maduraciéon de las
proteinas. Las proteinas sintetizadas como un precursor se someten a escision
enzimatica selectiva de ciertos enlaces peptidicos. Este proceso es crucial para la
formacién de la estructura tridimensional activa y/o cortrecta localizacion celular.
Estas moléculas también juegan un rol en la degradacion de proteinas durante el
mantenimiento normal de células y la restructuracion de los tejidos Mutlu &
Gal, 1999). Acttan reciclando polipéptidos en sus aminoacidos constitutivos,
mientras que otras, actuan escindiendo enlaces peptidicos covalentes de
proteinas o péptidos, una modificaciéon post-traduccional esencial que altera las
vidas medias, el trafico subcelular y las actividades de una amplia gama de
proteinas. En consecuencia, las peptidasas estan potencialmente implicadas en
una multitud de procesos biologicos que van desde la simple digestiéon de las

proteinas a las cascadas de sefializacion altamente reguladas (Olivares et al,

2011).

1.1.6. Peptidasas de plantas

Una amplia variedad de peptidasas estan asociadas con procesos biologicos
vitales, pero el origen y la evolucion de su enorme diversidad no estan bien
definidos (Page & Di Cera, 2008). Los genomas de plantas codifican cientos de
peptidasas, que representan a decenas de familias no relacionadas. Asi el genoma
de Arabidopsis (Arabidopsis thaliana) codifica mas de 800 peptidasas que estan
distribuidas en mas de 62 familias de acuerdo a su homologia de secuencia
aminoacidica, las cuales pertenecen a 30 clanes diferentes de los cuales el mas
grande es el de las peptidasas serinicas, seguido de las asparticas, cisteinicas,
metalo-peptidasas y treonicas (Faro & Gal, 2005; Tsiatsiani, Gevaert, & Van

Breusegem, 2011; van der Hoorn, 2008).
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Las PAs de plantas estan presentes en una vasta variedad de especies. En

1.1.6.1. Peptidasas asparticas de plantas

gimnospermas por ejemplo se las ha estudiado en semillas de pino (Pinus sylvestris,
Salmia, 1981). También se las ha encontrado en especies de angiospermas. En
monocotiledéneas se puede ejemplificar su presencia en cebada (Hordeun: vulgare),
arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum aestivum), sorgo (Sorghum bicolor) y maiz (Zea
mays, Asakura et al., 1995; Asakura, Watanabe, Abe, & Arai, 1997; Sarkkinen et
al., 1992). Mientras que, en eudicotiledéneas, se las pueden encontrar en girasol
(Helianthus annnus ), cacao (Theobroma cacao), Arabidopsis (A. thaliana), repollo
(Brassica oleracea), espinaca (Spinacia oleracea), papa (Solanum tuberosum), tabaco
(Nicotina  tabacum), tomate (Solanum lycopersicum), cardo de Castilla (Cynara
cardunculus), abrepufos (Centanrea calcitrapa) y plantas carnfvoras como Nepenthes
spp (Domingos et al., 2000), entre otros ejemplos.

Los miembros de la familia Al estan presentes en una variedad de tejidos, su
diversidad ha provocado la redefiniciéon de la clasificacion de las PAs de plantas
de la famili Al en aspartilpeptidasas tipicas, tipo nucelina y atipicas (Lufrano et
al., 2012). Con respecto a su localizaciéon dentro de la planta las PAs se han
aislado, caracterizado y purificado a partir de diferentes 6rganos tales como
semillas, flores y hojas (Lufrano et al, 2012). Las peptidasas se expresan
especificamente en tiempo y espacio y se acumulan en diferentes
compartimentos subcelulares (Pesquet, 2012; Schaller, 2004; Tsiatsiani et al.,
2011; van der Hoorn, 2008). En cuanto a su localizacion subcelular, las PAs de
plantas de la familia A1 que han sido caracterizadas, se dirigen principalmente a
las vacuolas liticas o al compartimento vacuolar de almacenamiento. Sin
embargo, algunas de ellas, se dirigen al reticulo endoplasmatico o se secretan a la
pared celular o al apoplasto (Almeida et al., 2012; Gonzalez-Rabade et al., 2011;
Mazorra-Manzano et al., 2013; van der Hoorn, 2008). Algunos ejemplos de PAs

secretadas a la matriz extracelular lo constituyen las PAs de hojas de tabaco
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(Nicotina tabacum, Rodrigo, Vera, van Loon, & Conejero, 1991), tomate (Solanum
heopersicum, Rodrigo, Vera, & Conejero, 1989) y cardosina B que se encuentra en
la matriz extracelular del tejido floral de transmision en el cardo de Castilla (C.
cardunculus,Vieira et al., 2001). Mendieta y colaboradores demostraron que las
PAs de papa (StAPs, Solanum tuberosum), inducidas por estrés bidtico y abidtico,
poseen localizacién extracelular. Una diferente localizacién celular incluye las
membranas del fotosistema II en los plastidos de espinaca (Spinacia
oleracea Kuwabara & Suzuki, 1995). El analisis 7z silwo de las sefiales de
direccionamiento para la mayorfa de las PAs putativas del genoma de
Arabidopsis (A. thaliana) esta de acuerdo con la localizacién esperada en la via
secretoria, pero también predice otros sitios, como cloroplasto o mitocondria,
con varias PAs que se indican como unidas a membranas (Faro & Gal, 2005).

ILa Tabla 1 resume nombres de PAs de diferentes organismos de la tribu Cardue
que han sido estudiadas con sus numero acceso (tomado de Vairo Cavalli,

Lufrano, Colombo, & Priolo, 2013).

Centaunrea calcitrapa Proteinasa  aspartica Q96383 Domingos et  al
Cyprosina (1998)
Cordeiro et al. 1994)
Cynara cardunculus Cyprosina A X69193 White et al. (1999)

Cyprosina B (aka cyprosin 3) Faro ct al. (1995)
Q39476/X81984 Faro et al. (1995)

. Pimentel et al. (2007)
Cardosina A Q9XFX3/AJ132884 Pimentel et al. (2007)
Sarmento et al. (2009)
Sarmento et al. (2009)
Sarmento et al. (2009)
Sarmento et al. (2009)

Cardosina B Q9XFX4/AJ237674
Cardosina C

Cardosina D

Cardosina E P85136

Cardosina F P85137
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Cardosina G P85138
Cardosina H P85139
Cynara humilis Cardosina A Esteves (1995)
Cynara scolymus Cynarasa A Llorente et al. (2004)
Cynarasa B Sidrach et al. (2004)
Cynarasa C
Cirsinm vulgare Cirsina JN703462 Lufrano et al. (2012)
Onapordum turcicum Proteinasa aspartica Tamer (1993)
Onapordum acanthium Onopordosina Brutti et al. (2012)

Tabla 4: PAs presentes en varias especies de la tribu CardueaeCass. (Cynareae Less.). Son
miembros de la familia Al (base de datos MEROPS). En la segunda columna se indican los
numeros de acceso de secuencia de las bases de datos UniProtKB / TrEMBL o de GenBank.
Cuando es posible se indica el nombre asignado por los autores citados. Tomado de Vairo Cavalli
(2013).

1.1.7. Aplicaciones biotecnoldgicas de las PAs

En la actualidad, se conocen cerca de 4000 enzimas, y de ¢éstas,
aproximadamente 200 tipos se utilizan comercialmente. Sin embargo, sélo
alrededor de 20 enzimas se producen en escala verdaderamente industrial. Casi el
75% de todas las enzimas industriales son enzimas hidroliticas, amilasas,
peptidasas y lipasas dominan el mercado de enzimas, lo que representa mas del
70% del total de ventas de enzimas (Shuang, Yang, Yang, Zhu, & Wang, 2012).
El mercado de enzima industrial se valoré en 4,2 mil millones de ddlares en el
2014 y se prevé que crezca a una tasa anual del 7,0% entre 2015 y 2020.

Las peptidasas constituyen el grupo mas importante de enzimas industriales

actualmente en uso, contribuyendo en gran medida a la industria quimica
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tradicional y moderna, mejorando los procesos existentes. Son utilizadas en
variados procesos tecnologicos que incluyen la tiernizaciéon de carnes, la
elaboraciéon de cerveza y de quesos, la panificacion, la industria de polvos
detergentes y el procesado de fibras textiles y cueros, ademas se utilizan en la
industria farmacéutica y en el tratamiento de efluentes industriales, en
cosméticos, medicamentos, y como herramientas en investigaciéon y desarrollo
(Gonzalez-Rabade et al., 2011).

La medicién de la actividad hidrolitica sobre sustratos sintéticos es una forma
sencilla de conocer la especificidad de clivaje de estas enzimas, proporcionando
informacién importante para aplicaciones biotecnolégicas, como la produccion
de péptidos bioactivos a partir de proteinas de alimentos (Cimino, Colombo,
Liggieri, Bruno, & Vairo-Cavalli, 2015; Silva & Malcata, 2005). Algunos péptidos
estan ocultos e inactivos en las proteinas originales, pero cuando son liberados
pueden tener diversas aplicaciones biomédicas, como agentes antihipertensivos o
antioxidantes, entre otros (Bertucci, Liggieri, Colombo, Vairo Cavalli, & Bruno,
2015; Perpetuo, Juliano, & Lebrun, 2003). Dado que la proteodlisis cambia las
propiedades quimicas, fisicas, biologicas, e inmunoldgicas de las proteinas, juega
un papel importante en la biotecnologia. La hidrélisis de las proteinas de los
alimentos, mejora las caracteristicas nutricionales, retarda el deterioro, modifica
diferentes propiedades funcionales (solubilidad, formacién de espuma,
coagulacion, y capacidades emulsionantes), previene interacciones no deseadas,
modifica el sabor y olor, y elimina factores téxicos o inhibidores, entre otros
(Gonzalez-Rabade et al., 2011). Una de las aplicaciones mas importantes de las
peptidasas en la industria alimentaria es el uso como cuajo en la fabricacion de
queso. PAs tales como quimosina, pepsina y algunas enzimas fungicas han sido
utilizadas en el proceso de fermentacion y en la produccion de una variedad de
productos, incluyendo la produccion de queso, formacion de sabor y produccion

de péptidos bioactivos como nutracéuticos (Horimoto, Dee, & Yada, 2009). Las
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PAs también han despertado un gran interés como dianas para el tratamiento
farmacolégico de varias condiciones fisiologica y patologicas humanas. Estas
incluyen el uso de la pepsina en la enfermedad de tlcera péptica, la renina en la
hipertension, la plasmepsina en la malaria, la catepsina D (CatD) en la metastasis
en canceres, la catepsina E (CatE) en el sistema inmunolégico, peptidasa del
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) en el sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y BACE (enzima que cliva la proteina

precursora $-amiloide) en la enfermedad de Alzheimer (Horimoto et al., 2009).

1.1.7.1. Aplicaciones de las peptidasas asparticas de plantas

Se han estudiado diversas aplicaciones biotecnolégicas y biomédicas de PAs de
flores de cardo. Estas aplicaciones incluyen la manufactura de quesos —un
proceso que data del perfodo de dominacién romana sobre la peninsula Ibérica—
junto con otros usos, algunos potenciales o en proceso de evaluacion,
absolutamente contemporaneos (Vairo Cavalli et al., 2013). Cardosina A (C.
cardunculus) muestra una accion especifica sobre colageno, por lo que esta enzima
ha sido propuesta como herramienta en procedimientos médicos que requieran
la remodelaciéon de la matriz extracelular. Ademas, esta peptidasa ha sido
evaluada para disociar la corteza de embriones con el fin de establecer cultivos
neuronales primarios (Duarte et al., 2005; Duarte, Rosa, Duarte, Pires, & Barros,
2007). Las neuronas tratadas con cardosina exhiben morfologia y funciéon normal
cuando se comparan con cultivos preparados con el método de disociacion de
tripsina ampliamente utilizado (Duarte et al,, 2007). Ademas, mejorando la
regeneracion neuronal en una fase inicial del cultivo después de la disociacion
celular con cardosinas (Duarte, Duarte, Correia, Pires, & Barros, 2009).

La inmovilizaciéon de cardosina A en esponjas de quitosano no indujo
alteraciones en la especificidad de la enzima, manteniendo asi la capacidad de

hidrolizar el colageno de tipo I. Por su biocompatibilidad esta forma de
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cardosina A inmovilizada resulta una herramienta promisoria en la prevencion de
la formacion y reduccion de adherencias en cirugfas abdominales (Pereira et al.,
2005).

Otra aplicacion desarrollada tiene que ver con la estabilidad en sistemas bifasicos
acuosos-organicos de las cardosinas A y B que fueron capaces de catalizar la
sintesis enzimatica de dipéptidos y tripéptidos en dichos medios (Sarmento,
Silvestre, Barros, & Pires, 1998; Sarmento, Oliveira, Pires, Amado, & Batrros,

2004; Shmyrova et al., 2000).

1.1.8. Organizacion estructural de las PAs vegetales
1.1.8.1. Organizacion de la estructura primaria

Existen tres grupos bien diferenciados de PAs de plantas: PAs tipicas, tipo
nucelina y atfpicas (Chen, Ouyang, Wang, Xie, & Zhang, 2009; Faro & Gal,

2005). La Fig 6 muestra la organizaciéon de dominios de cada tipo.

A Pre Pro DIG Y DsG I Psi
B Pre Pro DTG NAP Y D5G
C Pre Pro DTG = NAP | Y DSG

Figura 6. Aspectos distintivos de las PAs, tipica (A) tipo nucelina (B) y atipica (C).
Caracterfsticas distintivas de las PAs de plantas: péptido senal (Pre), prosegmento (Pro), primera
trfada catalitica (DTG);inserto especifico de la proteasa aspartica tipo nepentesina(NAP); Tyr
conservada (Y); segunda trfada catalitica (IDSG).Tomado de Faro & Gal, 2005.

La estructura primaria es bien conservada entre PAs vegetales tipicas (Dunn,
2002; Simoes & Faro, 2004). Se sintetizan como precursores Iinactivos,
proenzimas (zimb6genos), estos son posteriormente convertidos en enzimas
maduras, ya sea monoméricas o heterodiméricas. Los precursores de PAs

tienden a tener un alto grado de similitud en términos de estructura primaria y se




1. INTRODUCCCION

caracterizan por la presencia de una secuencia sefial N-terminal hidréfoba (Pre),
responsable de la translocaciéon al reticulo endoplasmatico (RE) de la célula
vegetal, seguida por un prosegmento (Pro) o propéptido presente en todas las
PAs de alrededor de 40 aminoacidos. El Pro es responsable de la inactivacion del
zimogeno durante su transito a través del sistema endomembranas, el
plegamiento, la estabilidad o el direccionamiento intracelular de las proenzimas
(Kervinen et al., 1999; Simoes & Faro, 2004). Por ultimo, entre el dominio N-
terminal y el dominio C-terminal, se puede encontrar un fragmento conocido
como znserto especifico de planta (PSI) situado entre los extremos amino y carboxilo
terminales de la proteina madura, el cual abarca 100 aminoacidos (Guevara,
Verissimo, Pires, Faro, & Daleo, 2004; Fig.6). La mayoria de las PAs estudiadas y
caracterizadas hasta el momento pertenecen a este grupo.

Las PAs atipicas muestran caracteristicas intermedias entre las secuencias tipicas
y tipo nucelina. Las PAs tipo nucelina codifican una proteina similar a la nucelina
(nimero de acceso: U87148), que fue detectada en células nucelares de cebada y
no contienen el dominio PSI (Faro & Gal, 2005). Las PAs atipicas de planta
caracterizadas contienen un elevado numero de cisteinas y muestran una
localizacion diferente al de las PAs tipicas, sin embargo, tienen una baja
identidad de secuencia entre ellas y variadas funciones. Asi, la proteina de unién
a ADN en el nucleoide cloroplastico (CND41, nimero de acceso BAA22813.1),
aislada de cloroplastos de células de tabaco (Kato et al., 2004), esta involucrada
en la movilizaciéon de nitrégeno. Mientras que las PAs nepentesina I vy
nepentesina Il (nimero de acceso:BADO07474 y nimero de acceso: BAD07475,
respectivamente) aisladas de Nepenthes alata (Athauda et al., 2004) son secretadas
a los reservorios de la planta insectivora, y en Arabidopsis la proteasa aspartica
PSC1 (nimero de acceso: NP_195839) esta involucrada en la regulacién de la
muerte celular y se localiza en el RE (Olivares et al., 2011). Con la excepcion de

CND41 y PCS1 (promotor de la supervivencia celular 1) todas las PAs atipicas
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caracterizadas hasta el momento tienen una arquitectura estructural caracteristica
con algunas variaciones: el péptido sefal, seguido de un prosegmento y un
dominio de codificacién de la proteina madura. CND41 tiene un péptido de 120
aminoacidos que participa en el direccionamiento de la proteasa al cloroplasto
(Nakano et al., 1997). Ademas, la PA PCS1 parece carecer del prosegmento
clasico. Después de la secuencia de sefial, presenta una secuencia rica en serinas,
cuya funcién no ha sido descrita (Faro & Gal, 2005).

Si bien el PSI soélo se identific6 en PAs tipicas de plantas, su estructura es
semejante a saposinas y proteinas tipo saposinas (SAPLIPs). La familia de las
SAPLIPs es diversa, se trata de proteinas que interactian con lipidos (Mufioz et
al., 2010; Munoz, Palomares-Jerez, Daleo, Villalain, & Guevara, 2014) y que
normalmente se elimina durante la maduracién de las PAs (Dunn, 2002; Simdes
& Faro, 2004). Existe una similitud significativa (alrededor del 40% de identidad)
entre el PSI y las saposinas. Las saposinas, se generan a partir del precursor
prosaposina, son glicoproteinas estables a altas temperaturas con un peso
molecular de 12-15 kDa que funcionan como activadores de hidrolasas
lisosomales en el metabolismo de diversos esfingolipidos en seres humanos y
animales (Kishimoto, Hiraiwa, & O’Brien', 1992; Schuette, Pierstorff, Huettler,
& Sandhoff, 2001). Se han identificado cuatro clases de saposina (A, B, C y D)
que tienen la capacidad de unirse a una variedad de esfingolipidos y gangliésidos.
La especificidad y el modo de activaciéon de las hidrolasas de esfingolipidos
difieren entre las saposinas individuales. La prosaposina se encuentra en diversos
fluidos corporales y membranas neuronales. Ademas de la funcién de precursor,
las prosaposinas poseen una variedad de actividades neurotréficas. La secuencia
neurotréfica fue localizada a la porcion N-terminal del dominio de saposina C.
Las cuatro saposinas son estructuralmente similares entre si en términos de la
ubicacion de seis cisteinas, un sitio de glicosilaciéon conservado, y la presencia de

residuos de prolina y una tirosina conservados. Estas caracteristicas estructurales
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también se encuentran en los PSIs (Brodelius et al., 2005; Faro & Gal, 2005;
Simoes & Faro, 2004). El PSI se pliega como un dominio independiente. La
caracterizacion estructural del PSI de profitepsina y de otras proteinas de la
familia SAPLIP muestra que comparten una estructura globular compacta, cinco
alfa-hélices, unidos por tres enlaces disulfuro (Bryksa et al., 2011; Simoes & Faro,
2004).Egas y colaboradores (2000) han demostrado la importancia de estas
cisteinas y sus puentes, que se asocia con el mantenimiento de la estructura
tridimensional del PSI en cardosina A, la unién del PSI a lipidos y las actividades
de permeabilizaciéon de membranas.

En los PSIs la secuencia de aminoacidos revela una inversion entre los dominios
amino y carboxilo terminal con respecto a las saposinas, dando lugar a la
expresion “swaposin” (Ponting & Russel, 1995). Esta permutacion resulta en una
estructura tridimensional muy similar, con un patrén de conectividad algo
diferente entre sus regiones (Bliven & Prlic, 2012).

Algunas proteinas tipo saposina (SAPLIPs) como NK-lisina y granulisina
presentan actividad antimicrobiana, ambas proteinas estan clasificadas como
antimicrobianos (http://aps.unmc.edu/AP/main.php). Al igual que SAPLIPs, el
dominio StAsp-PSI (PSI de PA de Solanum tuberosum) es capaz de interactuar con
la membrana plasmatica de células de mamiferos, aumentando la permeabilidad
de la célula y produciendo muerte celular. Esta actividad citotoxica de StAsp-PSI
es selectiva. Considerando que estas proteinas son téxicas para microorganismos
patégenos humanos y de plantas, hongos, oomicetos, bacterias Gram - y
Gram +, asi como células cancerigenas, pero no son capaces de matar las células
T humanas, los glébulos rojos humanos y células vegetales. Egas y colaboradores
(2000) encontraron que el PSI recombinante es capaz de interactuar con
vesiculas fosfolipidicas y de inducir la fusién de su contenido. Aun asi, el rol del
PSI no ha sido completamente esclarecido, Simées y Faro (2004) propusieron

que patticiparfa en mecanismos de defensa contra patégenos y/o en la muerte
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celular, en base a su capacidad de interactuar con membranas lipidicas. Sin
embargo, White y colaboradores (1999) encontraron en la procyprosina
recombinante, que el PSI tiene como funcién asegurar que el polipéptido
naciente de la proenzima esté correctamente plegado y sea capaz de activarse
hasta ser una enzima madura.

El PSI ha sido propuesto también como una sefial de direccionamiento de
proteinas. Originalmente fitepsina (Hordeun: vulgare) se acumula en la vacuola, con
la deleciéon de su dominio PSI la fitepsina truncada es secretada, lo que lleva a
pensar en un rol del PSI en el direccionamiento de la proteina (T6érmakangas et
al., 2001). Los resultados con otras peptidasas, como soyAP2, una PA de soja,
revelan informacién contradictoria. Esto puede deberse al hecho que diferentes
dominios PSI podrian tener diferentes funciones fisioldgicas (Terauchi et al,
2005).

En el caso de cardosina A, se sabe que su dominio PSI no sélo posee
informacién de direccionamiento hacia la vacuola, sino también que este
direccionamiento se lleva a cabo por una via independiente al aparato de Golgi.
Pereira (2012) planteo la hipétesis de que la ausencia de residuos glicosilados en

este dominio de alguna manera podria estar involucrada en esta nueva funcion.

1.1.8.2. Organizacion de la estructura terciaria

La estructura terciaria de varios miembros de la familia A1 ha sido determinada,
pero de estas solo dos estructuras cristalinas corresponden a PAs vegetales,
ambas pertenecientes al grupo de PAs tipicas. Estas son la estructura de
cardosina A madura (cédigo de PDB: 1B5F, Frazio et al., 1999) y profitepsina,
precursor de la PA de cebada conteniendo el prosegmento junto con el dominio
PSI (cédigo de PDB: 1QDM, Kervinen et al., 1999).

La homologia de los dos 16bulos de las moléculas de peptidasas tipo pepsina se

refleja por el hecho de que los dos residuos Asparticos, Asp94 y Asp277
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(numeracion de acuerdo al alineamiento de la familia
Al http://merops.sangetr.ac.uk) se encuentran en motivos de secuencias muy
similares. El motivo central se resume comunmente como Asp-Thr-Gly (el
motivo DTG), aunque una descripciéon mas completa serfa: Xaa-Xaa-Asp-Gly-
Xbb, en la que Xaa es un residuo hidrofébico y Xbb es Ser o Thr. En la familia
Al, hay un tercer residuo importante para la catalisis ademas de los dos residuos
de acido aspartico; este residuo se encuentra en una estructura flexible conocida
como “flap”, ubicada a lo largo de la hendidura catalitica y juega un papel
importante en la especificidad de la PA. Elf/ap se proyecta hacia afuera sobre la
hendidura del sitio activo y encierra a los sustratos y a los inhibidores en el sitio
activo (Rawlings & Barrett, 1995; Simoes & Faro, 2004; Vairo Cavalli et al.,
2013). El residuo es una Tyr conservada (Tyr 75, numeraciéon de pepsina) que
interactia con los residuos del sustrato en el bolsillo catalitico (Andreeva &
Rumsh, 2001).

La estructura cristalografica de cardosina A madura de C. cardunculus fue
determinada con alta resoluciéon 1,7 A (Frazio et al., 1999). La molécula esta
compuesta por dos cadenas polipéptidicas glicosiladas de 31 y 15 kDa,
respectivamente y un plegamiento tipico dentro de la familia de las PAs.
Esencialmente esta formada por la duplicacion de un motivo de cuatro cadenas 3
anti-paralelas y un a-hélice, lo que se repite dos veces en cada uno de los
dominios (1B5F; Fig. 7). El sitio activo, como ya ha sido mencionado
precedentemente, se encuentra entre los dos dominios en la parte inferior de una
gran hendidura. Las dos mitades de la enzima actian como estructuras plegadas
independientes que se mueven una con relacién a la otra y contribuyendo cada
una con un de los aspartico catalitico en una disposicion coplanar de los
carboxilatos (Frazao et al., 1999).

Una caracteristica tnica de cardosina A, entre las peptidasas de plantas, es la

presencia de dos motivos aminoacidicos Arg-Gly-Asp (RGD, residuos 246-248,
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(Frazao et al., 1999) y Lys-Gly-Glu (KGE, residuos 455-457, Simdes et al., 2005).
RGD es una secuencia conocida de union a integrinas en tejidos de mamiferos
en donde facilita muchas funciones de reconocimiento celular tales como
adhesion, migracion, sefializacion, diferenciacion y crecimiento. Es posible que
cardosina A participe en mecanismos proteoliticos mediados por adhesion
asociados con el crecimiento del tubo polinico, en forma similar a las peptidasas
unidas a integrina que actian durante la proliferaciéon e invasion celular. Asi, de
acuerdo a la estructura cristalina de cardosina A, la secuencia RGD localizada en
un giro que conecta dos cadenas B y proyectada por encima de la superficie
molecular actuarfa en la interaccién polen-pistilo (Faro et al,, 1999). Se ha
identificado a la fosfolipasa D (FLD) como la proteina de unién a cardosina A
mediante la interacciéon de su dominio C2 con los motivos RGD y KGE de
cardosina A siendo los residuos de aminoacidos basicos de RGD/KGE los
preponderantes en el reconocimiento del dominio C2. Ambas proteinas,
cardosina A y FLD, forman un complejo lo que sugiere que las mismas podrian
llevar a cabo acciones concertadas y/o sinérgicas en procesos degenerativos,
tales como los observados durante las respuestas al estrés, la senescencia de las
plantas, y/o las interacciones polen-pistilo. A su vez, la asociacién de ambas
proteinas podria facilitar la disgregaciéon de las vacuolas en la fase de
desmantelamiento que ocurre en el tipo de muerte celular dada por colapso
vacuolar en las plantas.

A pesar de la alta similitud existente entre las dos peptidasas asparticas de
pistilos, cardosina A y B, ninguna de estas dos secuencias se encuentran

conservadas en cardosina B, la que contiene por su parte los motivos RGN y

EGE (Simées et al., 2005).
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Figura 7. Estructura de cardosina A madura (C. cardunculus L). La molécula contiene dos
cadenas peptidicas glicosiladas (31 kDa en color morado oscuro y 15 kDa en gris claro). La proteina es
bilobulada con dos dominios separados por la gran hendidura donde se encuentra el sitio activo
(indicado por una flecha); el Asp35 y Asp218, dentro del sitio activo, se muestran en naranja, se
muestran como bolas y palos. Los glicidos, estin representados también como barras y esferas, sonN-
glicanos unidos a Asn67 y Asnl78, en color cian, rojo y azul que representan atomos de C, O y N,
respectivamente. Los enlaces disulfuro, asi como las cisteinas implicadas en los puentes, se muestran en

amarillo. Tomado de Vairo Cavalli et al., 2013.
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1.1.9. Rol fisiolégico de las peptidasas vegetales

Las peptidasas vegetales estan involucradas en muchos aspectos fisiologicos y en
el desarrollo de la planta. Desempefian un papel fundamental en procesos tales
como, recambio proteico, degradacién de proteinas mal plegadas, senescencia y
en la via ubiquitina/proteasoma. Las peptidasas son también responsables de la
modificacién post-traduccional de proteinas por protedlisis limitada en sitios
muy especificos. Estan implicadas en una gran diversidad de procesos celulares,
incluyendo la fotoinhibicién en el cloroplasto, mecanismos de defensa, muerte
celular programada, fotomorfogénesis en la plantula en desarrollo, reproduccion
sexual de plantas, meiosis, supervivencia del gametofito, embriogénesis,
formacion de la cubierta de semillas y maduracion de las mismas, formacion del
xilema, desarrollo del estoma, biogénesis de cloroplastos, movilizaciéon de
nutrientes, respuestas a estimulos ambientales y factores de virulencia vy
senescencia (Mendieta, Pagano, Mufioz, Daleo, & Guevara, 2006; Simbes &
Faro, 2004; van der Hoorn, 2008). De esta manera, las peptidasas vegetales son
reguladores claves de una enorme variedad de procesos biolégicos que estan
involucrados en todos los aspectos del ciclo de vida de las plantas, desde la
movilizaciéon de proteinas de reserva durante la germinacion hasta el inicio de la
muerte celular y senescencia programadas (Gonzalez-Rabade et al, 2011;

Schaller, 2004; van der Hoorn, 2008).

1.1.10. Mecanismos de procesamiento de peptidasas asparticas

Tres tipos distintos de procesamiento han sido observados en los zimégenos de
las PAs: autoprocesamiento total (intra o intermolecular); autoprocesamiento
parcial asistido por diferentes peptidasas y procesamiento totalmente asistido. El
pepsinégeno se incluye en la primer categoria, la procatepsina D en la segunda
(requiere la acciéon de proteinasas cisteinicas lisosomales), y la prorrenina en la

tercera (Koelsch, Mares, Metcalf, & Fusek, 1994). Sin embargo ain no se ha
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identificado ninguna enzima particular como responsable del inicio de los
eventos de procesamiento de las PAs de plantas. Evidencias obtenidas mediante
experimentos zz vitro sugieren que la maduraciéon completa de las PAs podria
requerir la accién de otra(s) endopeptidasa(s) y exopeptidasas en adicién al
procesamiento autocatalitico —que requieren un descenso en el pH—(Castanheira
et al., 2005; Domingos et al., 2000; Sampaio, Fortes, Cabral, Pais, & Fonseca,
2008; Simoes & Faro, 2004; White et al., 1999).

El procesamiento de las PAs de planta en enzimas plenamente activas implica
varios pasos proteoliticos que incluyen la eliminaciéon del péptido senal,
propéptido y en la mayoria de los casos el PSI, originando formas
heterodiméricas o monomérericas (Mutlu & Gal, 1999). La gran mayoria de las
PAs de plantas son proteinas heterodiméricas con una subunidad mayor de 28-
35 kDa, y una subunidad menor de 11-16 kDa y sélo un numero reducido son
proteinas monoméricas, que conservan el PSI aun en su forma madura, y
presentan una masa molecular de 36-65 kDa (Balandin et al., 2005; Mutlu & Gal,
1999). Tal es el caso de las PAs aisladas de tomate (Rodrigo et al., 1989), tabaco
(Rodrigo et al., 1991) y papa (Guevara, Oliva, Machinandiarena, & Daleo, 1999).
En las PAs vegetales heterodiméricas, el PSI se elimina por protedlisis (Glathe et
al., 1998; Ramalho-Santos, Verissimo, Cortes, Samyn, & Faro, 1998). En general,
el dominio PSI es escindido del precursor en forma parcial o total, no obstante,
existen algunas variaciones en el mecanismo y el orden en que el prosegmento y
este inserto son eliminados durante la conversiéon hacia la forma activa (Simoes
& Faro, 2004). Se ha sugerido que el procesamiento de las preproenzimas
involucra una serie de clivajes proteoliticos secuenciales durante el trafico hacia
el Golgi, lo que da lugar a una mezcla compleja de formas heterogéneas de
peptidasas asparticas maduras dentro de los tejidos de la planta (P. Duarte,
Pissarra, & Moore, 2008). El mecanismo de procesamiento no es necesariamente

siempre el mismo y no necesariamente sigue el mismo orden (Simoes & Faro,
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2004). En este sentido, se ha encontrado microheterogeneidad en ambas
subunidades de cardosinas A, E, F, G y H y en cyprosinas (Cordeiro, Pais, &
Brodeliius, 1994). Aunque la diversidad y heterogeneidad no solo se debe a
modificaciones postraduccionales, sino también a la naturaleza multigénica de

esta familia de enzimas (Pimentel et al., 2007; Sarmento et al., 2009).

Procardosina A sufre procesamiento proteolitico durante la maduracién de la
flor, el PSI es removido completamente, probablemente por una PA, luego de lo
cual el prosegmento es removido. El primer sitio de escision para el
procesamiento ocurre entre el fragmento de 31 KDa y el PSI. El procesamiento
serfa secuencial, con la acumulacién de intermediarios parcialmente procesados
(Fig. 8, Ramalho-Santos et al., 1998). En el procesamiento de procatepsina D o
pepsinégeno, por ejemplo, se han identificado pseudoformas de la remocién

parcial del prosegmento (Conner & Richo, 1992; Dykes & Kay, 1970).

v
e | Pro 31kDa Psi 15KDa Preprocardosina A
V _
Pro 31KDa psi 15KDa Procard05| naA
\"4 \" ) o
5 shxDa Forma intermediaria
31KDa 15KDa Cardosina A madura

Figura 8. Representacion esquematica de los pasos de procesamiento de cardosina A,
como ejemplo ilustrativo del procesamiento de las PAs. Durante el direccionamiento, el
precursor inicial zimégeno se expone a diferentes valores de pH y a enzimas proteoliticas,
resultando en la escision del péptido senial (Pre), prosegmento (Pro) y dominio PSI. Los sitios de
escision entre el Pro y el fragmento de 31-kDa, el fragmento de 31 kDa y el PSI, y el PSI y el
fragmento de 15 kDa se indican con flechas. La eliminacién de PSI parece ocurrir en el orden
secuencial indicado, con la existencia de una forma intermediaria. La forma final, madura esta
presente en la vacuola y presenta actividad proteolitica. Tomado de Ramalho-Santos et al., 1998.
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El mecanismo por el cual se elimina el PSI en procardosina A no esta claro, pero
involucra una conformacién especifica del precursor. Es posible que
procardosina A durante su transporte intracelular interactie directamente con la
membrana a través del dominio PSI, limitando asi la correcta conformacion para
su procesamiento en los sitios de escisiéon del PSI. Tras la eliminaciéon del PSI,
procardosina A adquiere una estructura tipica de PA similar a las de mamiferos o
microbianas (Ramalho-Santos et al., 1998). Un mecanismo de procesamiento
autocatalitico similar al de cardosina A ha sido propuesto para cenprosina, PA de
Centanrea caleitrapa (Domingos et al., 2000) y para oryzasina 1 recombinante, PA
de arroz (Asakura, Matsumoto, Funaki, Arai, & Abe, 2000).

Otro esquema de procesamiento fue descripto para profitepsina, donde el
propéptido es escindido previamente a la remocién incompleta del dominio PSI
(Glathe et al., 1998; Tormikangas et al., 2001). Las diferencias observadas entre
los sitios de procesamiento 7z vivo e in vitro hacen pensar en la participacion de
otras endopeptidasas y/o exopeptidasas en el mecanismo de activacion ademas
del mecanismo de autoprocesamiento (Glathe et al., 1998). Para procyprosina
recombinante producida en Pichia pastoris el procesamiento se asemeja al de
profitepsina (White et al., 1999). Sin embargo, el procesamiento de procyprosina
parece involucrar la accion de peptidasas de la célula huésped y no
autoactivacion (White et al., 1999). También ha sido propuesto un mecanismo
de procesamiento similar para una de las PAs que se expresa en las semillas de
girasol (Park, Kusakabe, Sakakibara, & Kobayashi, 2001). En resumen, la
mayoria de los casos, el procesamiento de las PAs tipicas de planta origina una
enzima heterodimérica que carece tanto del prosegmento como del PSI, con una
organizacion de los dominios semejante a la de sus homologos de origen no-

vegetal de la familia Al.
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1.1.11. Peptidasas asparticas en flores de cardo

Estudios de localizacion iz situ han revelado que las PAs no se distribuyen al azar
dentro de la planta, sino que estan muy especificamente localizadas en diferentes
tejidos segun la especie (Simoes & Faro, 2004).

Cynara cardunculus L. (cardo de Castilla) en las flores maduras produce dos grupos
de peptidasas, cardosinas y cyprosinas, identificadas como PAs tipicas de plantas.
Incluso cuando la actividad aspartilendopeptidasa se encuentra en niveles
relativamente bajos en la planta, estas flores poseen actividad extremadamente
alta de PA en ciertos tejidos (Vairo Cavalli, Lufrano, Colombo & Priolo, 2013)
Cordeiro y colaboradores (1994) demostraron la presencia de tres peptidasas
glicosiladas con actividad coagulante de leche en extractos de flores secas de C.
cardunculus, obtenidos a pH alcalino (8.3). Fueron llamadas cynarasas 1, 2, y 3. El
nombre cynarasa mas tarde fue reemplazada por cyprosina segun las
convenciones de nomenclatura de PAs (Cordeiro et al., 1994).

Las cardosinas se han purificado y caracterizado a partir de estigmas frescos de
C. cardunculus (Verissimo, Esteves, Faro, & Pires, 1995), sin embargo, cardosinas
y cyprosinas nunca han sido co-purificadas (Pimentel et al., 2007).

Las cyprosinas estan especificamente localizadas en las células epidérmicas de los
estilos de las flores de C. cardunculus. Los genes que codifican tanto para
cyprosinas como para cardosinas se organizan como una familia de multigenes
que se expresan en las etapas tempranas del desarrollo floral (Pimentel et al.,
2007). E1 ARNm de las cardosinas se detecta en inflorescencias jévenes pero no
en los pistilos de inflorescencias completamente abiertas (Faro et al., 1999; Vieira
et al., 2001). La expresion de cardosina A ocurre esencialmente en los pistilos,
especificamente en las vacuolas de almacenamiento de proteinas de las papilas
estigmaticas asi como también en la gran vacuola central de las células del estilo
desde el inicio del desarrollo floral (Ramalho-Santos et al., 1998). Cardosina B se

acumula en los pistilos hasta las dltimas etapas del desarrollo floral localizandose
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en las paredes de las células y en la matriz extracelular del tejido de transmision
floral (Vieira et al., 2001).

Las diferencias en actividad y localizacién, sugieren que las dos cardosinas
cumplen funciones bioldgicas diferentes, para cardosina B se ha propuesto un
rol en defensa o en la interacciéon polen pistilo, cardosina A intervendria en
mecanismos proteoliticos mediados por adhesioén probablemente asociados con
el crecimiento del tubo polinico.

Recientemente se ha propuesto que cardosina A serfa una enzima bifuncional, ya
que procardosina A tendria un rol en eventos que ocurren durante y luego de la
germinacion de las semillas de cardo como la desestabilizacion de la membrana
durante el intercambio de solutos y agua en estructuras en crecimiento activo. En
los embriones, este zimdégeno, se acumula en cuerpos proteicos y paredes
celulares. En cambio, cardosina B solo es detectable en las primeras etapas luego
de la imbibicién de semillas, por lo que le cabria un rol en la pérdida de
estructuras limitantes (Pereira et al., 2008).

En estudios posteriores, Sarmento (2009) purificé y caracterizé cuatro nuevas
PAs de pistilos de C. cardunculus, elevando asi el nimero de PAs de esta especie a
nueve. Estas cuatro enzimas: cardosina E, F, G, y H, son diméricas, glicosiladas,
y con actividad maxima a alrededor de pH 4,3. Estas enzimas se asemejan a

cardosin A mas de lo que se asemejan a cardosina B o a cyprosina.

1.2. DESCRIPCION GENERAL DE LA VIA SECRETORIA EN PLANTAS.

Una tipica célula animal o vegetal contiene hasta 10.000 diferentes tipos de
proteinas, mientras que las células de levaduras contienen aproximadamente unas
5000 proteinas. Para un apropiado funcionamiento, cada una de estas numerosas
proteinas debe localizarse en un compartimento intracelular preciso, membrana

celular u organela, o dirigirse al exterior celular. Tanto las proteinas como otras
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cargas se sintetizan y se programan para seguir una determinada via hasta
alcanzar su destino final (Xiang, Etxeberria, & Van Den Ende, 2013) .

Como se indic6 en el apartado 1.1.8.1 una secuencia sefial Pre dirige los
precursores de PAs de planta, siguiendo la via secretoria hacia las membranas del
RE rugoso, una vez translocada al RE la proteina termina de ser sintetizada. En

el siguiente apartado se describira esta via en forma general.

1.2.1. Componentes de la via secretoria

En las células eucariotas, el sistema de membranas internas que delimitan
distintos compartimientos dentro de la célula, excluyendo plastidos vy
mitocondrias, a menudo es denominado “sistema de endomembranas”. El
mismo esta compuesto por organelas especificas, las cuales estan principalmente
especializadas en la producciéon y maduraciéon de macromoléculas, su
almacenamiento, degradacion y reciclado. En términos generales las organelas
que constituyen el sistema de endomembranas son: el RE, el aparato de Golgi
(AG), las vesiculas secretorias (VS), distintas Vacuolas (Vs) y la membrana
plasmatica (Morré & Mollenhauer, 1974). Generalmente, la via secretoria de
proteinas se inicia en el ER, sigue a través del AG, y finalmente alcanza la
vacuola, otros compartimientos o la superficie celular.

Las proteinas no citosolicas, como las proteinas solubles en agua, cuyo destino
final es el lumen de un organela, se suelen importar al interior del RE. Esta
importaciéon esta mediada por una secuencia sefial del RE, responsable de la
iniciacién de su translocacion hacia la membrana del RE, que generalmente se
asocia con la region N-terminal compuesta por residuos hidrofébicos. (Alberts et
al., 2008). El RE es también el primer lugar para la N-glicosilacién de proteinas,
asi como el control de calidad del plegamiento de las proteinas. De hecho, las
proteinas solubles cuyo plegado es incorrecto son exportadas de vuelta al

citoplasma donde son degradadas (Stachelin & Driouich, 1997).
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En plantas, el AG presenta muchas funciones y rasgos que son similares a lo
observado en mamiferos, aunque también existen algunas caracteristicas unicas
(Alberts et al., 2008). Entre otras funciones, es el responsable direccionamiento y
correcta entrega de la carga de proteina a una amplia gama de diferentes destinos
(Jurgens, 2004). E1 AG recibe la mayor parte de las proteinas del RE procesadas,
a pesar de que la exportacion del RE podra, en situaciones muy particulares,
evitar el paso por esta organela por una serie de mecanismos. Una vez dentro del
AG las proteinas son adicionalmente procesadas, son glicosiladas o sufren
modificaciones de lipidos (Hawes & Satiat-Jeunemaitre, 2005).

La mayor diferencia entre animales y plantas es en cuanto a su estructura,
mientras que, en células de mamiferos el AG tiene una posiciéon perinuclear casi
estacionaria, en las plantas, esta dividido en apilamientos individuales. La parte
mas préoxima al RE se denomina as-Golgi, seguido del Golgi-medio y el mas
alejado se conoce como #rans-Golgi; al final se encuentra una red compleja de
cisternas la cual se conoce como red del #ans-Golgi (TGN, trans golgi network).
Todas estas cisternas, en general, son consideradas funcionalmente
independientes (Stachelin & Moore, 1995), ya que cada una puede describirse
como una estructura polarizada en términos de morfologia cisternal y actividad
enzimatica, cambiando gradualmente desde el cs- al #rans-Golgi (Fitchette-Lainé,
Gomotd et al,, 1997). Por otro lado, de manera mas especifica, en el sistema de
endomembranas de células de planta encontramos el compartimiento pre-
vacuolar (PVC, prevacuolar compartment) que esta definido como una organela que
recibe las proteinas desde las vesiculas secretorias y posteriormente las transporta
a las vacuolas (Bethke & Jones, 2000). Basado en el funcionamiento de los
sistemas de endomembranas de levaduras o mamiferos, el PVC funciona ademas
como organela intermediaria en la via endocitica desde la membrana plasmatica

al Golgi (Van Deurs, Holm, Kayser, Sandvig, & Hansen, 1993).
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Las vacuolas, junto con la membrana plasmatica, son el punto mas distal de la
via secretoria, muchas proteinas vacuolares son transportadas desde el RE a
través de compartimentos intermedios. Las vacuolas de planta son organelas
multifuncionales, cumplen funciones tanto fisicas como metabdlicas cruciales
para la célula. Estas funciones vitales y esenciales para la planta son por ejemplo
el mantenimiento de la turgencia, la homeostasis protoplasmatica,
almacenamiento tanto de metabolitos secundarios como de proteinas que luego
son degradadas para proveer carbono, nitrégeno y fuente de azufre implicados
en el crecimiento y el desarrollo de la planta asi como en respuesta celular a
factores ambientales y bioticos (Viotti, 2014; Xiang et al., 2013). El nimero y
tamafio de las vacuolas dependen del tipo de célula y de la etapa de desarrollo.
Las vacuolas tienen diferentes formas, tamano, contenido y funcién; una vacuola
central nica puede ocupar hasta el 90% del volumen de una célula (Viotti,
2014). Las plantas presentan al menos dos tipos de vacuolas funcionalmente
distintas (Fig. 9): vacuolas liticas (LV) y vacuolas de almacenamiento de proteinas
(PSV) (Herman & Larkins, 1999; Hoh, Hinz, Jeong, & Robinson, 1995; Paris,
Stanley, Jones, & Rogers, 1996; Alessandro Vitale & Raikhel, 1999).
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Figura 9. Mapa simplificado de la via secretora
de las plantas superiores. Las proteinas vacuolares

se sintetizan y se procesan en el RE y se transfieren a

vacuolas a través de diversas rutas, por ejemplo, se

Protein storage
vacuole

P

puede producir la transferencia directa de algunas

proteinas de almacenamiento a la vacuola (ruta 1). Las

proteinas destinadas a la vacuola de almacenamiento
de proteinas pueden dejar el AG en compartimentos
cisy trans-Golgi (ruta 2), mientras que las proteinas
destinadas a la exocitosis lo hacen

predominantemente por el #rans-Golgi (ruta 3). Los
productos destinados a la vacuola litica lo hacen por
el trans-Golgi y se encaminan de manera dependiente
del receptor clatrina a través del compartimento PVC

(4 * Endosome . . . ;
(ruta 4). El material de endocitosis y las proteinas de

la membrana plasmatica recicladas se internalizan en
un compartimiento tipo endosoma(ruta 5), que puede

Lytic vacuole

transferir el material fusionandose o madurando en el
PVC (ruta 6). La funcién exacta de las vesiculas en la
transferencia entre los endosomas putativos, los

PVCs y una vacuola litica no estd claramente
establecida. (Tomado de Brandizzi & Hawes, 2004)

El transporte de proteinas solubles y de membranas entre estas organelas esta
mediado por distintas vesiculas de transporte, donde cada una mantiene una
composicion unica de su membrana y de las proteinas que transporta. Entre ellas
podemos mencionar, las vesiculas que median el transporte entre el RE y el AG,
denominadas COP’s (COP-1 y COP-II, coat protein complexes 1 y 1I,
respectivamente) o también, las encargadas del transporte desde estas organelas y
su destino final como las vesiculas cubiertas de clatrina (CCV, Clathrin-Coated
Veesicles), las vesiculas PAC (Precursor Accumnlating vesicles) descriptas en zapallo
(Cucurbita maxima) v, las vesiculas densas (DV, Dense 1esicles), entre otras (Hara-
Nishimura, Shimada, Hatano, Takeuchi, & Nishimura, 1998; Hillmer,
Movafeghi, Robinson, & Hinz, 2001; A Vitale & Pedrazzini, 2005).
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Las proteinas vacuolares llegan a los diferentes tipos de vacuolas a través de una
via de de trafico y biosintesis mediada por vesiculas que incluye el RE, el aparato
de Golgi, el TGN y endosomas/ PVC. En las células vegetales, se conocen dos
tipos diferentes de receptores de membrana: la familia de receptores de trafico
vacuolar (VSR, vacuolar sorting receptor) y la familia de receptores de membrana
anillo-H2 (RMR, receptor membrane ring-H?2) (Viotti, 2014).

Con respecto al destino final de las PAs, se ha observado que diferentes PAs se
acumulan en compartimentos distintos, y la misma proteina puede ser secretada
al apoplasto o dirigida a vacuolas, dependiendo del tipo de célula, y estado de
desarrollo, sugiriendo un mecanismo estricto en la regulaciéon del transito (da

Costa, Pereira, Moore, & Pissarra, 2010; Oliveira et al., 2010).

1.2.2. Tipos de vacuolas

Como ya se indic6 dos tipos de vacuolas pueden ser encontrados en las células
vegetales, la vacuola de almacenamiento de proteinas (PSV) y la vacuola litica
(LV). Por lo general, las proteinas de almacenamiento vacuolar se acumulan en
PSVs. Las PSVs tienen pHs mas altos y actividades hidroliticas mas bajas que las
LVs, y predominan en los tejidos de almacenamiento (cotiledones, endosperma
en semillas y tubérculos), asi como en los tejidos vegetativos de las plantas
adultas (corteza, hojas, vainas). Las proteinas almacenadas en PSV se utilizan
principalmente como fuente de nitrégeno o de carbono durante la germinacion
de semillas y desarrollo de las plantas (Wang et al., 2007). Sin embargo, las PSVs
también pueden contener grandes cantidades de proteinas toxicas (lectinas,
inhibidores de péptidasas y proteinas inhibidoras de ribosomas), que pueden ser
considerados como el resultado de un proceso de desintoxicacién citosélica o
como una defensa contra depredadores. Las proteinas almacenadas en PSVs
podrian ser procesados a través de la acciéon de enzimas de procesamiento

vacuolar o peptidasas. Las LVs se encuentran generalmente en los tejidos
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vegetativos, tienen un pH acido y contienen una gran cantidad de enzimas
hidroliticas. Las LVs se utilizan tanto para el almacenamiento como para el
deposito de materiales no deseados de las células vegetales. Reciben
componentes extracelulares a través de endocitosis y fagocitosis, y material
intracelular a través de autofagia, asi como a través de la via de trafico
biosintética y los sistemas de transporte de membrana. Las LLVs modulan la
degradacion de una multitud de macromoléculas y otros compuestos. Como
tales, se consideran reguladores clave en la homeostasis celular. Dependiendo de
las condiciones de fisiologicas, las LVs se pueden transformar en PSVs y

viceversa (Xiang et al., 2013).

1.2.3. Sefnales de direccionamiento vacuolar

La sefial de direccionamiento es parte de la secuencia de la proteina. Hay tres
grupos principales de determinantes de direccionamiento vacuolar (VSD) de
plantas identificados hasta el momento. Los VSDs son necesarios para el
correcto direccionamiento hacia la vacuola, sin estos motivos, las proteinas
vacuolares siguen el camino por defecto y son secretadas hacia la superficie

celular.

1) VSDs de secuencia especifica (ssVSDs) consisten en motivos conservados,
como NPIRL o similares, y no toleran grandes modificaciones. Por lo general,
este tipo de sefial se encuentra en el extremo N-terminal de una proteina
(Nakamura & Matsuoka, 1993). Se considera que los ssVSDs son reconocidos

por VSRs para su trafico a las LV.

2) VSDs C-terminales (ctVSD) (Nakamura & Matsuoka, 1993; Neuhaus &

Rogers, 1998). Estas sefales no son conservadas, ni tienen un tamafio definido.

3) VSD dependiente de la estructura fisica de la proteina (psVSD). Estas

seflales se encuentran en el centro de la proteina e implican uno o mas motivos,
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los cuales se exponen so6lo cuando la proteina adquiere su conformaciéon plegada

(Jolliffe, Ceriotti, Frigerio, & Roberts, 51AD; Neuhaus & Rogers, 1998)

En las plantas, los ctVSDs fueron descubiertos en lectina de cebada y quitinasa
de tabaco. La longitud minima para estos motivos es de cuatro aminoacidos.
Muchos péptidos aleatorios C-terminal son suficientes para dirigir una proteina
reportera a la vacuola. Por ejemplo, el ctVSD de quitinasa A de tabaco
GLLVDTM vy los motivos FAEAI y LVAE de lectina de cebada, son necesarios
y suficientes para el direccionamiento vacuolar (Xiang et al., 2013). Los ctVSDs
deben estar localizados estrictamente en el C-terminal de la proteina. Mas aun, la
introduccién de un sitio de glicosilacion C-terminal o la adicién de alanina en el
C-terminal lleva a la proteina a la superficie celular. Cabe destacar, que los
ctVSDs son distintivos de las plantas. Algunas proteinas incluso combinan un
ssVSD y un ctVSD para el direccionamiento dual a la matriz de PSV o de
globoides (Xiang et al,, 2013). Se demostré que la region C-terminal de la
subunidad alfa de beta-conglicinina de soja tiene dos sefiales de
direccionamiento, una del tipo ctVSD y otra del tipo ssVSD. Ambos funcionan
para el trafico hacia las PSVs, pero no esta claro si ambos utilizan el mismo VSR
(Pereira, Pereira, & Pissarra, 2014; C. Pereira, Pereira, Satiat-Jeunemaitre, &
Pissarra, 2013). Otro estudio reciente demostré la existencia de dos VSDs en la
misma proteina con propiedades diferentes: una ctVSD tipica y un dominio de
direccionamiento vacuolar no convencional, el PSI, ambos en la secuencia de

cardosin A (Pereira et al., 2014).
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Los genomas de plantas codifican cientos de peptidasas lo que representa
decenas de familias no relacionadas entre si de estas enzimas. Esta diversidad
funcional se correlaciona con los datos moleculares: las peptidasas se expresan
especificamente en tiempo y espacio y se acumulan en diferentes
compartimentos subcelulares. Ia caracterizacion bioquimica, funcional y
estructural de estas enzimas permitira avanzar en el area del conocimiento de las

relaciones estructura-funcion de las mismas.

Las peptidasas asparticas han sido empleadas como herramientas en distintos
procesos, en la fermentacién y manufactura de una variedad de productos,
incluyendo produccién de quesos, péptidos bioactivos, nutracéuticos y
formacién del sabor. El conocimiento de los motivos estructurales y funcionales
y la comparacién con otras peptidasas ya estudiadas permitirda el disefio de
nuevas peptidasas, mediante ingenierfa de proteinas, que puedan resultar
atractivas para su potencial aplicacion en determinados  procesos

biotecnolégicos.

Extractos de flores de Silybum marianum, una especie de la familia Asteraceae,
fueron probados en ensayos de coagulaciéon de leche mostrando capacidad
coagulante debida a la presencia de PAs para ser potencialmente utilizados en la
industria lactea. Hsta especie comunmente conocida como cardo mariano es

considerada una maleza en nuestra region.

El presente trabajo intenta generar un aporte al conocimiento de las PAs de

origen vegetal mediante el estudio de las peptidasas de flores de S. marianum.

El objetivo general de este trabajo de investigacion es caracterizar peptidasas
asparticas y sus precursores a partit de flores de Silybum marianum (familia

Asteraceae) que crecen en nuestro pafs.
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Para llevar adelante este proposito, se plantearon los siguientes objetivos
especificos que contribuyen a lograr el objetivo general:

1. Clonary secuenciar los ADNc de PAs de S. marianum.
a.  Aislar el ARN total de flores de S. marianunm.

b.  Clonar los precursores de las aspartilproteasas (preproengimas) a partir del
ARNwmz

¢. — Obtener la secuencia nucleotidica y de aminodcidos de estos precursores.
d.  Predecir sus propiedades fisicoguinicas.

e. Realizar un estudio comparativo con los precursores de otras peptidasas
aspdrticas conocidas.

2. Predecir la estructura molecular de las peptidasas clonadas por modelado por homologia
a partir de la secuencia aminoacidica y en base al modelo estructural, realizar una prediccion
funcional.

a.  Predecir motivos estructurales y funcionales en las peptidasas clonadas.
b.  Generar un modelo tridimensional de las peptidasas clonadas.
¢. — Validar el modelo tridimensional.

3. Estudiar la localizacion subcelular de las peptidasas por expresion transiente en
Nicotiana benthamiana y microscopia confocal.

a.  Construir vectores de expresion para uno de los precursores y su mutante
fusionados a proteinas flnorescentes.

b.  Expresar en  forma  transiente  las  proteinas  de  fusion  en
N. benthamiana

¢.  Determinar la localizacion subcelular de las proteinas por microscopia confocal.
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3.1. CEPAS BACTERIANAS

3.1.1.

Cepas de Escherichia coli

3.MATERIALES

XL1-Blue

(Stratagene, Agilent
Technologies, Santa
Clara, CA)

end A1 gyrA96 (nal) thi-1 recAT
rel AT lac ginV'44 F'[:Tn10
proAB lacl' A(lacZ) M15] hsd R17 (r

m K+)

TOPI10F

(Invitrogen, Invitrogen

Corp., Carlsbad, CA)

Fe-merA A(mrrr-hsdRMS-merBC)
080lacZAMT5 AlacX74 nupG recAT
araD139 A(ara-len)7697 galEE15
galK16 1psL. (St") end A1 X

F' [lacl” Tn10(tet)] merA A(mrr-
hsdRMS-merBC) 980 lac ZAMT5

Clonado general,

TOPI10F AlacX74 deo RnupG recAT araD139 propagacion de
(Invitrogen) Alara-len)7697 gal Ugal KrpsL. (St#¥) plasmidos
end A1 X
F-end AT ginl'44 thi-1 recAT relAT
DH5« grA96 deo RnupG DE0dlacZAMT5
. A(lacZY A-argF)U169, hsdR17(rK-
(Invitrogen) WK+, e
GC10 F- merA A(mrr-hsdRMS-merBC) P80
. ) dlacZ AM15 AlacX74 end AT recAT
(S1gma—Aldr1ch,S an Al(ara, len)7697 araD139 gal Ugal
Lais, MO) Knup GrpsL J— T1R
F-gyrA462 end A1 ginl/’44 A(srl- Propasacion
DB 3.1 ree) mer Borr bsdS20(r, my) aratd - OPIEHEOR S
(Invitrogen) LalR2 acY'T proA2 ipsL.20 (S77) 295 vectores Gateway

Alen mitl!

Arctic Express™
(DE3) (Stratagene)

E. coli B F— omp Ths dS' (rB— mB-)
dem~+ Tetr gal A (DE3) end A Hte
[epn10cpn60 Gentr]

Expresion

en E coli

Tabla 1. Cepas de E. w/i utilizadas en el clonado y expresién de peptidasas.

Las cepas utilizadas, asi como su genotipo y aplicacién se muestran en la Tabla 1.
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3.1.2. Cepas de Agrobacterium tumefaciens

A. tumefaciens GV3101: contiene integrado en su cromosoma, secuencias
derivadas del plasmido Ti desarmado pTiC58 y un gen de resistencia a
rifampicina. Ademas posee el plasmido helper pMP90 (pTiC58yAT-DNA) que
confiere resistencia a gentamicina y provee los genes v/, necesarios para la

transformacion del T-DNA dentro de la célula vegetal.

3.2.MEDIOS DE CULTIVO

Los distintos medios empleados para el crecimiento de cultivo de E. /i y A.

tumefaciens se detalla en la Tabla 2.

Medio Luria-  Extracto de levadura 54/L Crecimiento y mantenimiento de
Bertani (LB) NuC/ 10 4/1. E. coli y A. tumefaciens
Triptona 10 4/1. Expresion de proteinas
recombinantes
Solo para medio sélido:
Agar bacterioldgico 15 4/L
SOC Bactotriptona 20 g/L Crecimiento de células

competentes transformadas

Extracto de levaduras 54/L . L
mediante choque térmico

NaCl 0,6 g/ L.
KCl 1,86 4/ L
MgCl, 2,03 g/ L
MgSO, 1,20/

Glucosa 3,6 g/L
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YEB Peptona

Extracto de levadura

Extracto de carne

MgCl,

Sacarosa

54/L
1g/L
59/
S54/L
54/L

Crecimiento y mantenimiento de
cepas de A. tumefaciens

Tabla 2. Medios de cultivo empleados en el crecimiento y expresion de E. coli y A. tumefaciens

3.3.SOLUCIONES BUFFERS

Las soluciones tampo6n que se utilizaron en el presente trabajo se describen en la

Tabla 3.

Tris 40 mM pH 7,6; acido acético

Preparacion de geles de
agarosa y como buffer

TAE 20 mM; EDTA TmM. de corrida en las
electroforesis de ADN.
TE Tris-Cl 10 mM pH 7,5; EDTA Resuspencion de
1mM. oligonucleétidos.
RbCl 100 mM; MnClL,50 mM; Preparacion de célul
TBF I Acetato de Potasio 30 mM; CaCl, ‘2}"”‘ ’f Ot euf;f as
10 mM; Glicerol 15%; pH 5.8, comperentes quiticas.
TBE II MOPS 10 mM; RbCl 10 mM; CaCl, Preparacion de células
75 mM; Glicerol 15%; pH 6,5. competentes quimicas.
. . KH,PO,/Na,HP0, 50mM; NaCl Expresion de PSI
Buffer de lisis 80mM pH 7,4. recombinante

Buffer de muestra 1 x

Tris 65mM, Glicerol 8ml, SDS
09,35 mM, B-mercaptoetanol 5 ml,
Azul de bromofenol 30 mM, pH
0,8 (se llevo a pH con HCL 1N).

Preparacion de
muestras de
electroforesis

Preparacion de geles de

ilslifletcciig:lgel de ;f{nCstill\lé)pHS,S (se llevo a pH con clectroforesis SDS-

" ' PAGE
Buffer del gel de Ttis 499,4 mM pH 6,8 (se llevé a ﬂreﬁfrﬁoni dggesles de
stacking pH con HCL 1N). ©CCTOTOTESIS i

PAGE
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Buffer del Reservorio
10 x

Tris 247,65 mM , glicina
1,92 M, SDS 34,68 mM.

Buffer de corrida para
electroforesis SDS-
PAGE

Buffer de transferencia

Tris-HCI 25 mM pH 8,3; glicina
192 mM, metanol 20%.

Buffer de trasferencia
para Western blot

Buffer PBS

NaCl 136,99mM, KCL 2,68mM,
Na,HP0,.2 H,O 4,77 mM, K,HPO,

Preparacion de
anticuerpos para el

0,014 mM pH 7,4. Western blot
Buffer de lavado para el
Buffer PBS-T'ween 20 Buffer PBS con Tween al 0,05%. revelado de Western
blot
MgCl, 10 mM, acido : .,
Medio de Infiltracién  merfolinoctansulfonico (MES) 10 ?gmmf.ﬂmlon de N.
enthamiana

mM pH 5,7

Tabla 3. Soluciones tamp6n utilizadas en las distintas técnicas empleadas en este trabajo deTesis

3.4.SOLUCIONES DE ANTIBIOTICO

Para la seleccion de clones transformados de E. coli y A. tumefaciens se prepararon

soluciones stock con una concentraciéon 1000 veces superior (1000 x) a la de

trabajo en agua excepto para los antibiéticos tetraciclina y cloranfenicol para los

que se empled etanol 70%, como se muestran en la Tabla 4.

Ampicilina (Ap) 100 (H,0O) 100 No se usa
(Bagd)
Tetraciclina (Tc) 5 5 5

0
(Bagd) (50%EtOH)
Kanamicina (Km) 100 (H,0O) 50 100
(MP Biomedicals)
Gentamicina (Gm) 50 (H,0) 20 50
(Bagd)
Estreptomicina (St) 100 (H,O) 25-100 300
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(Sigma-Aldrich)

Espectinomicina (Sp) 50 (H,0) 50 100
(MP Biomedicals)

Cloranfenicol (Cm) 30 (EtOH) 30 50
(Sigma-Aldrich)

Rifampicina (Rf) 100 (DMF) 100 100
(Genbiotech SRL)

Tabla 4. Antibiéticos utilizados en clonado y expresién. En la columna de solucién stock se indica

entre paréntesis el solvente correspondiente

3.5.VECTORES
3.5.1. Clonacion
3.5.1.1. pGEM®-T Easy

El vector de clonacion pGEM-T Easy, Promega Corporation, Madison, W1, se
encuentra linealizado y presenta una timina 3’ terminal en ambos extremos del
sitio de insercion (Fig. 1), esto previene la recircularizaciéon del vector y genera
una unién compatible con cualquier producto de la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) obtenido por empleo de polimerasa Taq. Esta caracteristica da
versatilidad a la vez que aumenta la eficiencia de ligacién de los productos de
PCR al vector.

Debido a que el sitio de insercién en el vector pGEM-T Easy interrumpe el
marco de lectura abierto de la enzima B-galactosidasa, los clones que
incorporaron el vector conteniendo el inserto a clonar, pueden ser identificados
como colonias blancas resistentes a Apen la placa de crecimiento. Cuando el gen
de la enzima B-galactosidasa no es interrumpido, las colonias resultan de color

azul.
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Xmnl 2009
17l
Scal 1890 Nael 2707 Apal 13; start
\ Aatll | 20
f1ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
Amg BstZl | 43
Notl 43
pGEM®-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector T EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRI 70
Notl 77
BstZI 77
. Pstl 88
ori Sall 90
Ndel 97
Sacl 109
BstxI [118 3
Nsil 127 §
141 £
T spe B

Figura 1. Mapa génico del vector de clonacién pGEM-T Easy

3.5.1.2. pDONR 222

El vector de clonado pDORN222, Invitrogen, de tecnologia de clonado
Gateway contiene un origen de replicacién y mantenimiento bacteriano de alta
copia (ori pUC) y un marcador de resistencia a Km (Fig. 2). Ademas posee una
region que contiene dos sitios de recombinacion, attP1 y attP2, que facilitan la
clonacién por recombinacion del gen de interés a partir de producto de PCR o
del clon de expresion flanqueado por los sitios attB. Luego de la recombinacion,
el fragmento de ADN lineal se intercambia con la regiéon del plasmido situada
entre los sitio attP. Los vectores del sistema Gateway contienen el gen ccdB,
entre los sitios attP, que codifica para una proteina que inhibe la enzima ADN
girasa, una proteina esencial en la replicacion del ADN. La presencia de ccdB,
por tanto, inhibe el crecimiento en la mayoria de las cepas bacterianas. Los
plasmidos que han perdido el gen ccdB a través de la recombinaciéon con el
fragmento de ADNc seran capaces de transformar las células y seran resistentes
a Km. Los plasmidos que no se recombinan con el fragmento de ADNc

retendran el gen ccdB, el que sera letal cuando se transforme en las bacterias.
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BsrG | BsrG | BsrG |

pDONR™222

4718 bp

pDONR™222

Figura 2. Mapa génico del vector de clonacion pDONR222

3.5.2. Expresion heterologa en sistema eucariota

Los vectores del sistema Gateway derivan del plasmido pPZP200. Este plasmido
es relativamente pequefio (6,7 kb), contiene un origen de replicaciéon para E. coli
(ColE1) y otro para A. tumefaciens (pVS1), tiene un sitio para la movilizacién de
E. coli a A. tumefaciens denominado bom (basis of mobility),proveniente del
plasmido pBR322, posee el gen de resistencia a St/Sm. Las regiones frontetizas
del ADN-T, derivan del gen nos que codifica para la enzima nopalina-sintasa
(proveniente del plasmido Ti, pTiT37) y contiene una repeticion de 25 bp y
regiones fronterizas exteriores pero no las secuencias de ADN-T internas; por lo
tanto, las secuencias de ADN-T naturales no se transfieren a las plantas
transformadas. El vector de destino tiene ademas un marcador de seleccion para
planta, el gen bialafosacetil-transferasa (bar), que confiere resistencia a
glufosinato de amonio. El marcador esta bajo la regulacién transcripcional del
promotor de nos y el terminador nos y se ubican en el lado izquierdo del ADN-
T, mientras que el sitio de recombinaciéon de Gateway se ubica del lado derecho

del ADN-T. Para la sobreexpresion de una secuencia de ADN, cuenta con el
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promotor y el terminador de la transcripcion del virus mosaico de la coliflor

(CaMV) 358.

Para las transformaciones mediadas por A. tumefaciens se utilizaron los vectores

binarios que se describen a continuacion.

3.5.21. pB7FWG2

Estructura del T-ADN: (LB-[Tnos-BarR-Pnos]-[T35S-eGFP:(attR2, GW, attR1)-
P35S]-RB) (VIB, University of Gent, Belgium). La Fig. 4 muestra el mapa génico

, .
del plasmido.
Xbal(11619) Apal (1)
Smal (11610) Aatii (7
Xmal (11608) TS
Bar > .l Egfp
LB attR2
T~ Xmal (1359)
‘S y Smal (1361)
___ codB
Sm'SpR EcoRI (2228)

pBTFWG2,0
11628 bp

T Tpess

~ Sacl (3751
Hinglil (3753)

RB

Claf (7007)

Figura 4. Mapa génico del vector binario pB7FWG2

El casete marcador contiene la secuencia codificante de la proteina fluorescente
verde (GFP) (Egfp; Clontech Laboratories, Palo Alto, CA, EEUU). El eGFP es
una version mejorada de GFP por las siglas en inglés “enhanced Green
fluorescent protein” (Heim, Cubitt, & Tsien, 1995), tiene la ventaja de ser una
proteina compacta de pequenio tamano, de este modo la fusiéon de la proteina
GFP no modifica significativamente ni la funcién ni la localizaciéon subcelular de

la proteina nativa a la que se ha unido.
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3.5.2.2. pB7FRWG2

Estructura del T-ADN: (LB-[Tnos-BarR-Pnos]-[T35S-mRFP:(attR2, GW,
attR1)-P35S]-RB) VIB, University of Gent, Belgium. En la Fig. 5 muestra el

mapa génico del plasmido

Xbat(11605) Apatif)
Sma/ (1596) 1358
Xrmal (11594) p
Bar T awe
LB " Xmal (1345)

\\\»""i 1
S
S

Smal (1347)
ccdB

SmiSpR Ecofi(2214)

_amR1

PBIRWG2,0 - Setlzeza
11614 bp \'

T pass

7~ \ Hingiiii {3739

RB

Cia) (6993)
Figura 5. Mapa génico del vector binario pPB7RFWG2

El casete marcador contiene la secuencia codificante de la proteina fluorescente
roja RFP. El RFP es un analogo del GFP proveniente del coral Discosoma,
capaz de emitir en el rango del rojo. La proteina nativa denominada DsRed
(Campbell et al., 2002; Heikal, Hess, Baird, Tsien, & Webb, 2000), es de gran
tamafio y tetramérica, razén por la cual se generd una version monomérica de la
DsRed. La proteina resultante se denominé mRFP por las siglas de monomeric red

fluorescente protein.
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Se utilizaron distintos oligonucleétidos que se detallan en la Tabla 5.

CCGGAATTCACTGCAGGG
delADNCc TAGGGCTTTITITITITTITT
TTTT
Clonacién en PCR Prepro_FW atgggtaactcaatcaaagca 56
pGEM-TEasy Prepro_Rw tcaagctgcttctgeaaatee 56
GGGGACAAGTTTGTACA
FAF AAAAAGCAGGCTTCGAA
GGAGATAGAACCatgggtaa
Clonacion en
PCR ctcaatcaaagc o
F4R GGGGACCACTTTGTACA
AGAAAGCTGGGTGagctgct
tctgcaaatccca
Confirmacion de 523 () gtaaaagcagcgccagtcttaagetcggg
clonado en PCR c 7
vectores 54
pDONR222 ®)
cgggccagagctgecaggaaacag
cccatagatcagaacttcctgtcgcaaa
Mutantes de sitio 618 (R) aatcac 68,9
activo PCR
(preprositpepsina 2) 619 (F) tttcacagtgatttttgcgacaggaagtt 07,3

C

Tabla 5.Secuencias de los oligonucleétidos utilizados. LaTm fue calculada por el programa

Oligoanalyzer (http://www.idtdna.com/analyzer/applications/oligoanalyzer/) A: gradiente de

temperatura. En mayuscula y negrita: GGGG-attBly GGGG-attB2; en mayidscula y subrayado con

linea entera: secuencia de Shine-Dalgarno seguida de la secuenciaKozak (subrayado en linea

punteada); en mindscula: secuencia especifica del gen; en mindscula, negrita y subrayado: triada

catalitica Asp-Thr-Gly (DTG); en minudscula y rojo: nucle6tidos modificados para generar mutacioén

3.7.ENZIMAS

Transcriptasa reversa M-MulV RT (virus de la leucemia murina de

Moloney, Fermentas Life Sciences, Glen Burnie, MD, EEUU): la
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tanscriptasa reversa o retrotranscriptasa es unaenzimade tipo ADN-polimerasa,
que tiene como funcion sintetizarADNde doble cadena utilizando como
moldeARNmonocatenario o ADN de cadena simple, es decir, catalizar
laretrotranscripciéno transcripcion inversa. la transcriptasa inversa M-MuLV
carece de actividad 3 '— 5' exonucleasa

ADN polimerasa GoTaq (Promega): esta enzima posee ademas actividad
transferasa terminal 3’5’ incorporando en los extremos de las secuencias
amplificadas bases nucle6tidos de timidina adicionales.

BP Clonase®II (Invitrogen): es una mezcla de enzimas del sistema Gateway®
que catalizan la recombinacién 7z vitro de productos de PCR o segmentos de
ADN subclonados a partir de clones (que contiene los sitios attB) y un vector
donor (que contiene los sitios attP) para generar clones de entrada.

LR Clonase®II (Invitrogen): es una mezcla del sistema Gateway® que
contiene enzimas (Intintegrasa, IHF, Integracién Factor Host y X escisionasa)
que catalizan la recombinacién 7z vitro entre un clon de entrada, que contiene un
gen de interés flanqueado por sitios attl. y un vector de destino, que contiene los

sitios attR para generar el clon de expresion.

3.7.1. Enzimas de restriccion

EcoRI (Fermentas Life Sciences)
Bspl4071 (isoesquisomero de BsrGI)
Sall (Promega Corporation)

3.8. MATERIAL VEGETAL

Para la realizacion de este trabajo de tesis inflorescencias de Silybum marianum (L.)
Gaernt. se recolectaron en los partidos de Tandil, Olavarria y La Plata (Pcia. de
Buenos Aires) durante los meses de octubre y noviembre. Una muestra ha sido

depositada en el herbario LPE de la Facultad de Ciencias Exactas de la
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Universidad Nacional de La Plata, Argentina con el nimero de voucher LPE
1162.

Plantas de Nicotiana benthamiana wt jévenes (4-5 semanas), crecidas en camara de
cultivo a 23° C con fotoperiodo16:8 hs (luz: oscuridad) fueron empleadas en los

ensayos de expresion transiente.

3.9. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

3.9.1. Herramientas generales

Oligo Analyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer, © Copyright 2016

Integrated DINA Technologies, Inc).Servidor empleado para calcular las temperaturas
de melting de los oligonucleétidos y el contenido de guanina-citocina. Ademas,
permite evaluar la formacion de bairpins y dimeros de primers.

BioEdit Sequence Alignment Editor (copyright© 1997-2013 Tom Hall).
Programa que permite analizar y editar secuencias de ADN.

DNAStartLasergene. Software que ofrece herramientas en los campos de
biologia molecular, genémica y biologia estructural. ILa herramienta dedicada a la
biologia molecular proporciona aplicaciones que permiten la alineacion de
secuencias de ADN, ARN, y proteinas utilizando multiples métodos de
alineacion que incluyen MUSCLE, Mauve, MAFFT, Clustal Omega, Jotun Hein,
Wilbur-Lipman, Martinez Needleman-Wunsch, Lipman-Pearson y analisis

Dotplot

T-coffee  (http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:regular).Servidor  utilizado
para realizar alineamientos multiples (Di Tommaso et al., 2011).

Restriction Mapper version 3 (http://www.restrictionmapper.org). Servidor

utilizado para llevar a cabo la digestion virtual a fin de establecer los patrones de

restriccion esperados.
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PlasMapper version 2.0 (http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMappet/).

Servidor que permite generar mapas de vectores plasmidicos empleando sélo
una secuencia de ADN como mput (Dong, Stothard, Forsythe, & Wishart, 2004).

ProtParam (http://web.expasy.org/protparam).Servidor que permite el calculo

de diferentes parametros fisicoquimicos de una proteina. Los parametros
calculados incluyen peso molecular, pl tedrico, composicion de aminoacidos,
composicion atomica, coeficiente de extincion, indice de alifaticidad y promedio
General de Hidropatia(GRAVY, (Kyte & Doolittle, 1982).

Signal IP 4.0 (www.cbs.dtu.dk/services/SignalP).Servidor que predice la

presencia y ubicacion de los sitios de corte del péptido sefial en las secuencias de
aminoacidos de diferentes organismos, procariotas Gram-positivas, procariotas
Gram negativas y eucariotas (Petersen et al., 2011).

NetNGlyc 1.0 (www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc). Servidor que predice los

sitios de N-glicosilaciéon en proteinas y determina el contexto de la secuencia
Asn-Xaa-Ser/Thr (Gupta, Jung, & Brunak, 2004).
ProDom (Protein Domain Database)

(http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/form.php). Base de datos de

dominio de familias de proteinas generados a partir de la comparacién global de
todas las secuencias de proteinas disponibles (Kahn, Rezvoy, & Vivien, 2008).
Pfam (Protein Families Database) (http://pfam.xfam.org). Base de datos de
familias de proteinas, cada una representada por alineamientos multiples de
secuencias y modelos HMMs (hidden Markovmodels) cubriendo dominios
proteicos y familias comunes (Finn et al., 2014).

MEME' suite 4.11.1 (Multiple Em for Motif Elicitation). Servidor que
permite descubrir los motivos en un grupo de ADN o secuencias de proteinas

relacionadas. MEME toma como entrada un grupo de secuencias de proteinas o
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ADN y genera motivos con un umbral de confianza estadistico especificado por
el usuario(Bailey & Elkan, 1994).

ELM server (http://elm.cu.org) es un recurso de biologfa computacional que
permite investigar candidatos a sitios funcionales en proteinas eucariotas. LLa base
de datos contiene mas de 240 clases diferentes motivos con mas de 2700 sitios
comprobados experimentalmente, curada manualmente a partir de mas de 2400

publicaciones cientificas(Holger et al., 2016; Puntervoll et al., 2003).

3.9.2. Herramientas empleadas para el modelado molecular
por homologia

HHPred (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). Servidor utilizado para

realizar la asignaciéon de plegamiento (fold assignmeni). Permite la deteccion de
proteinas homologas remotas y la prediccion estructural a partir de una secuencia
problema empleando un método de comparacion HMM-HMM (S6ding, Biegert,
& Lupas, 2005).

Clustal Omega (http://www.ebiac.uk/Tools/msa/clustalo/).  Servidor
empleado para realizar el alineamiento entre la secuencia molde y la secuencia a
modelar.

Gene Doc Multiple Secuence Alignment Editor and Shading Utility
(version  2.7.000).Este programa fue utilizado para analizar y editar
alineamientos.

Modeller, version 9.14 (copyright© 1989-2015 AndrejSali).Programa que permite
modelar por homologia o comparacion de proteinas, se utiliza para modelar una
proteina cuya estructura molecular no es conocida empleando como molde una
proteina homologa cuya estructura ya ha sido resuelta (Sali & Blundell, 1993).

ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php). Servidor online

que permite la evaluacién energética de modelos tridimensionales de proteinas

(Wiederstein & Sippl, 2007).
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PROCHECK (http://www.ebi.ac.uk/thornton-stv/software/ PROCHECK/).

Programa empleado para evaluar la calidad estructural de los modelos
tridimensionales (Laskowski, MacArthur, Moss, & Thornton, 1993).

ProFunc (https://www.ebi.ac.uk/thornton-stv/databases/profunc/). Setvidor

que permite la identificacion de la funcién bioquimica mas probable de una

proteina a partir de las coordenadas moleculares de su estructura tridimensional.

3.9.3. Herramientas empleadas para el modelado molecular
por homologia analisis filogenético

BLAST—Basic Local Alignment Search Tool

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).Servidor que permite realizar busquedas de

similitud secuencial. ncuentra regiones de similitud entre las secuencias locales.
El programa compara las secuencias de nucle6tidos o de proteina de bases de
datos de secuencia y calcula el significado estadistico de los matches. BLAST
puede utilizarse para inferir las relaciones funcionales y evolutivas entre las
secuencias, asi como a identificar los miembros de las familias génicas.
ClustalX2(Thompson, Gibson, Plewniak, Jeanmougin, & Higgins, 1997) es una
version de Clustal W con una interfaz grafica (Larkin et al., 2007).

HyPhy. Es un paquete de software de codigo abierto para el analisis de
secuencias genéticas que utilizan técnicas de filogenia, evolucién molecular
Cuenta con una completa interfaz grafica de usuario y un lenguaje de
programaciéon rico para la personalizacién ilimitada de analisis. (Kosakovsky
Pond, Frost, & Muse, 2005).

PhyMIL(http://atgc.lirmm.fr/phyml). Softwate que permite estimar grandes

filogenias en forma precisa, rapida y sencilla haciendo uso del método de
maxima verosimilitud a partir de secuencias de ADN y proteinas. (Guindon et

al., 2010).
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4.1. CLONACION DE PEPTIDASAS DE FLORES
4.1.1. Extraccion de ARN total de plantas

A partir de inflorescencias maduras e inmaduras de Sihybum marianum,
recolectadas en las inmediaciones de la ciudad de La Plata durante la primavera,
se aislo el ARN total empleando el kit comercial RNA Kit RneasyPlant (Qiagen),
basado en las propiedades de unién selectiva de una membrana a base de silice y
mediante la técnica del Trizol® (Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc.)
modificada para material con alto contenido de polisacaridos y proteoglicanos.

En ambos casos el tejido se molié en un mortero agregando nitrogeno liquido
hasta obtener un polvo muy fino. De este polvo se tomaron aproximadamente
100 mg. El proceso se continu6 siguiendo las instrucciones proporcionadas por
el fabricante para el caso de la extraccion utilizando el kit, mientras que en la
técnica del Trizol se continué con el agregado de 1 ml de este reactivo. Luego se
separaron las fracciones. Se homogeneiz6 e incubé 5 min a temperatura
ambiente. Se centrifugd al3,82 xg durante 10 min a 4 °C y se extrajo el
sobrenadante. Se adicionaron 200 ul de cloroformo por cada ml de Trizol. Se
agitd vigorosamente durante 15 s y se incub6 a temperatura ambiente durante 2
a 3 min. Se centrifugd a 13,82 xg, 15 min y 4 °C y se separaron las dos fases, la
inferior rica en fenol/cloroformo de la supetior rica en agua. E1 RNA presente
en la fase superior se transfirid a un tubo sin arrastrar la interfase blanca que
contiene las proteinas y se le agregaron 250 pl de isopropanol y 250 ul de la
mezcla de NaCl 1,2 M (soluciéon salina) y Na,CH,O, 0,8M. El tubo

conteniendo la mezcla se invirtié suavemente y se incub6é por 10 min a

temperatura ambiente. Se centrifugd a 13,82 xg durante 10 min y 4 °C, luego de
lo cual se removi6 el sobrenadante y en bafio de hielo se agregé 1 ml de EtOH

al 75% (preparado con H,O libre de RNAsas). Se homogeneiz6 usando vortex y

se centrifugd a 10,94 xg durante 5mina 4 °C. Se removié el EtOH con pipeta y
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seco el pellet en estufa por 5 min aproximadamente, luego de lo cual se

redisolvi6é en H,O libre de RNAsas (aprox. 50 ul H,O/100 mg tejido inicial de

modo que quede una solucién mas o menos viscosa). El ARN obtenido en
ambos casos se cuantific6 por medida de la absorbancia a 260 nm y su
integridad se evalud en gel de agarosa al 1% (p/v) como se describe en el item

4.1.3. de esta seccion

4.1.2. Determinacion de la concentracion, pureza del ARN
total y ADN

La cuantificaciéon y estimacion de la pureza del ARN total y ADN de las
distintas muestras utilizadas fue realizada utilizando un espectrofotémetro (UV-
visible Agilent 8453K,, Agilent Technologies Inc., o NanoDrop, NanoDrop™, Thermo
Scientific).

Para la cuantificacion se midi6 la absorbancia a 260 y 280 nm y a partir de los
valores obtenidos se calculd la concentracion de ARN y ADN mediante las

siguientes ecuaciones:

Concentracion de ARN (ug/ul)= (Absorbancia 260nm)x(Dilucién)x40/1000

Concentracion de ADN (ug/ul)= (Absorbancia 260nm)x(Dilucién)x50

Sabiendo que la densidad 6ptica a 260 nm (1 OD, )= 40 ug para ARN y ADN
de cadena simple y que el ADN de cadena doble presenta un maximo de
absorbancia a 260 nm (1 OD,)= 50 ug.

Para determinar la pureza, se calculd la relacionA260/A280. Se consideré que
las relaciones cercanas a 2,0 unidades de OD,y, son Optimas para el ARN,

mientras que entre 1,9-1,7 son 6ptimas para el ADN.
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La técnica de electroforesis se basa en el desplazamiento de los acidos nucleicos

4.1.3. Electroforesis en geles de agarosa

a través de una matriz porosa de agarosa polimerizada, siendo el tamafo del
poro determinado por la concentracién de ésta en una soluciéon de sales. Al
aplicarse una corriente eléctrica a través del gel en condiciones de pH neutro los
acidos nucleicos que poseen una carga negativa conferida por lo grupos fosfatos,
migraran hacia el anodo (Sambrook, Fritsch, & Maniatis, 1989)

Las muestras de ADN plasmidico, productos de digestiéon enzimatica y los
fragmentos de amplificacién de PCR fueron analizados en geles de agarosa en
distintas concentracion al 0,75-2,0% (p/v) segin los tamafios de los fragmentos
a separar. La suspension de agarosa se realizé en butfer TAE 1x. Se mezclaron
5,0 ul de la muestra de ARN con 5 ul de colorante GelRed 10.000X (Genbiotech,
Buenos Aires). La electroforesis se llevo a cabo a 70 V durante 30-60 min en un

sistema Sub-Cell GT Cell o Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad Laboratories, Inc.,

Hercules, CA, EEUU). El tamafio del gel empleado 7,0 x 7,0cm con un espesor
de 7,0 mm. Los acidos nucleicos se observaron en un transiluminador (I77/ber
Lourmat, Eberhardzell, Alemania) con luz ultravioleta a 260nm y se tomaron
fotografias para documentar los resultados. Para la realizacion de electroforesis
de ARN la cuba y el peine fueron lavados previamente con SDS 0,5% (p/v) en

agua tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

4.1.4. Purificacion de ADN a partir de gel usando un kit
comercial

Para la purificaciéon de los fragmentos de ADN, luego de desarrollada la
electroforesis la banda del peso molecular que se pretendia aislar se cort6 del gel
de agarosa y se purific6 mediante el uso de kit comercial GeneJET Gel
Extraction Kit (Thermo Scientific Inc.). Este kit se basa en la unién selectiva de

ADN de mas de 100 pb a columnas rellenas de lana de fibra de vidrio. Se siguié
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el procedimiento indicado por el fabricante, estimandose la concentracion del
ADN eluido como se describié en 4.1.2. Las muestras de ADN recuperadas

fueron, en todos los casos, almacenadas a -20°C.

4.1.5. Amplificacion de acidos nucleicos
4.1.5.1. Sintesis de ADNc

El ADNc se sintetiz6 a partir del ARN total obtenido de las inflorescencias
maduras e inmaduras por medio de la transcripcién reversa (RT). En esta
reaccion las moléculas de ARNm funcionan como molde y el oligo dT18 actaa
como cebador en presencia de dNTPs que funcionan como sustrato para la

transcriptasa reversa. La RT se realizé en dos etapas:

Etapal:
ARN ([2,21 pg/ul], inflorescencia inmadura 3,0
y [3.01 pg/ul]inflorescencia madura)
Primer Oligo(dT)18 (100mM) 1,0
Agua tratada con DEPC cs.p 125

Tabla 6. Composicion de la mezcla de reaccion de la RT

En la primera etapa, la mezcla (Tabla 6) se someti6 a un ciclo de
desnaturalizacién a 55-60 °C por 10 min en un termociclador (Techne, Ramsey,
MN, EEUU), transcurrido este tiempo el tubo conteniendo la mezcla se puso
en hielo para evitar su re-naturalizacion y se continué con la Etapa 2 que

consistio en agregar los reactivos enumerados en la Tabla 7.
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Etapa 2:
Buffer 5x (Tris- HCl 250 mM (pH 8.3 a 25°C), KCI 220 4,0
mM y MgCl, 20mM, DTT 50 mM).
Mezcla de dinucleotidostrifosfato (dANTP ) [10mM de 2,0

cada uno, adeninatrifosfato (dATP), citosina trifosfato
(dCTP), guanidinatrifosfato (dGTP), y timina trifosfato
(dTTP) con NaOH 10 mM, pH 7,0 (Fermentas Life Sciences))

Inhibidor RiboLock™ RNaseInhibitot (ThermaScentific 0,5
Ine) 20 u
Agua tratada con DEPC 1,5

Tabla 7. Composicion de la mezcla de reaccion de PCR

La mezcla se someti6 a un ciclo de calentamiento a 37° C durante 5 min. Luego
de lo cual se adicion6 1,0 ul de Transcriptasa reversa M-MulLV RT (virus de la
leucemia murina de Moloney, Femnentas Life Sciences). Esta mezcla se sometié a
un ciclo de sintesis del ADNc a 42 °C por 60 min y a un ciclo final de
desnaturalizaciéon de la enzima a 70 °C por 10 min en el termociclador. El

ADNc se almacend a -20 °C.

4.1.5.2. Amplificacion por PCR

La amplificaciéon de regiones determinadas de ADNc se llev a cabo mediante la
técnica de PCR bajo condiciones estandar (Mullis, 1990) en termociclador

(Techne). La mezcla de reaccion que se utilizé para la amplificacion se describe en

la Tabla 8.
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Buffer de reaccion (10 x) 1,0
Mezcla de ANTPs(10 mM) 2,0
Prepro_FW (10 uM) 2,0
Prepro_Rw (10 uM) 2,0
Taq polimerasa 0,3
ADNCc 1,5
Agua Mili Q c.s.p 50

Tabla 8. Composicién de la mezcla de PCR para la amplificacién de las secuencias codificantes de
peptidasas a partir de ADNc

La reaccion de PCR para las peptidasas se realizd con el programa de

termociclado que se detallan en la Tabla 9.

1 Desnaturalizacién 1 95 5 min
inicial
Desnaturalizacién 94 45seg
II Hibridacién 35 56 45seg
Extension 72 4 min
II1 Extensién final 1 72 15 min
v Mantenimiento 1 4 0

Tabla 9. Programa de termociclado para la amplificacién de ADN por PCR

Después de la amplificacion, las muestras se almacenaron a -20 °C. Para verificar
el peso de los productos obtenidos por PCR estos se sometieron a electroforesis

horizontal en un gel de agarosa al 1% (p/v).

4.1.6. Ligacion

Las mezclas de ligaciéon con el vector pGEM-T Easy se llevaron a cabo como se

indican en la Tabla 10, incubando las reacciones durante la noche a 4 ° C.
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Buffer de ligacion 2X,T4 5,0 5,0 5,0
DNA ligasa

Vector pGEM-T Easy (50 ng) 1,0 1,0 1,0
Producto de PCR variable(*) - -
Control de DNA insertado - 2,0 -

T4 DNA ligasa (Promega) 1,0 1,0 1,0
30/ul c.s.p 10,0 c.s.p 10,0 c.s.p 10,0

Agua libre de nucleasas

Tabla 10. Composicién de la mezcla utilizada en la ligacién del pGEM-TEasy y el producto de
PCR (*) La cantidad de ADN a ligar, se adecuaron a los requerimientos de las aplicaciones

posteriores.

Se obtuvieron asi las construcciones denominadas: pGEM-pPreproSml-wt y

pGEM-pPreproSm2-wt.

4.1.7. Digestion enzimatica de acidos nucleicos

Las digestiones de ADN se llevaron a cabo con endonucleasas de restriccion
que reconocen secuencias nucleotidicas especificas capaces de generar extremos
cohesivos que posteriormente se ligaron entre si. También se sometié a
digestion por enzimas de restriccion a aquellos plasmidos sobre los que se
pretendia deducir la presencia/ausencia de una determinada secuencia mediante
la escision del fragmento de interés o por generaciéon del perfil de bandas
electroforéticas resultante (analisis de restriccion).

La digestion de plasmidos aislados como minipreparaciones de ADN (Métodos
4.1.15) con una o mas enzimas de restriccion fue llevada a cabo durante 3-4 hs a
37 °C, la mezcla que se detalla en la Tabla 11. Se emplearon las enzimas EcRI,
SallBsp14071. Se utilizaron los buffers recomendados por la casa comercial para

cada una de las endonucleasas.
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Buffer de reaccién compatible con la/s 2,0
enzima/s usada/s (10 X) (*)

Albumina Serica Bovina (BSA, 10 0,2
mg/ml)(*¥) 0,5
Enzima de restriccion variable(**)
ADN plasmidico variable(**)
Agua MilliQ) csp 20

Tabla 11. Composiciéon de la mezcla utilizada en la digestién de plasmidos por enzimas de
digestion. (*) El buffer apropiado asi como el requetimiento de BSA dependen de la/s enzima/s
de restriccidon usada/s. (**)en el caso de las enzimas EwRI y Bsp14071 no fue necesatio adicionar
BSA, ya que el buffer de reaccién ya lo posee La cantidad de ADN a digerir y en consecuencia la
cantidad de enzima usada, se adecuaron a los requerimientos de las aplicaciones postetiores.

Transcurrido el tiempo de reaccién, el perfil de bandas generado asi como el

grado de digestion del ADN fueron analizados en un gel de agarosa 1% (p/v).

4.1.8. Secuenciacion y analisis de datos

Las reacciones de secuenciacion se prepararon en un volumen final de 10 pL,
incluyendo 50 ng/ul para producto de PCR o 100 ng/ul para plasmidos. Fueron
realizados por el servicio de secuenciacion de ADN de la Universidad
Politécnica de Valencia— IBMCP-CSIC, Macrogen (Seul, Corea), o por el
servicio de secuenciaciéon de ADN del INTA-Castelar. Para el analisis de los
cromatogramas y el procesamiento de las distintas secuencias se utilizaron a las
herramientas DNAStart y BioEdit. Luego se llevé a cabo el analisis de la
secuencia mediante programas de buisqueda en bases de datos como HHPred o

BLASTn.

4.1.9. Crecimiento y mantenimiento de cultivos bacterianos

El crecimiento de las distintas cepas bacterianas se realizo, salvo excepciones, en
medio LB o SOC liquido a 37°C y con agitaciéon a 250 rpm en una incubadora
orbital. Para la selecciéon y mantenimiento de clones recombinantes se afiadieron

diferentes antibidticos (Tabla 4). El mantenimiento de las distintas cepas
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bacterianas y clones recombinantes se realizé en medio LB o SOC, en presencia

de glicerol 90%, manteniéndose a -80°C.

4.1.10. Preparacion de células competentes quimicas

4.1.10.1. Método de cloruro de calcio

Para la preparacion de bacterias competentes para transformaciones de rutina se
parti6 de un cultivo de bacterias de 2,0 ml en LB o SOC. Se dejo6 crecer overnight
a 37 °C y 250-280 rpm para utilizarlo como preinéculo. Se tomaron 500 pl del
cultivo saturado, se realizé una diluciéon del mismo 1:100 en medio LB o SOC
fresco (200 ml) y se incub6é a 37 °C con agitacion (250-280 rpm)
aproximadamente durante 2 hs hasta alcanzar una DOy, de 0,6. Se dej6 en
hielo 10 min y luego se centrifugd a 3,45 xg, por 10 min a 4°C. Se eliminé el
sobrenadante y se resuspendié en 100 ml de CaCl, 50 mM (estéril y enfriado a 4
°C). Se homogeneiz6 usando vortex y se dejo reposar 10 min en bafno de
hielo.Se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones y se resuspendi6 en
20 ml de CaCl, 50 mM (estéril y enfriado a 4°C). Se agregaron 3,2 ml de glicerol
y se homogeneizé usando mezclador de vortice. Finalmente, se fraccion6 en

alicuotas de 50pl en tubos estériles y se almacend a -80°C.

4.1.10.2. Método de cloruro de rubidio

Para la preparacion de bacterias competentes por este método se procedio de la
misma manera que en el método de Cl,Ca para preparar el preindculo y el
cultivo. Una vez alcanzada la DOy, de 0,6 se dej6 en hielo durante 10 min y
se centrifugd a 6,9 xg por 10 min y 4°C. Se descarté el sobrenadante y se
resuspendi6 el precipitado en 10 ml de buffer TBFI. Se incubé en hielo por 5
min y se centrifugd a 6,9 Xg por 5 min. Se descart6 el sobrenadante, se adiciond

1 ml de buffer TBFII y se incub6 en hielo durante 60 min. Finalmente se
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fraccion6 de a 50 ul en tubos Eppendorfs estériles y se almacend

inmediatamente a -80°C.
Este método resulté mas eficiente que el de cloruro de calcio, y fue utilizado en

aquellos casos en que no se obtuvieron transformantes.

4.1.11. Preparacion de células electrocompetentes

Para la preparacion de bacterias electocompetentes se plaqued la cepa bacteriana
desde un stock glicerolado en una placa de agar LB sin antibiético. Se incubd a
37 °C overnight. Luego una colonia aislada se inocul6é en 10ml de medio LB sin
antibiotico. Se incub6 a 37° C y 250 rpm overnight y 10 ml del cultivo saturado se
usaron como preindculo, se realizé una dilucién 1:100 del mismo en medio LB
o SOC fresco (1000 ml). Se incub6 a 37 °C y agitacion (250-280 rpm). Cuando la

DOy am alcanzé un valor de 0,6 se pusieron las células en hielo y se

centrifugaron a 3,45 Xg por 10 min a 4 °C. Se descarté el sobrenadante y
resuspendi6 el pellet en 200 ml de agua destilada fria. Se homogeneizé usando
vortex, se centrifugd nuevamente en las mismas condiciones y se resuspendi6 en
100 ml de agua desionizada fria. LLuego se centrifugd en las mismas condiciones

y el pellet se resuspendi6 en frio con 40 ml de glicerol al 10%. Se fraccioné en
alicuotas y se centrifugd a 3,45 xg durante 10 min a 4°C. Finalmente, el pellet se
resuspendi6 suavemente en frio con un 1 ml de glicerol 10%y las alicuotas se

almacenaron a -80°C.

4.1.12. Transformacion de bacterias competentes quimicas por
shock térmico

Para realizar la transformacién por shock térmico de las cepas indicadas en la
Tabla 1 una alicuota de 50pl de células competentes quimicas se descongel6
lentamente en bano de hielo se adicionaron 25 ng de ADN y 1 ul de DMSO vy se

dejo en bafio de hielo por 30 min. Luego se realizé un shock térmico durante 45
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s a 42 °C en bafo termostatico y rapidamente se paso el tubo al bano de hielo

por otros 5 min. A la mezcla de bacterias con el plasmido se le adicionaron 250
ul de LB o SOC freso a temperatura ambiente y se incub6 a 37 °C durante 2 hs a
220-250 rpm. Luego con ayuda de una espatula de Drigalsky se sembr6 en
superficie sobre una placa de Agar-LLB o SOC suplementado con el antibiético
de seleccion correspondiente. Luego de incubar toda la noche a 37 °C se

pudieron obtener las colonias de bacterias transformadas.

4.1.13. Transformacion de bacterias electrocompetentes por
electroporacion

Para realizar la transformacién por electroporacion una alicuota de 50ul de
células se descongel6 lentamente en bano de hielo, se adicionaron 25 ng de
ADN y se dej6 en hielo por 30 min. Se colocaron en una celda de
electroporacion entre las dos protuberancias teniendo cuidado de que no
queden burbujas. Luego se colocd la celda en el electroporador y se realizé un
pulso de 5 milis de 1800V. Se adicionaron 250 pl de medio SOC o LB a la
cubeta, se invirtié varias veces y se coloco en un tubo Eppendorf. Por dltimo, se
llevé 1 h a 37 °C para que se recuperen las células. Con ayuda de una espatula de
Drigalsky se sembrd en supetficie sobre una placa de Agar-LB suplementado

con el antibidtico correspondiente.

4.1.14. Amplificacidon y preparacion de los plasmidos

Para la clonaciéon y amplificaciéon de todos los plasmidos mencionados en el
apartado de Materiales 3.5 se emplearon las cepas E.coli DH5a, TOP 10, X1.1-Blue
o GC10. Mientras que los vectores vacios del sistema Gateway fueron
amplificados en la cepa DB3.1™ que resiste el gen téxico wdB. Las cepas
llevando los distintos plasmidos se crecieron a 37 °C con agitacion (220-250

rpm) en medio liquido LB o SOC suplementado con el antibiético de seleccion
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correspondiente, overnight. Luego se centrifugaron (10,43 xg) y a partir pellet

obtenido se realizé la purificaciéon empleando el método de lisis alcalina
(Sambrook et al., 1989) o mediante el kit comercial de purificacién de plasmidos

Gene]ET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific).

4.1.15. Extraccion de ADN plasmidico
4.1.15.1. Método de lisis alcalina

Luego de centrifugar el cultivo obtenido como se indicé en el inciso 4.1.14 el
sobrenadante fue descartado y el pellet resuspendido en 200 ul de una mezcla de
0,2 M NaOH-SDS al 1% (preparado en el momento), se mezcld suavemente
por inversion y se agregaron 200 ul de solucién de acetato de sodio 3,5 M. Se
mezclé nuevamente por inversion y se centrifugd a 10,43 xg durante 2 min. El
sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo conteniendo 600 ul de
isopropanol. Se mezclé6 nuevamente por inversion y centrifugd a 10,43 xg

durante 2 min. El sobrenadante fue descartado y el precipitado se lavo con 0,5

ml de EtOH al 70%, se mezclé suavemente y se centrifugd a 10,43 Xg durante 2
min. Se descarto el sobrenadante y se dejo secar. Por ultimo se resuspendio en
50 ul de agua libre de RNasas. Se incub610 min a 65°C y se realiz6 una dltima

centrifugacion.

4.1.15.2. Tecnologia de membranas a base de silice

El kit Gene]ET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Scientific) combina con el método
de lisis alcalina de las bacterias (Sambrook et al., 1989), con la unién y la
liberacién selectiva del ADN plasmidico en columnas de silice. El kit empleado
permite recuperar hasta 20 ug de ADN plasmido.

Para la obtencién de las minipreparaciones se partié de un cultivo bacteriano

proveniente de una unica colonia de transformantes siguiendo las instrucciones
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del fabricante. E1 ADN eluido fue posteriormente cuantificado en un equipo

Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.)

4.2. ESTUDIO DE LOCALIZACION DE PEPTIDASAS DE Silybum marianumY
SUS MUTANTES POR EXPRESION TRANSIENTE EN Nicotiana
benthamiana

4.2.1. Obtencion de construcciones para expresion de
proteinas de fusién wt y mutantes

Para la transformacion de A. tumefaciens y posterior transformacién de tejidos
vegetales se emplearon vectores binarios conteniendo los insertos de interés. Se
utilizaron los vectores binarios pB7FWG2 y pB7REWG2 (Materiales 3.5.2).
Estos vectores tienen la ventaja de expresar el gen de interés bajo el control del
promotor constitutivo fuerte 35S del virus del mosaico de coliflor fusionado a

un gen ICPOItCI‘O.

4.2.2. Reaccidén de recombinacion con BP clonasa ™ (via
lisogénica)

A partir de la construcciéon de pGEM-pPreproSm2-wt se disefiaron dos nuevos
cebadores (F4F y F4R) a fin de amplificar y clonar la peptidasa en el vector de
clonado pDORN222 del sistema Gateway. Los cebadores se disefiaron
flanqueando el ORF incluyendo los sitios a#B (a#B1 y attB2) necesarios para la
recombinacién mediada por las mezcla enzimatica BP clonasa 11.

La amplificacion se llevé a cabo mediante PCR en un termociclador (Techine). La

mezcla de reacciéon que se utilizo se describe en la Tabla 12.
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Buffer de reaccién (10 x) 2,0
Mezcla de INTPs(10 mM) 2,0
F4F (2 uM) 2,0
F4R (2 uM) 2,0
Taq polimerasa 0,5
Molde 1,0
Agua Mili Q c.s.p 20

Tabla 12. Composicién de la mezcla de reaccion de la cadena polimerasa (PCR)

Los parametros utilizados en el programa de termociclado se detallan en la

Tabla 13.

I Desnaturalizacion inicial 1 96 3 min
Desnaturalizacién 95 30s
II Hibridacion 20 52 A30° 30s
Extension 72 1,5 min
II1 Extensién final 1 72 15 min
v Mantenimiento 1 4 o

Tabla 13. Programa de termociclado para la amplificacién de la secuencia de ADN por PCR.
(Donde A representa al gradiente de temperatura: 46.3; 48.3; 50.8; 52.7; 56.7; 58.7; 61.8; 64.7)

Después de la amplificacion el productos de PCR se someti6 a electroforesis en
un gel de agarosa horizontal al 1% (p/v), a fin de chequear el tamafio del
producto.

Las reaccion de recombinacion entre el fragmento de ADN flanqueado por los
sitios a#/B (producto de purificacion) y el vector pDONR222 conteniendo los

sitios a#/P para generar un clon de entrada se indican en la Tabla 14.
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Producto de PCR 5,0
Vector pPDONR222 1,0
BP Clonase ™ 1,5

bl

Tabla 14. Composicién de la mezcla de reaccion BP clonasa
La reaccion de recombinacion puede resumirse del siguiente modo:

attB1-Gen-attB2 +attP1-ccdB-attP2->attL1-Gen-attL2 + attR1-ccdB-

attR2
attBl aiib2 attP1 attbP2?
- ] + —

Producto de PCR pDONR™ 222 > Clon de entrada
flanqueado por sitios gtiB - i

La mezcla de reaccién, se agité brevemente dos veces y se incubd a 25 °C
overnight, luego de lo cual se utilizé para transformar E. /i GC10 competentes.
Las colonias positivas de la construccion pDONR222-pPreproSm2-wt — se
seleccionaron por su resistencia a Km y fueron repicadas en medio liquido con
el mismo antibiético. Los cultivos crecidos durante la noche (SOC-Km") se
cosecharon para el aislamiento de los plasmidos. Los vectores purificados fueron
guardados a -20°C para su uso posterior. La presencia del inserto en el vector
pDONR222 fue confirmado por PCR utilizando cebadores especificos (523 y
524). Posteriormente, tres muestras provenientes de clones seleccionados al azar
fueron remitidas al servicio de secuenciacion para corroborar que la peptidasa se

encontrara en marco de lectura.

4.2.3. Obtencion de los mutantes de preprosilpepsinas

A partir de lapeptidasa clonada en pGEM-TEasy, se generé una nueva
construccion pDONR222-pPreproSm2-D103A. Para ello se disefié dos nuevos

oligonucleétidos: 618 y 619. El proceso se dividié en dos fases.
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Para la obtencién de la construccion mutante se realizé dos reacciones de PCR
(Fase I). La primera utilizando el cebador original para el extremo N-terminal
(F4F) y un cebador reverso para el mutante de sitio activo (618). La segunda
utilizando el cebador original para el extremo C-terminal (F4R) mas el cebador

para generar el mutante de sitio activo (619). La mezcla de reaccion utilizada se

describe en lasTablas15 y 16.

Fase I:
Buffer de reaccion (10x) 2,0
Mezcla de ANTPs(10 mM) 2,0
F4F (2 uM) 2,0
618 (2 uM) 2,0
Taq polimerasa 0,5
Molde 1,0
Agua Mili Q c.s.p 20

Tabla 15. Composicién de la mezcla de reaccién de la PCR

Buffer de reaccion (10x) 2,0
Mezcla de dNTPs(10 mM) 2,0
619 (2 uM) 2,0
F4R (2 uM) 2,0
Taq polimerasa 0,5
Molde 1,0
Agua Mili Q c.s.p 20

Tabla 16. Composicién de la mezcla de reaccion de la PCR

En la Tabla 19 se detallan los parametros utilizados en el programa de

termociclado.
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I Desnaturalizacién 1 96 3 min
inicial
Desnaturalizacion 95 30s
1I Hibridacion 20 57A26° 30s
Extensién 72 1min 30 s
111 Extensién final 1 72 15 min
v Mantenimiento 1 4 0

Tabla 19. Programa de termociclado para la amplificacién de la secuencia de ADN por PCR
Donde A representa al gradiente de temperatura: 53,8; 55,8; 55,9; 57,6; 61,6; 62,6; 65,5; 67,8; 68,8).

Fasell:
Luego se realiz6 una nueva PCR utilizando para ello los cebadores: F4F-618 y

619-F4R (Tabla 20, Fig. 6).

Buffer de reaccion (10x) 1,0
Mezcla de ANTP “s(10 mM) 1,0
F4F(2 uM) 2,0
F4R (2 uM) 2,0
Producto de PCR juego F4F-618 5,0
Producto de PCR juego 619-F4R 3,0
Taq polimerasa 0,5
Agua Mili Q c.s.p 20

Tabla 20. Composicion de la mezcla de reaccién de la cadena polimerasa (PCR) para pGEM-
pPreproSm1-D103A y pGEM-pPreproSm2-D103A

Se utiliz6 el siguiente ciclo:

I Desnaturalizacién 1 96 3 min
inicial
Desnaturalizacion 95 30s
1I Hibridacion 20 55.9° 30s
Extension 72 1.30 min
111 Extensién final 1 72 15 min
v Mantenimiento 1 4 0

Tabla 22. Programa de termociclado para la amplificaciéon de la secuencia de ADN por PCR
Donde A representa al gradiente de temperatura: 53,8; 55,8; 55,9; 57,6; 61,6; 62,6; 65,5; 67,8; 68,8
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El proceso puede resumirse del siguiente modo:

FAF

619

FAR
618 Fase |

Mezcla de los productos de PCR /
l Fase Il
FAF

y

[ 1 J

L1

— _
- —
superposicion ITI FAR
r— -
- ——————

Mutante

Figura 6. Representacion de la mutagénesis dirigida por PCR.

Después de la amplificacion, para verificar el peso de los productos de PCR
obtenidos se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa hotizontal al 1% (p/v).

A partir del producto de PCR se llevo a cabo la reaccion de recombinacion con
la mezcla enzimatica BPclonase II, para obtener asi la construccion pDONR222-

pPreproSm2-D103A, siguiendo la técnica descripta en el apartado 4.2.2. de esta

seccion.
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4.2.4. Reaccion de recombinacion con LR clonasa ™ (via
litica)

Las  construcciones pDONR222-pPreproSm1-D103A y  pDONR222-
pPreproSm2-D103A conteniendo el gen de interés en marco de lectura se
recombinaron con el vector binario pPB7FWG2. Ademas el vector pPB7FRWG2
se utilizé para recombinar con la construccion pDONR222-pPreproSm2-wit.
La reacciéon catalizada por la enzima IR Clonase™ entre las construcciones
flanqueadas por los sitios a#. (vector de entrada) con los sitio a#R del vector
binario (vector destino: vector de expresion) puede resumirse del siguiente

modo:

attL1-Gen-attL.2 +attR1-ccdB-attR2-> attB1-Gen-attB2 + attP1-ccdB-
attP2

cadB

LR Clonase™
Vector de Vector —_— Clon de

A L Producte
entrada binario expresion

Para cada vector de expresion se realizé una mezcla de reaccion descripta en la

Tabla 23.

Molde 35
Vector pB7FWG2/pB7RWG2 0,5
Enzimas de LR Clonase ™ 1,0

Tabla 23. Composicién de la mezcla de reaccion LR dlonase I1

Las mezclas de reacciéon se incubaron a 25 °C overnight, luego de lo cual se
utilizaron para transformar E.co GC10 (construcciones con el vector
pB7FWG?2) o E.co/i XL1-blue (construcciones con el vector pB7FRWG?2). Las
colonias fueron seleccionadas (Sp o Sp/T¢) y fueron repicadas en medio liquido.

Los cultivos crecidos durante la noche se utilizaron para aislar los plasmidos.
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La presencia del gen que codifica para las peptidasas en el vector pPB7FWG2 fue

confirmado por PCR utilizando cebadores especificos (F4F y F4R) y utilizando
el programa indicado en el apartado 4.2.2. de esta seccion. Para el vector
pB7RWG2 se confirmé la presencia del gen mediante digestion enzimatica con
la enzima Bsp14071 (BsrGI) y/o Sall. Las mezclas se incubaron durante 3 hs a 37
°C y luego se inactivaron por incubacion a 65 °C durante 20 min. Los productos

de las digestiones fueron analizados en geles de agarosa al 0,7%.

4.2.5. Obtencion de cepas Agrobacterium tumefaciens
recombinantes

4.2.5.1. Obtencion de Agrobacterium tumefaciens competentes
g p
y electrocompetentes

Para la preparacion A. tumefaciens electrocompetentes se partié de una placa
crecida en YEB-Agar suplementado con el antibidtico de seleccion
correspondiente durante dos dfas a 28 °C. Se tomo una colonia y se inocul6 en
10 ml de YEB con antibiético y se llevé a 28 °C overnight y 250-280 rpm El
preinéculo saturado, se utilizé para inocular 1000 ml de YEB con antibiético. Se
dejo crecer a 28 °C hasta que la DOy, fuera de aproximadamente 0,5 (mas de 6
h). Luego se enfrié en un bafo de hielo (0 °C) y se centrifugd durante 10 min a
9,21 xgy 4 °C. Para lavar las células se eliminé el sobrenadante.

Para la preparacion de competentes el sobrenadante se resuspendié en 100 ml de
CaCl, 20 mM frio. Se centrifugd durante 5 min a 4,61 xgy 4 ° C. Se elimin el
sobrenadante y suavemente se resuspendié en 20 ml de CaCl, 20 mM frio. Se
fraccion6 en alicuotas de 200 ul que se conservaron a -80 °C. Para las
electrocompetentes al precipitado se le afiadieron 500 ml de agua fria estéril y se
centrifugd durante 10 min a 9,21 xgy 4 °C. Se hicieron dos ciclos mas de lavado,
se resuspendi6 en 15 ml de glicerol frio al 10% y se centrifugd durante 10 min a

9,21 xgy 4° C. Por dltimo, el precipitado se resuspendié en 3ml de glicerol frio al
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10% vy se fracciono en alicuotas de 40 pl, asi se conservaron a -80 °C hasta su

utilizacion.
4.2.5.2. Transformacion A. rumefaciens por shock térmico

Para realizar la transformacién se tomé una alicuota de células GV3101
competentes, se descongeld lentamente en bafio de hielo y se adicionaron 500 ng
de ADN plasmidico. La mezcla se mantuvo en hielo durante 15-30 min. Se
colocé en N, liquido durante 5 min y se realizé6 un shock térmico en bafio
termostatico a 37 °C durante 5 min, luego de lo cual se volvié a colocar en hielo
durante 5 min. Finalmente se afiadié 1,0 ml de LB y se incub6 a 220-250 rpm y
28 °C durante 3-4 h. Luego se tomaron 50 ul de la mezcla de trasformacion y se
volcé sobre una placa de Agar-I.B suplementado con el antibiético de seleccion
correspondiente. Se dispersé la mezcla sobre una placa con espatula de

Drigalsky. Luego se incub6 a 28 °C durante dos dias.

4.2.5.3. Transformacion A.tumefaciens por electroporacion

Para realizar la transformaciéon por electroporacion de las células GV3101
electrocompetentes, se tomoé una alicuota de células electrocompetentes y se
descongelaron lentamente en bafio de hielo. Paralelamente, la cubeta de
electroporacion de 2 mm (Bzo-Rad) se colocod en hielo 10 min antes de llevar a
cabo la transformacion. Se mezclaron 1 pl de preparacion plasmidica con 40ul de
células, se coloco la mezcla inmediatamente en la cubeta y se incubé 1 min en
hielo. A continuacién, se coloco la cubeta en el electroporador (Bio-Rad Gene
Pulser) y se procedio a aplicar un pulso de 1800 V. Inmediatamente después de
electroporar se adicion6 1 ml de medio YEB o LB y se volco la mezcla en un
tubo limpio y estéril. Las bacterias se recuperaron a 28 °C durante 3 h en
agitacion (200 rpm) y luego se dispersé en una placa con medio YEB o LB

solido en presencia del antibidtico correspondiente al vector en uso. Las colonias
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deben ser visibles después de 2 dias a 28 °C. Posteriormente se tomo una colonia

y se volvio a repicar en medio YEB o LB solido en presencia del antibiotico

correspondiente para confirmar la transformacion.

4.2.6. Germinaciéon y mantenimiento de plantas de Nicotiana
benthamiana

Las plantas de N. banthamiana usadas para los ensayos de agroinfiltracion fueron
germinadas en almacigos conteniendo perlita:tierra 1:3 embebidas con almacigol,
un fertilizante liquido quelatinizado formulado para suministrar a la planta una
relacion balanceada de Fosforo, Zinc, Nitrégeno y Azufre. Las plantas se

mantuvieron en camara de cultivo con un fotoperiodo de 16 hs de

luz/oscuridad, a 22-24 °C.

4.2.7. Infiltracion conA.tumefaciensy preparacion de las
muestras vegetales para microscopia

Para los ensayos de agroinfiltracion se utilizaron clones de .A. fumefaciens GV3101
transformados con cada uno de los vectores binarios de expresion como se
indic6 anteriormente: pGEM-pPreproSm1-wt-eGFP, pGEM-pPreproSm2-wt-
eGFP, pGEM-pPreproSm1-D103A-eGFP, pGEM-pPreproSm2-D103A-eGFP,
pGEM-pPreproSm1-wt-mRFP y pGEM-pPreproSm2-wt-mRFP.

Se prepararon los cultivos de los clones con cada una de las construcciones
generadas, se dejaron crecer overnight con agitacion de 220-250 rpm y a 28°C en
medio LB o YEB en presencia del antibiético correspondiente a la cepa y al
vector en uso. Estos indculos se centrifugaron 15 min a 345 xg y se
resuspendieron en buffer MI en el mismo volumen inicial. Luego se centrifugd
10 min a 3,45 Xxg, se eliminod el sobrenadante y se resuspendié en la mitad del
volumen inicial. Por ultimo se mididé la DOy, Para los ensayos de

agroinfiltraciéon con preprosilpepsina 2-eGEFP se utilizé6 DO600 =0,1 y 1. Para
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los ensayos de agroinfiltraciéon con preprosilpepsina eGEFP con el nanobody

(Anti-GFP) se utiliz6 DO600 =0,1 y 1. Para los ensayos de agroinfiltracién con
preprosilpepsina 2-mRFP con el nanobody (Anti-GFP) se utiliz6 DO600 =0,1,
0,3, 0,6 y 1. En todos los casos la DOy, fue de 0,5 para la proteina P19
(Voinnet et al., 2003,supresor de la proteina viral de PTGS), 0,8 para el
nanobody (anti-GFP, cedido por Petruccelli, Silvana) y 0,4 para pGDG (Goodin,
Dietzgen, Schichnes, Ruzin, & Jackson, 2002). Se preparé la alicuota de
agrobacterium de cada construcciéon con el agregado de acetosiringona (3',5'-
dimetoxi 4'-hidroxiacetofenona) a una concentraciéon final de 150 uM. La
acetosiringona es un producto natural fenolico relacionado con la acetofenona y
el 2,6-dimetoxifenol. Es capaz de causar la activacion de los genes de la region de
virulencia del plasmido Ti, que son necesarios para iniciar la transferencia de la
region T del ADN del plasmido Ti del A. tumefaciens al cromosoma de la planta.
El tratamiento con acetosirignona sintética aumenta la velocidad con que A.
tumefaciens infecta los tejidos vegetales.

Para la estabilizacion del GFP en el medio acido de algunos compartimentos
celulares se utilizo el plasmido pGreen II (Anexo II) que lleva al gen que codifica
para un nanobody (anti-GFP) fusionado a la secuencia codificante de RFP. La
proteina quimera no presenta seflales de direccionamiento y posee una gran
afinidad por GFP. pGreen II es un pequefio vector binario Ti capaz de replicarse
en E.coli, pero incapaz de replicarse en Agrobacterium sin la presencia de otro
plasmido binario, pSoup (Anexo II),. pSoup co-reside en la misma cepa que el
plasmido pGreen 11, proporcionando las funciones de replicacién en #rans para
pGreen IL

Para la infiltracion se utilizé la proteina P19 como supresor post-trascripcional
del silenciamiento génico (PTGS), obtenida del virus TBSV (por TomatoBushy-
Stunt Virns), presente en el vector pBING1-pl9 (Voinnet et al., 2003). El

supresor funciona uniéndose a ARN de doble hebra generado por la maquinaria
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molecular que dirige ese proceso inhibiendo asi, el silenciamiento inducido por
transgenes (Silhavy et al., 2002). Se sabe que su expresion es capaz de
incrementar los niveles de acumulacién de diversas proteinas recombinantes en
50 veces (Voinnet et al., 2003).

Las distintas muestras se incubaron durante 3 h a temperatura ambiente. Los
in6culos se utilizaron para infectar la superficie abaxial de hojas jovenes de IN.
benthamiana utilizando una jeringa de 1 ml sin aguja. Luego de 24, 48, 72 h y 9
dias postinfiltracion, se tomaron muestras de las hojas infectadas. Se cortaron
trozos de hoja agroinfiltrada de 5 mm x 1 cm, los que se montaron entre

portaobjetos y cubreobjetos para su observacion.

4.2.8. Microscopia confocal

La expresion transitoria en hojas de IN. benthamiana se observo por microscopia
confocal de escaneo laser (LeicaDMI 6000 CS motorizado) con objetivo de 20 x

(NA 0.70), 590 um y de 63 x (NA 1.4) objetivo de inmersion, 100 um. Para
obtener las imagenes de GFP se utiliz6 un laser de excitacion de 488 nm, la
emisiéon se monitored con filtro de 510-560nm. Para los ensayos con RFP y en
los ensayos de coinfiltraciéon con el nanobody (anti-GFP) se excité con laser de
helio-neén 1.5 mW con lineas de excitacion de 543 nm y de emision de 690-630
nm. Para obtener imagenes de clorofila se utiliz6 un laser de helio-neén 1.5 mW
con lineas de excitacion de 543 nm.

Las imagenes mostradas son representativas de varias observaciones de la misma

proteina en las mismas condiciones. Las imagenes fueron procesadas con Leica

Confocal Software (LCS Lite 2.61.15)
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4.2.9. Estudio bioinformatico de peptidasas clonadas de S.
marianum

4.2.9.1. Busqueda en base de datos

Las secuencias de las PAs de 10 familias diferentes de plantas se obtuvieron del
Centro Nacional de Informacién Biotecnologica (NCBI, http://www.ncbi.nlm.

nih.gov).

4.2.9.2. Analisis de los motivos conservados

Los motivos de las secuencias de las peptidasas fueron analizados usando el
programa  Multiple  Em  for  Motif  Elicitation ~ (MEME;  version
4.9.1,http:/ /meme.nbcr.net/meme, (Bailey & Elkan, 1994). MEME representa
los motivos como matrices de probabilidad de letra, dependientes de la posicion.
Un motivo MEME es un patrén de secuencia que se produce repetidamente una
o mas veces en una secuencia. Describe el nivel de conservacion en cada
posicion (letra) en el patron.MEME busca los motivos mas "significativos" en las
secuencias de entrada, donde "significativo" es funcién de la longitud del patrén,
el numero de veces que se produce y el grado de similitud entre las ocurrencias.
Informa un E-valor para cada motivo que encuentra, que es una estimacion de la
cantidad de motivos que uno esperaria encontrar por azar si se mezclaran las
letras de las secuencias. Motivos con pequefios E-valueson muy poco probables.

Los parametros de analisis para MEME utilizados fueron: ancho minimo para
cada motivo: 6; ancho maxima de cada motivo: 50; nimero maximo de motivos

a encontrar: 10 y numero de repeticiones: 0 o 1 por secuencia.

4.2.9.3. Analisis estructural y funcional

Varios servicios web on-/ine y software se utilizaron para el analisis de las PAs.Los
analisis comparativos y bioinformaticos se llevaron a cabo on-ine en los sitios

web  (http://www.ncbi.nih.gov vy http://expasy.org/tools). Los parimetros
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tisico-quimicos de las PAs fueron analizados por ProtParam. Para determinar el
indice alifatico de una proteina que se define como el volumen relativo ocupado
por cadenas alifaticas laterales (alanina, valina, isoleucina y leucina), se utilizo la

siguiente formula:

Indice alifitico = X(Ala) + a * X(Val) + b * ( X(Ile) + X(Leu) )

donde X(Ala), X(Val), X(Ile), y X(Leu) moles por ciento (100 X fraccién molar)
de alanina, valina, isoleucina, y leucina. Los coeficientes a y b son el volumen
relativo de la cadena lateral valina (a = 2,9) y de las cadenas laterales de Leu / Ile
(B = 3,9) segtin la cadena lateral de alanina.

El valor GRAVY para un péptido o proteina se calcula como la suma de los
valores de hidropatia de todos los aminoacidos, dividido por el numero de
residuos en la secuencia.

La prediccién de estructura secundaria se analizé por ProFunc , la prediccion de
sitios de escision del péptido sefial se realiz6 por SignalP 4.1 server y los
dominios funcionales de las proteinas AP fueron identificados por servidor

ProDom

4.2.9.4. Modelado molecular por homologia: prediccion de
estructura terciaria

El modelo tridimensional de prosilpepsinal y prosilpepsinaZ se obtuvo a partir
de un método de modelado por homologia. Los métodos incluidos dentro de
esta categoria se basan en el hecho de que aquellas proteinas con un origen
comun (homologas) tienden a plegarse en forma similar. Por lo tanto,
empleando una proteina homéloga con estructura conocida (molde o template)
es posible construir modelos estructurales utilizando esa informacién estructural.
Para obtener el modelo tridimensional las peptidasas, en primer lugar, se realizo
la asignacion de plegamiento o foldassignment que permite encontrar la proteina

homodloga (ya cristalizada) mds adecuada para emplear como molde. El
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foldassingment se llevo a cabo empleando el servidor HHPred(Soding et al.,
2005).. Luego se realiz6 el alineamiento entre la secuencia de las peptidasas y el
molde con el servidor ClustalWW (EMBnet) y se edité con el programa
GeneDocMultipleSequenceAlignment ~ Editor and  ShadingUtility.  Este
alineamiento, junto con el archivo PDB de la proteina elegida como molde asi
como también el seipt, es decir un archivo de comandos que indica las
instrucciones para hacer el modelado, fueron los archivos que se utilizaron como
input para ejecutar el calculo con el programa Modeller, version 9.14 (Sali &
Blundell, 1993). Este programa constituye un método de modelado comparativo
disehado para encontrar la estructura mas probable de una secuencia
determinada, en funcién de su alineamiento con una proteina homologa con
estructura conocida. El modelo tridimensional se obtiene por satisfaccion de
restricciones espaciales. El programa toma las distancias entre residuos a partir
del femplate, que se complementan con datos estereoquimicos, distancias de
enlaces, angulos diedros, distancias de interacciones débiles, etc; todos esos datos
se combinan para dar una funcién objetivo (objectivefunction).El modelado consiste
en optimizar esta objetive function. El mejor modelo es aquel que viola el menor
numero de restricciones espaciales y sera el que posea el menor valor de

objectivefunction.

4.2.9.5. Evaluacion y validacion del modelo obtenido

La calidad del modelo estructural obtenido fue evaluada a través de dos tipos de
criterios: energéticos y estructurales/geométricos.

La evaluacién energética del modelo se llevé a cabo empleando el servidor
ProSA-web(Wiederstein& Sippl 2007), que permitié realizar un analisis global y
local. En el caso del analisis global, se comparé la energia del modelo obtenido
con la de todas las proteinas ya cristalizadas (a través de un parametro

denominado Z-score); mientras que el analisis local permité evaluar la energia para
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cada residuo de la proteina en cuestion. En el caso de tratarse de un buen
modelo, deben esperarse valores de energia negativos. También se us6 como
criterio energético el potencial estadistico DOPE (DiscreteOptimizedProteinEnergy)
llevado a cabo a través del programa Modeller, que es similar a la evaluacion
local mencionada previamente, ya que permite analizar la energia de cada
residuo, siendo un modelo de buena calidad aquel que presenta la mayor
cantidad de residuos con un DOPE score menor a cero.

La calidad y la precisiéon del modelo estereoquimico se evalué con el programa
PROCHECK por analisis grafico de Ramachandran. Este programa ubica a los
residuos de la proteina modelada que estaran en distintas regiones dependiendo
la calidad del modelo.

El grafico Ramachandran muestra los angulos de torsién phi-psi para todos los
residuos en la estructura (excepto los que estan en los extremos de la cadena).

En la cadena polipeptidica los enlaces N-Cay Ca-C tienen libre rotacion. Estas

rotaciones estan representadas por los angulos de torsiéon phi (@) y psi (y),

respectivamente, Fig.7.

ANGULOS DE TORSION
H R DEL ENLACE PEPTIDICD

Figura 7.Angulos de torsién principales del enlace peptidico o de un polipéptido: phi (F), psi (Y),
y omega (W).

Se pueden distinguir cuatro regiones: las zonas blancas corresponden a
conformaciones donde los atomos del polipéptido estan mas cercanos que sus
radios de van der Waals. Estas regiones son estéricamente no permitidas para

todos los aminoacidos, excepto para Glicina, el cual es el tnico aminoacido que
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no presenta cadena lateral. Las zonas cremas corresponden a regiones
generosamente permitidas. Las regiones rojas corresponden a conformaciones
donde no hay impedimentos estéricos, es decir estas son zonas permitidas
llamadas conformaciones a -hélices y Hojas-$. Las zonas amarillas muestran las
regiones permitidas si en los calculos se usan radios van der Waals ligeramente
mas pequefios, es decir se permite que los atomos puedan estar un poco mas
cercanos. Esto origina una nueva region que corresponde a una hélice con giro
hacia la izquierda. Los L-aminoacidos no pueden formar una hélice con giro a la
izquierda pero ocasionalmente residuos individuales pueden adoptar esta
conformaciéon. Estos residuos generalmente son glicina pero también pueden ser
aspargina y acido aspartico en los que la cadena lateral forma un puente
hidrégeno con la cadena principal y asi estabiliza esta conformacién
desfavorable.

Las regiones no permitidas generalmente involucran impedimentos estéricos
entre el carbono metilénico de la cadena lateral y los atomos de la cadena
principal. La Glicina no tiene cadena lateral y por lo tanto puede adoptar angulos
phi y psi en los cuatro cuadrantes del grafico de Ramachandran. Por esto ellas
aparecen en regiones donde cualquier otro residuo estarfa estéricamente

impedido.







5. RESULTADOS

5.1. FUENTE DE PEPTIDASAS

Figura 1. Silybum marianum (L.) Gaertn. A. Parte aérea de la planta florecida. B. Hojas
basales. C, D y E. Inflorecescencia

A fin de alcanzar los objetivos de la presente tesis doctoral se utilizaron como
material de partida flores de la especie Silybum marianum (L.) Gaernt.
perteneciente a la familia Asteraceae y dentro de la misma, a la Tribu Carduae.

S. marianum (Fig. 1) es conocida como cardo mariano, cardo asnal o cardo
blanco. Es una hierba anual de 1,0 a 2,2 m de altura, con tallos robustos y hojas
glabras o casi glabras de color verde marmoreado con blanco y espinas aceradas
en los margenes. Las hojas basales son subarrosetadas, grandes, lobuladas o
pinatifidas, con lébulos espinoso-dentados; mientras que las hojas caulinares son
alternas, sésiles, oblongas, mas o menos lobadas y con apice y margenes
espinosos (Fig. 1 B). Las flores son violaceas, isomorfas, perfectas y se disponen
en capitulos terminales, poco numerosos, largamente pedunculados, de 4 a 6 cm
de didmetro (Fig. 1 C); el involucro es globoso, de unos 3 a 4 cm de altura, con
bracteas terminadas en una larga punta espinosa y extendida o dirigida hacia
abajo (Fig. 1 C). Las anteras tienen la base sagitada, los filamentos estin
engrosados y con pelos unidos entre si. Las ramas estilares estan unidas y tienen
un anillo piloso por debajo del punto de bifurcaciéon (Ariza Espinar & Delucchi,

1998). La especie es originaria del sur y sudoeste de Europa, oeste de Asia, norte
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de Africa, Islas Canatias y Azores; naturalizada en Argentina (Jujuy, Salta, Chaco,
Corrientes, Santiago del Estero, Santa Fe, Coérdoba, Entre Rios, La Pampa,
Buenos Aires, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Rio Negro y Tierra del

Fuego). Es frecuente encontrarla en cultivos y ambientes modificados.

5.2. CLONACION DE ASPARTILPEPTIDASAS DE FLORES

En primer lugar se extrajo el ARN total de flores inmaduras y maduras del cardo
mariano utilizando dos métodos especificos para material vegetal. El
rendimiento para la extraccion a partir de flores inmaduras fue de 0,4 pg/ul por
el método de Trizol modificado para material vegetal y 2,2 ug/ul por el kit
comercial. Mientras que, para la muestra proveniente de flores maduras resulto
de 0,1 pg/ul por el método de método de Trizol modificado y 3,0 pg/ul
mediante el kit comercial. Por lo tanto en ambos materiales resulté mas eficiente
la extraccion mediante kit comercial y estas muestras fueron las que se utilizaron
en adelante.

La calidad del ARN se control6 mediante electroforesis de agarosa (1%) como se
muestra en la Fig. 2 A y entonces se sintetiz6 el ADNc por retrotranscripcion.
Luego, el ADNc se usé como molde en una reacciéon de PCR con cebadores
disefiados especificamente a partir de regiones conservadas de los extremos 5’y
3> del marco de lectura abierto (ORF) de PAs de plantas (Fig. 2 B). Los
productos de amplificacién que resultaron del tamafno esperado de 1,5 kb se
purificaron con un kit comercial desde un gel de agarosa (1%) y se ligaron al
vector pGEM-T Easy. Con el producto de estas ligaciones se transformaron
bacterias E. co/i X1.1-Blue quimicamente competentes. Finalmente, se purificaron
los plasmidos provenientes de varias colonias positivas para cada una de las
construcciones. La Fig.2C muestra el analisis de restriccion realizado con la
enzima EcoRI que corrobora la presencia del inserto de 1,5 kb en el plasmido.

Esquemas de estas construcciones se muestran en el Anexo 2.
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Varios clones conteniendo el inserto se secuenciaron en forma automatica. El
analisis de las secuencias con el servidor BLAST, permiti6 la identificaciéon de
dos secuencias nucleotidicas diferentes. Estas secuencias exhiben altos niveles de
identidad de secuencia entre ellas y con otras secuencias de PAs tipicas de
plantas disponibles en bases de datos publicas como Cynara cardunculus, Centanrea
calcitrapa, Cirsium vulgare y Helianthus annuus pertenecientes a la familia Asteraceae,

Solanum tuberosum y Solanum bycopersicurm, entre otras.
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Figura 2. Amplificaciéon y clonado de la secuencia correspondiente al marco de lectura
abierto de las PAs de flores de S. marianum (pagina anterior). La primera cadena de
ADNCc se sintetiz6 a partir del ARN total aislado de flores S.marianum y se utilizé6 como molde
en la reaccién de PCR con cebadores especificamente disefiados para los extremos 5 y 3
altamente conservados de marcos de lectura abiertos que codifican PAs vegetales. El
producto de amplificaciéon obtenido se cloné y secuencié en forma automatica. A: Analisis de
la extracciéon de ARN total por electroforesis en gel de agarosa (1%): Calles 7 y 2: ARN total
de S. marianum aislado de flores maduras y flores inmaduras, respectivamente. B: Analisis
electroforético en gel de agarosa (1%) del producto amplificado mediante PCR: Calle 1: se
tomé6 como molde el ADNc proveniente de flores maduras, Calle 2: se tomé como molde el
ADNCc proveniente de flores inmaduras. MIP: marcadores de masas moleculares de ADN de
100 pb (PB-L Productos Bio-Ldgicos). C: Analisis de restriccién del plasmido pGEM-T Easy
conteniendo el inserto de 1,5kb purificado a partir de clones positivos con la enzima EwRI
Calles 1 y 2: muestra original flores maduras, Calles 3 y 4: muestra original flores inmaduras,
MW: marcadores de masas moleculares de ADN de 100 pb (PB-L Productos Bio-1 dgicos).

Una de las secuencias se obtuvo a partir del ARN proveniente de ambos tipos
de flores (maduras e inmaduras) mientras que la otra secuencia solo fue obtenida

a partir del ARN de flores maduras.

5.3. ANALISIS BIOINFORMATICO

A fin de investigar las caracteristicas de las dos proteinas clonadas de S.
marianum se utilizaron diferentes métodos bioinformaticos. Las secuencias
nucleotidicas y las secuencias aminoacidicas deducidas se muestran en las Fig. 3
y Fig. 4. Las secuencias nucleotidicas de 1511 y 1530 pares de base se
depositaron en la base de datos GenBank con los numeros de acceso
JX535387.1 y JX535388.1, respectivamente. La primera secuencia solo se
encontré en flores maduras mientras que la segunda se encontré en ambos tipos
de flores. Los productos proteicos codificados corresponden a dos precursores
de PAs y fueron denominados preprosilpepsina 1 y preprosilpepsina 2,
respectivamente (nimeros de acceso en la base de datos UniProtKB: W5QMD3
y W5QMH?7). En este trabajo de tesis se emplearan los nombres

preprosilpepsinal o 2 en referencia a las secuencias completas de las
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prepropeptidasas, prosilpepsina 1 o 2 en referencia a los zimoégenos y silpepsina

1y 2 para las PAs maduras.

Figura 3. ADNc que codifica para la forma completa de silpepsina 1 (preprosilpepsina 1)
y su secuencia aminoacidica derivada (pagina siguiente). Se encuentran indicadas las
regiones correspondientes al péptido sefial N-terminal (flecha de puntos) y prosegmento (flecha
discontinua). La secuencia del ADNc de preprosilpepsinal ha sido incorporada en la base de
datos GenBank bajo el nimero de acceso JX535387.1.
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atgggtaactcaatcaaagcaagcctgcttgecttgtttttgttttttcttctatcacct

F G F G S5 T R D s D s D I I A L K N Y
atggatgctcagtattatggtgagattggtattggagaaccagctcaaaagttcaccgtg
M D A Q Y Y G E I G I G E P A QO K F T V
atttttgatactgggagttctaatctatgggtgccttctgcaaagtgctacttttcagta
I ¥ DT G S S N L W V P S A K C Y F S V
gcttgcctttttcactcaaagtataagtcgagccattcaagtacctacaagaaaaatgga
A C L F H S K Y K S S H s s T Y K K N G
acatctgctgctattcaatatggaactggatcaatatctggttttgttagccaagactct
T s A A I ¢ Y 6 T G S I S G F V S O D s
gtcaaactcggtgatcttgttgttaaagagcaggattttatagaggcaaccaaagagcct
v K L G b L vvVvVv K E Q D F I E A T K E P
ggcatcactttcttggcagccaagtttgatggtattcttggeccttggatttcaggagatc
G I T ¥ L A A K F D G I L G L G F O E I
tctgttgggaaatctgttcctgtctggtacaacatggttaatcaaggtcttgttcacgaa
s v G K S v P VW Y N M V N Q G L V H E
cctgtgttttccttttggtttaatcgcaatgctgatgaggaagaagggggtgaacttgtyg
PV F S F W F N RN ADE E E G G E L V
tttggtggtgttgaccctaatcattttaagggtaggcacacatatgtccctgtgacccaa
¥ G G vV D P N HF K G R H T Y V P V T 0Q
aagggctattggcagtttaatatgggtgacgttcttattgaagataaaactaccggattt

K 6 Yy w Q F N M G D V L I E D K T T G F
tgttctgatggttgtgctgcaattgccgactctggaacctctttgttggcaggtccaacyg
c s b G C A A I A D S G T S L L A G P T
gctattattactcaaatcaatcatgcaattggtgctaagggggtcatgagccagcaatgce
A I I T @ I N H A I G A K G VvV M S Q Q ¢C
aaaacattggttgatcagtatggaaagagtataattgagatgctcctgtctgaggctcaa
K T . vDb QY G K s I I E M L L S E A Q
cctgataaaatctgttctcaaatgaagttatgcacttttaatggtgctcgcgatgttagt
P D K I ¢C S o M K L ¢ T F N G A R D V S
tcaataattgagagtgtggttgacaagaacaacggcaagtcttctggtaatgagatgtgt
s I I B S v Vv D K N N G K S S G N E M C
accttctgtgaaatggcagtcgtttggatgcaaaaccaaatcaaacgaaaccagactcaa
T ¥ C E M A V V W M Q N QQ I K R N O T Q
gataacataatcaactatgtcagtgagttgtgtgatcgcttacccagtccaatgggagaa
p N I I N Y V S E L C¢C D R L P S P M G E
tcagcagtagactgcaacagtctttcctccatgcccaatatttecttcacaattggtgge
s AV D CN S L S s M P N I S F T I G G
aaagtttttgagctctgcccagaacagtacatcctcaaaatcggtgatggagaagcagca
K v ¥ E L C P E 0 Y I L K I G D G E A A
caatgcataagtggattcactgctatggatgtggcccctcctcgtggacctctatggatce
Q ¢ I s G F T A M DV A P P R G P L W I
ttgggagatgtttttatgggtcgataccacacggtgttcgattatggcaagttacgagtyg
L G DbV F M GUR Y H TV F DY G K L R V

ggatttgcagaagcagcttga
G F A E A A
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atgggtaactcaatcaaagcaagcctgcttgcecttgttecttgttttttcttctatcacca

G N S I K A S L L A L F L F F L L S P

tttggcttccgtggtacgctcagggactcggacaccggcattattgtactaacgaacgaa
¥F G F R G T L R D S D T G I I V L T N E
agagatactacgtatttcggtgagattggtatcgggactccacttcaaaatttcacagtg
R D T T Y ¥ G E I G I 6 T P L Q N F T V
atttttgacacaggaagttctgatctatgggtgccttcttcaaagtgctacagttcagta
I »r DT G S S DL WV P S s K C Y S s V
tcgtgttgggttcattcaaggtataagtcgagcgattcaagtacctacaaggaaaacggg
s ¢ w Vv H S R Y K S s D sS s T Y K E N G
acatctggtgctattcaatatggaactggatcaatcgctggtttttatagccaagactct
T s G A I ¢ Y G T G S I A G F Y S O D s
gtcgaagtcggtgatcttgttgttaaagagcaggattttatagaggcaaccaaagaggcc
vV E vV 6 b L VvV Vv K E Q D F I E A T K E A
gacaatgtatttttaagagcccactttgatggtatacttggccttggatttcaagagatc
p N V¥ L R A H F D G I L G L G F O E I
tcggttcggaaggctgttcecctgtctggtacaacatggttgatcaaggtcttgttcaagaa
S VvV R K AV P V W Y N M V D Q G L V Q E
cctgtgttttctttttggcttaatcgcaatgttaatgaggaagaagggggtgaacttgtyg
p VvV F S F W L N R NV N E E E G G E L V
tttggtggggttgaccctaatcattttaggggtaaccacacatatgtccctgtgattcaa
¥ G G v D P NHF R G NH T Y V P V I 0O
aagggccattggcagtttgatatgggtgacgttcttattggagataaaagtacaggattt
K G H w oo ¥ DM G D V L I G D K S T G F
tgtgccaatggttgtgcggcaattgccgactctggaaccactttgttgacaggcccaacg
c A NG CAAI AD S G T T L L T G P T
gctattgttactcaaatcaatcaagcaattggtgctaacagggtcatgaaccaacaatgc
A I v T ¢ I N QO A I G A N R V M N Q Q C
aaaaccttggttagtcggtatggaaagaatataatgcagatgctcatgtctgaggcgcaa
K T L. vs R Y G K N I M Q M L M S E A Q
cctgataaaatttgttctcacatgaacttatgcacttttgatggtgctcacgatgttagt
P D K I ¢C S H M N L C T F D G A H D V S
tcaataattgagagtgtggttgacatgaaaaacgacaagtcttcaggtggcgtacacgat
S I I £ S v v D M K N D K S S G G V H D
gagatgtgtaccttctgtgagatggcagtcgtttggatgcaaaaagaaatcaaacgaaac
E M C T F C EM AV V WM QO K E I K R N
gagattgaagataacataatcaactatgtcactgagctatgtgatcacttacccagttca
E I E D N I I N vy v T E L C D H L P S S
agtggagaatcagtagtagattgcaatagtctttcctccatgcccaatactgectttaca
s G E. s vvDCN S L S S M P N T A F T
attggtggcaagatttttgagctcaccccagaacagtacattttcaaactcggtgaggga
I 6 G K I ¥ E L T P E O Y I F K L G E G
gaagcagcacaatgcatcagtggattcactactatggatgtgccccctectegtggtect
E A A @Q C I S G F T T™ M D V P P P R G P
ctatggatcctcggggatatttttatgggtccataccacacagttttcgattatggcaag
L w I L. 66 D I F M G P Y H T V F D Y G K
ttaCgagtgggatttgcagaagcagcttga
L R V G F A E A A
Figura 4. ADNc que codifica para la forma completa de silpepsina 2 (preprosilpepsina 2)
y su secuencia aminoacidica derivada. Se encuentran indicadas las regiones correspondientes
a: péptido sefial N-terminal (flecha de puntos) y prosegmento (flecha discontinua). La secuencia

del ADNc de preprosilpepsina 2 ha sido incorporada en la base de datos GenBank bajo el
numero de acceso JX535388.1.
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Las estructuras primarias de las PAs de S. marianum fueron analizadas con el
servidor ProtParam, que permiti6 calcular las propiedades fisico-quimicas a
partir de la secuencia de las proteinas deducidas incluyendo peso molecular,

punto isoeléctrico (pl) tedrico, indice alifatico y promedio general de hidropatia

(GRAVY). Los resultados se muestran en la Tabla 1.

Preproenzima de: silpepsina 1 silpepsina 2

Analisis de la estructura primaria

ProtParam Numero de 506 509
aminoacidos
Peso molecular 54988.5 55797.0
Punto 5.60 5.17
isoeléctrico
tedrico
Indice de 79.76 79.23
alifaticidad
GRAVY -0.069 -0.136
Prediccion de las modificaciones post-traduccionales
Signal IP 4.0 Sitio de escision A,-AL Ay-A
del péptido senal
NetNGlyc Sitos  de  N- N139: NO97:
Glicosilacion motivo NGT motivo NFT
N397: N139:
motivo NQT motivo NGT
N433: N252:
motivo NIS motivo NHT

Tabla 1. Analisis de la estructura primaria, prediccién propiedades fisicoquimicas, prediccion de
modificaciones postraduccionales y prediccion de topologia por diferentes herramientas
bioinformaticas
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Como se puede observar en la Tabla 1, no existen diferencias significativas entre

ambas peptidasas en cuanto a peso molecular y pl, lo que harfa dificultosa la
purificacion de estas peptidasas desde su fuente natural. El pl fue de 5,60 para
preprosilpepsina 1 y 5,17 para preprosilpepsina 2, lo que indica su caracter
acido.

El indice alifatico es el volumen relativo ocupado por las cadenas laterales
alifaticas (Ikai, 1980). Un alto valor indica que la proteina tiene un alto
contenido de cadenas alifaticas que le proveen termorresistencia y por lo tanto
estabilidad en diferentes condiciones (Sivakumar, Balaji, & Gangaradhakrishnan,
2007). Para preprosilpepsina 1 el valor calculado fue de 79,76, mientras que para
preprosilpepsina 2fue de 79,23; estos valores son intermedios con respecto a los
de otras PAs. La proteasa aspartica del platano malayo (Musa acuminata) tiene un
indice de 83,82 mientras que la PA de papa (Solanun: tuberosum) tiene un indice de
74,81.

El indice de hidropatia es la variaciéon de Energfa Libre (AG) asociada a la
transferencia de aminoacidos de un medio hidrofébico a un medio hidrofilico
(Muller-Esterl, 2008). Por lo tanto, un grado de hidrofobicidad (indice GRAVY)
positivo, es indicativo de secuencias hidrofébicas. Por el contrario, un indice
GRAVY negativo es caracteristico de secuencias hidrofilicas. La presencia de
grupos polares en las cadenas laterales localizadas en la superficie de las
proteinas, a diferencia de los grupos hidrofébicos que se encuentran en el
interior, es lo que favorece la solubilidad de las proteinas en el agua, y por lo
tanto la que determina el valor GRAVY (Gasteiger et al,, 2005) . Ambas
peptidasas presentaron valores bajos de GRAVY determinando que las
proteinas son hidrofilicas. Preprosilpepsina 1 presenta un valor de GRAVY
similar al de la PA 1 de células oclusivas de A. #haliana (-0,054; (Salanoubat et al.,
2000), mientras que para preprosilpepsina 2es similar al de la PA de Oryza sativa
codificada por el gen Os07g0592200(-0,164; (Ohyanagi et al., 2000).
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Se analizaron las secuencias de los productos proteicos con el servidor SignalP
4.1 que predice la presencia y ubicacion de los sitios de escision del péptido
seflal en las secuencia de la proteina. El método incorpora una prediccion de
sitios de corte y una prediccion del péptido sefial/péptido no sefial basadas en
una combinacion de redes neuronales artificiales. De acuerdo con los resultados
del analisis SignalP, ambas PAs poseen un péptido sefial que se escinde en la

misma posicién (Tabla 1; Fig. 5). En ambos casos se trata de proteinas de la via

secretotia.
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Figura 5. Prediccion de sitios de escision del péptido sefial mediante SignalP 4.1.C-score
(score del sitio de corte en bruto), S-score (score del péptido sefal) e Y-score (score del sitio de corte
combinado). A. preprosilpepsinal y B. preprosilpepsina 2

5.3.1. Busqueda de motivos conservados

Un total de 30 secuencias de PAs de 10 familias diferentes de plantas incluyendo
Xanthorrhoeaceae, Poaceae, Polygonaceae, Nepenthaceae, Euphorbiaceae,
Solanaceae, Asteraceae, Fabaceae, Myrtaceae y Brassicaceae fueron obtenidas del
Centro Nacional de Informacién Biotecnolégica (NCBI, http: //www.ncbi.nlm
nih.gov) y fueron utilizadas en estos analisis. Sus caracteristicas incluyendo

nombre cientifico, clase de planta (monocotiledénea o eudicotiledénea), familia,
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abreviatura, nimero de acceso, y longitud de secuencia se enumeran en la Tabla
2.

Un motivo es un patron, una caracteristica estructural al que se le podria asociar
una funcién, es decir que tiene una significancia biolégica. Es comun encontrar
varios patrones asociados a un motivo, uno que es el mas probable y los otros
que son las posibles variaciones sobre este. Las familias de proteinas comparten
una funcién o estructura en comun, que potencialmente poseen un ancestro
comun, siendo los motivos o dominios comunes a una familia.

Con el fin de encontrar patrones de los motivos conservados de las dos PAs
clonadas se utilizé el programa MEME (Bailey & Elkan, 1994). El método
utilizado se basa en localizar estos pequefios motivos conservados y en crear
matrices que reflejen la composicion de cada una de las posiciones de estos
motivos a lo largo de todas las secuencias analizadas. Este analisis permitio
encontrar diez motivos conservados (Fig. 6). El diagrama muestra la ubicacion
de cada motivo; donde cada bloque indica la posicién y la fuerza de un motivo,
es decir nos da una idea de cuales posiciones son mas conservadas en el motivo.
Las representaciones graficas de la conservacion de secuencia de cada motivo

(Sequence 1.ggo) se muestran en la Fig. 1 del Anexo 1.




Nombre cientifico Tipo Familia Abreviatura Accession number Longitud (aa)
1- Hemerocallishybrid cultivar Monocotiledénea Xanthorrhoeaceae AP-Hhe AAC34854.1 517
2 - Oryza sativa JaponicaGroup Monocotiledénea Poaceae AP-Os NP_001043786.1 522
3- Zea mays Monocotiledénea Poaceae AP-Zm NP_001150729.1 518
4- Brachypodiumdistachyon Monocotiledénea Poaceae AP-Bd XP_003567869.1 505
5- Triticum aestivum Monocotiledénea Poaceae AP-Ta BAE20413.1 508
6- Hordeumvulgare Monocotiledénea Poaceae AP-Hp CAA39602 508
7- Fagopyrumesculentum Monocotiledénea Polygonaceae AP-Fe AAV84085.2 506
8- Nepenthesalata Eudicotiled6nea Nepenthaceae AP-Nal BAB20969.1 514
9- Nepenthes alata Eudicotiledénea Nepenthaceae AP-Na2 BAB20970.1 514
10- Ricinus communis Eudicotiledénea Euphorbiaceae AP-Re XP_002524837.1 456
11- Nicotiana tabacum Eudicotiledénea Solanaceae AP-Nz ABG37021.1 508
12- Helianthus annuus Eudicotiledonea Asteraceae AP-Ha BAA76870.1 509
13- Cynara cardunculus Eudicotiled6nea Asteraceae AP-Ce.A QI9XFX3.1 504
14- Cynara cardunculus Eudicotiledénea Asteraceae AP-Ce.B QIXFX4.1 506
15- Centaurea calcitrapa Eudicotiledénea Asteraceae AP-Ce CAA70340.1 509
16- Cynara cardunculus Eudicotiled6nea Asteraceae AP-Cr.op CAA57510.1 509
17- Arctium minus Eudicotiledénea Asteraceae AP-Am AJAT2485.1 509
18- Castanea mollissima Monocotiledénea Fagaceae AP-Cm ACX55830.1 513
19- Vitis vinifera Eudicotiledénea Asteraceae AP-1"p XP_002279049.1 514
20- Silybum marianum Eudicotiledonea Asteraceae AP-Sm1 AGE15494.1 506
21- Silybum marianum Eudicotiledonea Asteraceae AP-Sm2 AGE15495.1 509
22- Cirsium vulgare Eudicotiledénea Asteraceae AP-Cv AFB73927.2 509
23- Vigna angularis Monocotiledénea Fabaceae AP-1a BAT80779.1 554
24- Solanum lycopersicum Monocotiledone Solanaceae AP-Snept Q766C3.1 437
25- Solanum lycopersicum Monocotiledone Solanaceae AP-Sinep2 Q766C2.1 438
26- Eucalyptus grandis Monocotiledone Myrtaceae AP-Eg XP_010058713.1 479
27- Phaseolus vulgaris Eudicotiledénea Fagaceae AP-Py AEMO05966.1 437
28- Arabidopsis thaliana Eudicotiledénea Brassicaceae AP-AzAT AEES82391.1| 504
29- Arabidopsis thaliana Eudicotiledénea Brassicaceae AP-ArA2 AEE33947.1 513
30- Arabidopsis thaliana Eudicotiledénea Brassicaceae AP-ArA3 AEES82391.1 504

Tabla 2. Lista de 30 especies diferentes de PAs de plantas
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Como se muestra en la Tabla 3 y en la Fig. 6, entre los 10 motivos conservados

de las 30 especies de PAs de plantas analizadas, los motivos 1 (50 aa, E-valne =
1,7 x '™, 2 (50 aa, E-value = 6,1 x ¢”°), 3 (38 aa, E-value = 53 x ¢, 6 (50 aa,
E-valne = 1,6 x ™), 7 (50 aa, E-value = 3,1 x e*7), y 10 (21 aa, E-value = 1,7 x €

**) son comunes a casi todas las PAs estudiadas. Mientras que los motivos 5 (50

aa, E-valne = 6,6 x €”') y 9 (29 aa, E-value = 2,0 x ¢”'*) sélo se encuentra en 24
de las  especies 'y el motivo 4 (50 aa, E-valne =

1,5 x €”™) s6lo en 22 especies de las PAs vegetales estudiadas. Tanto silpepsina 1
(AP-SmT) como silpepsina 2 (AP-§72) muestran los 10 motivos conservados.
Las secuencias cataliticas, DTG y DSG, comunes a todas las PAs de plantas de la
familia A1 (Simoes I, 2004) se hallan en los motivos 1 y 6 (Fig. 1 del Anexo 1).
La PA de R. communis no presenta el motivo 4 y cardosina A los motivos 4 y 5
debido a que en ambas peptidasas existen mayores divergencias en estas regiones
de la secuencia respecto al patrén con el p-value empleado como punto de corte.
Por otro lado, en las especies Ewucalyptus grandis, Hemerocallis hybrid cultivar, Solanum
bycopersicum, Vitis vinifera y Phaseolus vulgaris si bienlos motivos estan presentes,
estos aparecen en la Fig. 6 de un color mas claros que el resto; son los
denominados “motivos escaneados” que presentan E-va/ues muy altos, y por lo

tanto dichos alineamientos no resultan significativos.
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Figura 6. Motivos conservados para las PAs utilizando la herramienta MEME. Los motivos se muestran como cuadros de diferentes colores
en las posiciones relativas en las que se encuentran ubicados en cada proteina. Las secuencias y el Seguence Logocorrespondientes a cada uno de los
motivos se muestran en la Fig. 1 del Anexo 1.
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Tabla 3. Importancia estadistica de cada motivo. MEME generalmente encuentra el primer motivo estadisticamente significativo (valor
E mas bajo). El valor E de un motivo se basa en su relacién de verosimilitud, ancho, sitio, frecuencias de las letras de fondo, y el tamafio del

conjunto establecido. Entre corchetes se muestran los residuos mas probables para una dada posicion.
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5.3.2. Busqueda de dominios conservados

La presencia de distintos dominios en combinaciones variables en diferentes
proteinas da lugar al diverso repertorio de proteinas que se encuentran en la
naturaleza. La identificacién de los dominios presentes en una proteina puede
ayudar a comprender la funcién de esa proteina.

Las proteinas o dominios de proteinas se pueden clasificar en familias de
secuencias homologas que derivan de un antecesor comun. Existen distintas
bases de datos, tales como Pfam y ProDom (Protein Domain Database), que

tienen por objeto el estudio de la arquitectura de los dominios de proteinas.

Figura 7. Esquematizacion de familias de dominios homdlogos en distintas proteinas.
Cada recuadro coloreado representa un dominio funcional dentro de cada proteina. Los mismos
dominios pueden encontrarse en proteinas con distinta funcién.

ProDom es una base de datos de familias de dominios de proteinas que
provienen de la duplicacion, pérdida o translocaciéon de dichos dominios (Fig. 7).
Por medio de este servidor se determinaron los posibles dominios funcionales
que tienen similitudes con las peptidasas estudiadas en este trabajo de Tesis. Un
conjunto de familias de dominios de proteinas, se generaron automaticamente
desde la base de datos UniProt (Universal Resource Protein), el analisis permitié
encontrar siete dominios (con mayor score dentro de los dominios analizados)
para preprosilpepsina 2, cinco de los cuales son comunes con los presentes en

preprosilpepsina 1. La organizacion de estos dominios en las dos PAs de S.
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marianum se muestran en la Fig. 8. La posicion y validez estadistica de los datos

se detallan en la Tabla 4.
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— 32323?. 522343I s7o079 | 933505 : B
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Figura 8.Resultados graficos de los dominios funcionales mediante el servidor
ProDom.A.preprosilpepsinal. B.preprosilpepsina2

Dominio ProDom

PD933308
Posicion 168-226 185-226
Score 215 204
E-value 2xe-18 S5xe-17
PDAID2U8
Posicion 270-315 270-315
Score 182 183
E-value 5xe-14 4xe-14
PD516165
Posicion 316-351 316-351
Score 193 169

E-value 2xe-15 3xe-12
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PD001732
Posicion 352-415 352-418
Score 312 304
E-value Txe-32 Txe-31
PDAY9Z9E1
Posicion 420-468 423-470
Score 250 231
E-value 3xe-23 1xe-20
PD522343
Posicion 75-113
Score 176
E-value 3xe-13
PDA1DZ277
Posicion 472-508
Score 217
E-value Oxe-19

Tabla 4. Dominios funcionales de las PAs de S. marianum por ProDom

Los dominios encontrados estan involucrados en dos actividades mayoritarias
(mayor probabilidad del término GO, Gene Ontology): PD933308, PDA1D2US,
PD001732, PD522343, PDA1D277 y PDAIZIET presentan actividad peptidasa,

en particular endopeptidasa de tipo aspartico, mientras que los dominios

PD001732 y PD516165 participan en procesos metabolico lipidicos, ademas el

ultimo participa en el metabolismo de esfingolipidos funcionando como

activador enzimatico.

Por su parte, la base de datos Pfam (Protein Families Database) es una gran

coleccion de familias de dominio de proteina. Cada familia esta representada por
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multiples alineamientos de secuencias basados en el modelo oculto de Markov o
HMM (por sus siglas del inglés, Hidden Markov Model). El Pfam (Finn et al,,
2014) de los dominios comunes de las peptidasas en estudio fue consistente con
los resultados de ProDom, las dos proteinas pertenecen a la familia de
aspartilproteasas eucaridticas (PF00026) miembros del clan AA(CL0129), a
excepcion nuevamente de los dominio PD516165 y PD001732 que pertenecen a
la familia saposina B region 2 y saposina B region 1, respectivamente. En la
Tabla 5 se indican la posiciéon estimada para estos dominios dentro de las

secuencias. El resultado global obtenido se esquematiza en la Fig. 9.

Asp 84 505 456 455,60 2, 1xe-133 2,8xe-133

Preprosilpepsina 1 SapB-2 318 351 52,30 51,0 1,2xe-10 2,8%-10
SapB-1 378 415 52,60 52,60 9,2xe-11 9,2xe-11

Asp 84 508 432,20 431,80 3,6xe-08 4,6xe-126

Preprosilpepsina2 SapB-2 318 351 46,60 45,40 7.6xe-% 1,8xe-08
SapB-1 381 418 44,30 44,30 3 7x-e08 3,7xe-08

Tabla 5. La tabla muestra los limites de los dominios para cada uno de los dominios encontrados
en preprosilpepsina 1 y preprosilepsina 2. Los E-values corresponden a la busqueda de Pfam-A en la
base de datos UniProtKB 2015_08 mediante busqueda HMM.

Figura 9. La imagen muestra la disposicién de los dominios Pfam encontrados en preprosilpepsina 1
y preprosilepsina 2. Los colores en el dibujo corresponden a los colores de los dominios en la tabla.

5.3.3. Busqueda de las peptidasas homologas con mayor
grado de similitud con las preprosilpepsinas

Para poder comparar los precursores de las preprosilpepsinas con las PAs de

plantas homologas con mayor similitud de secuencia se realiz6 la busqueda en el
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servidor BLAST. La secuencia aminoacidica de preprosilpepsina 1 mostré un

elevado grado de similitud con los precursores de cenprosina (CAA70340)
proveniente de Centanrea caleitrapa (identidad: 95%, positivos: 97%, E-value: 0),
arctiumsina (AJA72485) de Arctium minus (identidad: 95%, positivos: 98%, E-
value: 0), cirsina (AFB73927) de Cirsium vulgare (identidad: 95%, positivos: 97%,
E-value: 0), cyprosina B (CAA57510) de C. cardunculus (identidad: 94%, positivos:
97%, E-value: 0), Ha-AP de Helianthus annuus (BAAT6870, identidad: 82%,
positivos: 91%, E-value: 0), silpepsina 2 (AGE15495) de . marianum (identidad:
79%, positivos: 86%, E-value: 0), perteneciendo todas estas peptidasas a la
familia Al del clan AA de la base de datos de peptidasas MEROPS.

Por otro lado, preprosilpepsina 2 mostré un elevado grado de similitud con los
mismos precursores de la familia A1 pero con un porcentaje menor de identidad
y distinto orden. Los resultados en orden decreciente de identidad fueron:
arctiumsina (AJA72485) de A. minus (identidad: 81%, positivos: 87%, E-value:
0), cardosina B (Q9XEX4) de C. cardunculus (identidad: 78%, positivos: 87%, E-
value: 0), cenprosina (CAA70340) de C. calitrapa (identidad: 80%, positivos:
87%, E-value: 0), cyprosina B (CAA57510) de C. cardunculus (identidad: 79%,
positivos: 87%, E-value: 0), cardosina A (QIXFX3) de C. cardunculus (identidad:
76%, positivos: 84%, E-value: 0), cirsina (AFB73927) de C. wvulgare (identidad:
79%, positivos: 86%, E-value: 0), silpepsina 1(AGE15494) de S. marianum
(identidad: 79%, positivos: 86%, E-value: 0), Ha-AP (BAA76870) de H. annuus
(identidad: 72%, positivos: 84%, E-value: 0).

En base a estas busquedas de similitud secuencial se alinearon preprosilpepsina
1, preprosilpepsina 2 y las proteinas con mayor grado de similitud con ambas a
través del programa Clustal Omega. Hste alineamiento fue importado al
programa GeneDoc y el resultado se muestra en la Fig. 10. Existe una clara

conservacion de secuencia, sin embargo puede apreciarse una mayor divergencia



5. RESULTADOS

en la secuencia de los propéptidos de los precursores de cardosina A, cardosina

B, silpepsina 1 y HA-AP.

5.3.3.1. Comparacion de los precursores de peptidasas clonadas
con sus homodlogos mas cercanas

Cuando se compararon el precursor de silpepsina 1 con el de cenprosina, su
homodlogo mas cercano, se pudo observar que las sustituciones se encuentran
distribuidas a lo largo de toda la secuencia y que todas ellas son conservativas y
semiconservativas (Fig. 2 del Anexo 1). La diferencia mas significativa entre
ambas enzimas es la presencia de un gap entre los aminoacidos 377-380.
Mientras que si se alinean las secuencias aminoacidicas del precursor de
silpepsina 2 con su homoélogo mas cercano, el precursor de arctiumsina, este
alineamiento permite observar que existe un gran ndmero de sustituciones,
siendo las mismas de caracter conservativo y semiconservativo (Fig. 3 del Anexo
1). Si bien silpepsina 2 y artiumsina estan estrechamente relacionadas estas
peptidasas presentan mayor divergencia en sus secuencias que silpepsinal y

cenprosina.

5.3.4. Organizacion de la estructura primaria

Del analisis de los resultados obtenidos mediante las herramientas
bioinformaticas empleadas surge que los precursores enzimaticos deS. warianum
comparten la estructura primaria caracteristica de las peptidasas asparticas tipicas
de plantas. Contienen un péptido sefial hidrofébico de 24 aminoacidos, un
prosegmento de 44 residuos en el extremo N-terminal y la secuencia
polipeptidica de 337 aminoacidos que incluye las dos cadenas de la peptidasa
madura, interrumpida por 101 residuos correspondientes al dominio PSI de
preprosilpepsinal y 104 residuos en el caso de preprosilpepsina2. La presencia

de este inserto que separa los dominios N-y C-terminales es una caracteristica
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distintivas de todas las PAs tipicas de plantas y en la mayoria de los casos no esta

presente en la enzima madura (Vairo Cavalli, Lufrano, Colombo, & Priolo,
2013).Los PSIs han sido llamados swaposins ya que comprenden la porcion
carboxi-terminal del dominio de una saposina seguido de una secuencia de unién
y la porcion amino-terminal de dominio de la subsiguiente saposina
considerando la disposicion en la prosaposina de mamifero (M. H. M. M. S. A.
K. S. P. S. and B. P. Brodelius, 2005).

En ambas enzimas se encuentran presentes dos triadas cataliticas altamente
conservadas Asp-Thr-Gly (DTG 103-105) y Asp-Ser-Gly (DSG 290-292) y un
residuo tirosina en la posicion 147 (los cuales se corresponden a los motivos
DTG 32-34, DTG 215-217 y el residuo Y 75, respectivamente, usando la
numeracion de pepsina como referencia).

Asimismo, como se indicé en la Tabla 1 se predijeron para los dos zimoégenos,
tres sitios de N-glicosilacion conservados en varias PAs tipicas de
plantas(Domingos et al., 2000; Vieira et al., 2001). Para prosilpepsina 1 en los
residuos N139 (motivo NGT), N397 (motivo NQT) y N433 (motivo NIS),
mientras que en prosilpepsina 2 dos sitios putativos en los residuos N97 (motivo
NFT), N139 (motivo NGT) y un tercer sitio presente en el dominio PSI N252
(motivo NHT).



cardosinaA
cardosinaB
silpepsina?2
Ha-AP
silpepsinal
cyprosinaB
cenprocina
arctiumsina
cirsina

cardosinaA
cardosinaB
silpepsina?2
Ha-AP
silpepsinal
cyprosinaB
cenprocina
arctiumsina
cirsina

cardosinaA
cardosinaB
silpepsina?2
Ha-AP
silpepsinal
cyprosinaB
cenprocina
arctiumsina
cirsina

IENS
TS

S
SIAN]
SH Tl
S\YS
SNYS
SIS
S\S

IBVE

*

is GLIRIGLKKR

GLLRVGLKKR
GLIRVGLKKR
GLLRVGLKKR
GLVRVGLKKR
GLLRVGLKKR
GLLRVGLKKR
GLIRVGLKKR
INGLIRVGLKKR

40
IBR 1B
BRI
IBRSIN

DO
5O I
5O I
DGR
5O I

*

IFRGRRAL

60

* 80

* 100

VAR K DFG Fisteiliv R D S[ESEY VA LIWNNADIN Y FGE I G I Gi{PIEORF@VIFDTGS

INRAEEVHULENZINSAESIIR R R SIBNIG < GIRYAIRTINDRIBT ANS4EINNEANE T)5 P 6N |3 A VARBDUNES!
IRHGLCVHTKRNGINMBAEIAR G ' |8 - IBNID GIIELTNERDTTYFGEIGIGTPLQNF IFDTGS
TNOFINRMYSE-ELS

IBSG: ©AS

IWSGEEVSUEAK

IIRNIZ€AS
IIRG: ©AS
IBSG:ICAS

ISORRNEFGEMBELRN SiHe T

IFKIY.

WARKDEGEFESILRDS|BSIN T TIATINNN

RKDEGE[CE@ALRD SESI T TILINN)E
IWARKDEGEEEGSLRDS DIIaLKNY
IWARKDEGEEGRT.RDSIDSINT T4

INKINY

IWARKDEGFEGRTLRDS|BSIN T TIALINNNS

DIN®/Y FG
DINGY Y G
DIN®Y Y G
DIN®Y Y G
DINGY Y G
DIN®Y Y G

EIGIGHPIFOREMVVEDTGSEY
EIGIGIHPIRQO IFDTGS
EIGIGHEPIEQ IFDTGS
EIGIGHPROQO IFDTGS
EIGIGRPIHQ IFDTGS
EIGIGRPIHO IFDTGS

*

LWVPSSKI
LWVPSHKI
LWVPSSKI
LWVPSEKI
LWVPSEK
LWVPSEK
LWVPSEK
LWVPSEK
LWVPSKEKI

120

T N§K/“ (@R Als|

CIBENS
CHS|S
CEIES
13S
1S
13S
1S

S

C

C

ME

I3SSTYKIXNGTNE

140

IHIZR YISO S STYKENGT
SICIYH

FI8I0

ClgH

Elal
Flsl

M
M
M
IAHSH Y|
M
M
IS Y|

Al

IBSSTYK
NSSTYKI
i3ISSTYK|
i3S STYK|
i3ISSTYK|
i3S STYK|
i5ISSTYK|

NGT
ING T
NGT
NGT
NGT
NGT
NGT

*

160

INYGTGSIMGEISEDS

S IQYGTGCRINMGEMSEDS
EATOYGTGS IRGENMSEDS
YGTGIRIBGMASIRDS

YGTG
YGTG
YGTG
YGTG
YGTG

I

S@DS
S@DS
S@DS
S@DS
S@DS

*

IIGDLVVEEODE IEETINERNDN

180 *
E'LIsBNREDGI LGLEFON T StttV PVWYNMLNQGLVINEINSE' S FWIRN R

BVGDLVVMsIODE ITENTIHEBIBMRY ' TSI DG I LGL

MVGDLVYV]
IMLGDLVYV]
INLGDLVV]
IMLGDLVYV]
INLGDLVV]
IMLGDLVYV]
INLGDLVV]

ODFIE
ODFIE
ODFIE
ODFIE
ODFIE
ODFIE

T

ERSINNE LIS F DG I LGL

TREIZEIREE T ERENFDGILGL

PG I TiRRA - Klyslepprers
IAPGI TENRA - Kiysleanness
EIHEVANE TEEINE DG I LGL
EJSCVANE T RN DGILGL
PG I TieA - Kipsleppmers

200

FOHT S
FOBIS
YOBIS
FQ

FQ

FQ

FQ

WYPEEEGGELVEGGLDPNHEFRGIRHT YV P
WBEEEGGELVFGGVDPNHFRGINHTYVP
WNEEEGGELVEGGVDPNHERGNHTYVP
€ EEGGELVEGGVDPNHEKGIHTYVP
EEEGGELVFGGVDPNHFEFKG
EEEGGELVEFGGVDPNHEKGIMHTYVP
EEEGGELVFGGVDPNHEKGIHTYVP

e ]

240

*

HTYVP

EEEGGELVEFGGVDPNHEKGIHTYVP
EEEGGELVFGGVDPNHEKGISHTYVP

Bl 220

' PVITYNMVNQGL VIR
IR PV Y NMVDOGLVGE
' PVITYNMVNQGLV@E
BV PVITYNMVNQGLVISIE
ElVPLIWYNMVNQGLV@E
BlVPVITYNMVNQGLV®E
BV PVITYNMVNQGLVIEE
BV PVITYNMVNQGLV®E

0 O UOOnnwn

E'SEWIENR
EFSEWIENR
ESEFWINR
EFSEWENR
ESEFWINR
EFSEWENR
ESEFWINR
EF'SEWINR

115
115
115
115
115
115
115
115
115

226
230
230
230
230
230
230
230
230

341
345
345
345
345
345
345
345
345

SOAVv.LINsdy ‘9



cardosinaA

cardosinaB

silpepsina?2

Ha-AP ©
silpepsinal Q
cyprosinaB E
cenprocina Q
arctiumsina E
cirsina E
cardosinaA 504
cardosinaB MS 506
silpepsina?2 P 509
Ha-AP A 509
silpepsinal A 506
cyprosinaB A 509
cenprocina A 509
arctiumsina P : 509
cirsina A NYHTVFDYGESJRVGFAEA : 509

Figural0. Alineamiento multiple entre los precursores de silpepsina 1 (AGE15494), silpepsina 2 (AGE15495), cardosina A (Q9XFX3.1), cardosina B
(CAL07969), cenprosina (CAA70340), cirsina (AFB73927.2) arctiumsina (AJA72485.1), ciprosina B (CAA57510) y Ha-AP (BAA76870). Las secuencias fueron
alineadas a través del programa Clustal omega e importadas al programa GeneDoc. Se utilizaron cuatro niveles de conservaciéon: 100% de conservacién con
fondo negro; 80% de conservacién con fondo gris y letra blanca; 60% de conservacion fondo gris con letra negra y menor al 60% de conservacion con fondo

blanco. En recuadro de color naranja se muestra el péptido sefial, en rojo el prosegmento, en verde el dominio PSI que separa las dos cadenas de la forma
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Los esquemas de la Fig. 11 resumen las caracteristicas de los dos precursores de

PAs clonados.

Preprosilpepsinal

¢ ¢

Pre Pro Dominio N-terminal PSI
DTG DSG

Preprosilpepsina2

¢ ¢

Pre Pro Dominio N-terminal PSI
DTG DSG

Figura 11. Representacionesquematicadela organizacion de los dominios de los precursores de
silpepsina 1 y silpepsina2. Ambas estructuras incluyen un péptido sefial (Pre), un prosegmento(Pro) y un
dominio PSI que separa las dos cadenas de la forma madura (dominios N-y C-terminal). Se representan las
diferencias en las posiciones de los sitios de N-glicosilacion entre las dos PAs.

5.3.4.1. Comparacion de los precursores de las peptidasas
clonadas entre si

Al ser comparadas entre si preprosilpepsina 1 y preprosilpepsina 2 se observan
algunas diferencias (Fig. 4 del Anexo 1). Estas son tres aminoacidos extra con
que cuenta el PSI del segundo precursor y los sitios de N-glicosilacion
distribuidos en el dominio N-terminal, a diferencia de preprosilpepsina 1 que
presenta los tres sitios distribuidos en distintos dominios de la molécula (el

dominio N-terminal, el PSI y el dominio C-terminal). Las sustituciones son en su
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mayotria conservativas y los tres aminoacidos extra que tiene preprosilpepsina 2

estan consecutivos en el PSI.

5.3.5. Prediccidon de la estructura secundaria

Por medio del programa ProFunc se predijeron los patrones de plegamiento de
la estructura secundaria de los zimégenos. Los arreglos regulares de la estructura
secundaria (Fig. 12 A y B) son hojas 8, harpins 3, y loops, protuberancias 83,
hebras B, a-hélices, interacciones o-hélice-a-hélice, giros B, giros y y puentes
disulfuros (Fig. 14 y 15 C). Tal como fuera inferido por otros métodos
bioinformaticas los resultados de esta predicciéon mostraron que las proenzimas
presentan seis puentes disulfuros, tres de los cuales se encuentran en el PSI. Se
puede observar en las Fig. 14 y 15 .que de los 476 residuos de prosilpepsina 1y

de los 479 para prosilpepsina 2, en su mayoria forman hebras 3 y a-hélices.
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Figura 12. Estructura secundaria: A prosilpepsina 1. B prosilpepsina 2. Las hélices se enumeran como
H1, H2, etc. y las hojas como A, B, etc.

5.3.6. Prediccion de estructura terciaria, evaluacion y
validacién del modelo

Cuando una secuencia de estructura desconocida tiene un homologo claro de
estructura conocida se puede construir un modelo basandose en esta estructura.
El modelado comparativo de proteinas utiliza estructuras resueltas previamente
como punto de partida o plantillas basado en la suposicion de que dos proteinas
homologas comparten estructuras muy similares. Puesto que un plegamiento
proteico esta evolutivamente mas conservado que su secuencia de aminoacidos,
una secuencia objetivo puede ser modelada con una precision razonable sobre
una plantilla relacionada muy distante, siempre que la relaciéon entre objetivo y

plantilla sea perceptible en el alineamiento de sus secuencias.
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Con el objetivo de predecir la estructura tridimensional de prosilpepsina 1 y
prosilpepsina 2, se construyeron modelos estructurales mediante modelado por

homologfa.
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Figura 13. Comparacién de la secuencias profitepsina, prosilpepsina 1 y prosilpepsina 2 utilizadas en la construcciéon de los modelos
tridimensionales. En la secuencia de profitepsina (PDB: 1QDM) se indican con guiones las posiciones de los residuos que debido asu muy baja
densidad electronica no fueron resueltos en la cristalografia y por lo tanto tampoco se consideraron en los modelos estructurales.las secuencias

fueron alineadas a través del programa Clustal omega e importadas al programa GeneDoc. Se utilizaron cuatro niveles de conservacion: 100% de

conservacion con fondo negro; 80% de conservacion con fondo gris y letra blanca; 60% de conservaciéon fondo gris con letra negra y menor al 60%
de conservacién con fondo blanco.Se indican en color naranja la Ile74, en verde la Lys78, en amarillo la Try80 y en celeste la Ser 106 y Thr 293
(numeracién de la preprosilpepsinas)que se corresponden con Lysl11, Tyrl3, Ile7, Ser39 y Thr 226 numeracién de la profitepsina. En rojo se
muestran las cisteinas involucradas en los puentes disulfuros y en amarillo la secuencia GILGL ({ loop). El propéptido y el N-terminal de la proteina
madura se conectan en la hendidura del sitio activo por interaccién idnica entre la Lys78 y los asparticos cataliticos 103 y 290. El grupo hidroxilo de
la Tyr80 forma un enlace de hidrégeno con el Asp103. La Ile74 se coloca en el bolsillo de unién al sustrato S1°. Los grupos hidroxilo de los residuos

SOav.LINsdy ‘g




5. RESULTADOS

La estructura de profitepsina (PDB: 1QDM) se tomé como referencia, por

tratarse de la proteina homologa cristalizada mas proxima a ambas proenzimas
segun la busqueda de similitud de secuencias realizada. El modelo estructural de
profitepsina tomado como plantilla incluye los residuos 6p a 26p del propéptido
(de los 41 de su secuencia), 2 al 164, 168 al 37s y 645s—338 (residuos que forman
parte del PSI: 1s—104s). El resto de los aminoacidos del propéptido, el primer
residuo de la proteina madura y 27 residuos del PSI (38s-64s, segun la
numeracion de profitepsina) no fueron incluidos (Fig. 13) debido a que la
densidad electrénica era muy baja y no pudieron tenerse en cuenta en la
cristalografia (Kervinen et al., 1999). Dado que estos aminoacidos no se tuvieron
en cuenta al resolver la estructura de profitepsina, en el modelado de
prosilpepsina 1 y prosilpepsina 2 tampoco pudieron incluirse

Utilizando el programa Modeller se construyeron 100 modelos para ambas
proenzimas. Para cada modelo construido se evalué el valor de la funcién
objetivo (objective function) a fin de elegir el mejor de ellos; siendo este el que
minimiza el valor de dicho parametro y se corresponde con el modelo que viola
el menor numero de restricciones espaciales.

Las Fig. 14 y 15 muestran los modelos moleculares elegidos para prosilpepsina 1

y prosilpepsina 2, respectivamente.
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Figura 14. Modelo estructural de prosilpepsina 1. La secuencia de prosilpepsinal se modelé por técnicas de
homologfacon el programa MODELLER usando la estructura cristalografica conocida de profitepsina. A. Modelo
de prosilpepsina 1: en azul se observa la subunidad mayor, en celeste la subunidad menor, en verde el PSI y en fucsia
la secuencia propéptido. En naranja se observan los puentes disulfuro. B. Sitio activo. Los residuos de las triadas
cataliticas se muestran en la representacion de batras y esferas; Asp103 y Asp290 en color naranja, Thr104 en verde,
Gly105 y Gly292 en rosa y Ser291 en amarillo (numeracion de preprosilpepsina 1). C. Modelo mostrando el
ordenamiento de hojas beta y alfa hélices. En amarillo se muestran las hojas beta y en rojo las alfa hélices, mientras

que en verde se muestran los /ops v el sitio activo
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Figura 15. Modelo estructural de prosilpepsina 2. La secuencia de prosilpepsina 2 se modelé por técnicas de
homologfacon el programa MODELLER usando la estructura cristalografica conocida de profitepsina. A.
Modelo de prosilpepsina 2: en azul se observa la subunidad mayor, en celeste la subunidad menor, en verde el PSI
y en fucsia la secuencia propéptido. En naranja se muestran los enlaces disulfuro. B. Sitio activo. Los residuos de
las triadas cataliticas se representan con barras y esferas; Asp103 y Asp290 en color naranja, Thr104 en verde,
Gly105 y Gly292 en rosa y Ser291 en amarillo (numeraciéon de preprosilpepsina 2). C. Modelo mostrando el
ordenamiento de hojas beta y alfa hélices, en amarillo se muestran las hojas beta y en rojo las alfa hélices, mientras

que en verde se muestran los Jgps y el sitio activo
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El plegamiento de los zimoégeno se divide en tres elementos principales: el

propéptido, los dos dominios que conjuntamente forman la peptidasa madura y
el PSI que aparece como un dominio independiente de la enzima. Las silpepsinas
estan formadas por dos cadenas polipeptidicas y su plegamiento es tipico de
otras PAs. Dicho plegamiento consiste en dos dominios topolégicamente
similares tipo barril B (Figs. 14 C y 15 C) con los residuos de acido aspartico
cataliticos localizados en una hendidura entre los dominios. Seis puentes
disulfuro contribuyen al plegamiento y estabilizan la estructura, tres de ellos se
encuentran en el PSI (Cys 116-122, 281-285, 319-411, 345-380, 351-383, 425-462
para preprosilpepsina 1 y Cys 116-122,281-285,320-414, 345-386, 351-383, 428-
465 para preprosilpepsina 2; en color rojo en las Fig. 13 o naranja en las Fig. 14
Ay 15 A).Los puentes disulfuros que se infirieron tras la comparaciéon con otras
secuencias de PAs coinciden con los que predicen los modelos.

En los modelos aqui presentados el propéptido, junto con la cadena N-terminal,
envuelven la hendidura interdominio donde se ubica el sitio activo. El
propéptido al cubrir parcialmente esta hendidura conduciria a la inactivacion del
sitio activo en la proenzima (Fig. 14 A y 15 A, se muestra el propéptido de color
fucsia y los dominios de la enzima madura en azul y celeste). En las PAs hay una
zona flexible conocida como flap que se proyecta a lo largo de la hendidura del
sitio activo encerrando a sustratos e inhibidores. En las prosilpepsinas, al igual
que en profitepsina, el propéptido, los 13 residuos del extremo N-terminal de la
enzima madura y la horquilla-g que contiene los residuos 75-88 de la enzima
madura, que compone el flap, cubren completamente el sitio activo, quedando
de este modo bloqueado (Figs. 13 y 14 A). Ademas el flap contiene residuos
esenciales para la especificidad hidrolitica que pueden interactuar con sustratos
como parte del subsitio S1. Durante el ciclo catalitico el flap debe abrirse para
permitir la entrada de los sustratos en la hendidura asi como para liberar los

productos de hidrolisis (Vairo Cavalli et al., 2013).
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En profitepsina la estructura del zimogeno se estabiliza ademas de con los

puentes disulfuro, por uniones idnicas y varios puentes de hidrégeno entre el
propéptido de carga positiva y las regiones de la enzima madura cargadas
negativamente, incluyendo las interacciones entre Lys78 (numeraciéon de
preprosilpepsina) y los asparticos del sitio activo (Kervinen et al., 1999). Tanto
en la estructura de pepsina A (PDB 4PEP) como en la de otras PAs de la familia
Al, Andreeva & Rumsh (2001) demostraron que las interacciones a través de
puentes de hidrégeno entre los aminoacidos adyacentes al sitio activo estan
conservadas. Estos puentes de hidrégeno se establecen entre los grupos
hidroxilo de los residuos Ser 106 y Thr 293 (numeracién de preprosilpesinas)
con los carboxilos de los Asp 103 y Asp 290, respectivamente (Fig. 13).

En prosilpepsina 1, como sucede con profitepsina, el propéptido y el N-terminal
de la proteina madura se conectan en la hendidura del sitio activo por interaccion
i6nica entre la Lys78 y los asparticos cataliticos 103 y 290. Ademas, el grupo
hidroxilo de la Tyr80 forma un enlace de hidrégeno con el Asp103, mientras que
su anillo aromatico se localiza en el bolsillo hidrofébico S1 de la enzima, la
cadena principal de 77-81 forma los puentes de hidrégeno del flap, y la Ile74 se
coloca en el bolsillo de unién al sustrato S1° (de acuerdo a la numeracién de
fitepsina: Lys11, Tyrl3, Ile 7 y Asp36 y 223). La posicion de la Tyr80
(numeraciéon de preprosilpepsinas) que se ubica en la region flap y la ubicacion
de la secuencia GILGL presente en el ¢ loop (Figs. 12 y 13) que forma la base
del sitio activo es caracteristico de las PAs tipicas de plantas (Faro & Gal, 2005).
En resumen las posiciones y conformacion de los primeros 54 residuos de la
molécula tomada como modelo, profitepsina, en relaciéon al resto de la proteina,
estan ancladas por dos interacciones i6nicas, puentes de hidrogeno y contactos

hidrofébicos, incluyendo interacciones en el bolsillo de unién al sustrato S1 y

ST
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Por otro lado, en prosilpepsina 2, como se puede observar en la Fig. 13, entre los
13 residuos del extremo N-terminal de la enzima madura no estan presentes ni la
Lys78, ni la Tyr80, en su lugar se encuentran Thr78 y Glu80, una sustitucion de
positivo a neutro polar y de aromatico a negativo, respectivamente. Sin embargo,
si comparamos dicha secuencia con la de cardosina A(codigo PDB 1B5F, Frazao
et al., 1999) podremos observar que en estas posiciones encontramos Val74,
Thr78 y Asp80. Estos residuos de cardosina A, Val y Asp, constituyen
sustituciones del mismo tipo que las observadas en prosilpepsina 2 (Fig. 16). De
este analisis puede inferirse que silpepsina 2 podria acomodar en el bolsillo S1
sustratos con el mismo tipo de residuos en P1 que los que permite la hendidura

del sitio activo de cardosina A.

I ! 20 ! 4 ! 60 |
cardosinaA: TRIGLKKRKVDREMDOQ LINGINVABUNENIARKDFGFRGTVRDS[€ BRDTSYFGEIGIGTPIZOIMETVIE]
prosilpepsina?2: TRVGLKKRKVDREIDQ LiEIGIHEA-UNEAN[ER K DFGFRGTLRDS|BT€ BRDTTYFGEIGIGTPMONFTVIF]

80 100

| * * |
cardosinaA: IBNNERI/INUVAZSISING T NSIK ISSDSSTYKENGTRIRGATIY]
prosilpepsinaZ2: DTGSSIRLWVPS SKCHS SN CIll IWMSSDSSTYKENGTEGAT®Y]

Figura 16. Comparacion de la secuencias utilizadas en el modelado prosilpepsina 2 y cardosina
A: En naranja se indica la Ile74 y Val 74, en amarillo la Thr78 y en rojo la Glu80 y Asp 80 (numeracion
de la preprosilpepsinas) que se corresponde con la Lys11, Tyr13 y Ile7 numeraciéon de la profitepsina.

El PSI comprende cinco a-helices plegadas en un dominio globular que estan
conectadas entre si por puentes disulfuro. Este plegamiento es similar a la
estructura descrita para NK-lisina y proteinas tipo saposinas (Figs. 14 Ay 15 A
en color verde, (Egas et al., 2000). Si se compara la secuencia consenso de 13
PSIs de planta deducidos de las correspondientes secuencias primarias de las
PAs con el de las prosilpepsinas, NK-lisina y las saposinas de mamifero se puede
observar una notable similitud de estructura (Fig. 17), incluyendo la longitud, la
posicion de las cinco hélices, los tres puentes disulfuro y el pliegue entre las

hélices 3 y 4.
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Figura 17.Alineamiento de varias proteinas que contienen el plegamiento tipico de
saposina. (pagina anterior) Los sitios de glicosilacién conservados estin subrayados y
marcados en color gris claro. Los aminoacidos hidréfobicos conservados estan en recuadros
sombreados. Los tresiduos prolina (P) y aromaticos (Y/F) se muestran en letra blanca y

sombreados en gris oscuro, respectivamente. La region de saposina C responsable de la unién a

Entre los aminoacidos 47-61 de saposina C se ha localizado la secuencia
responsable de la unién y activacion de glucosilceramidasa. La secuencia consenso
basada en cinco secuencias de saposina C ha sido definida como
CQEVbXTaGXSbbXbhh; donde b= aminoacidos de cadena ramificada; h=
aminoacido hidréfobico; a= aminoacido aromatico; X=cualquier aminoacido).
Brodelius y colaboradores (2005) han sugerido que aunque la secuencia equivalente
en el PSI de ciprosina, CKTLVSQYGKTMIEMLL, se corresponde con la
secuencia consenso de saposina C so6lo en una parte relativamente limitada, para la
activacion de la enzima glucosilceramidasa la estructura secundaria y/o terciaria de
la regién del PSI puede ser de mayor importancia que la estructura primaria. La
misma secuencia esta presente en los PSIs de ambas prosilpepsinas, se muestra en

rojo y cursiva en la Fig. 17.

5.3.7. Evaluacion del modelo tridimensional obtenido

La calidad y la precision estereoquimica del modelo se evalu6 con PROCHECK
por analisis grafico de Ramachandran (Laskowski et al. 1993) y con el servidor
ProSA. Como se muestra en la Fig. 18 en prosilpepsina 1 el 89,9 % de los residuos
se encuentran en regiones favorecidas, 8,6 % en regiones permitidas, y un 0,7 % de
los residuos se encuentran en regiones generosamente permitidas al igual que en
regiones no permitidas. Para prosilpepsina 2 el diagrama de Ramachandran muestra
un 85,9 % de los residuos en regiones favorecidas, un 10,9 % en regiones

permitidas, un 2,2 % de los residuos se encuentran en regiones generosamente
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permitidas, mientras que un 1,0 % se encuentra en regiones no permitidas. Al
comparar los diagramas obtenidos con el de profitepsina (Fig. 19), que se utiliz6
como referencia para el modelado, podremos observar que presenta un pequefo
numero de aminoacidos que se encuentran en regiones no permitidas como ocurre

con los zimoégenos de las peptidasas en estudio.

Psi {degrees)
Psi (degrees)

- ’7_:\_;:
135 -3 J—""T—”; B |

-180 -135 —9‘0 -45 45 20 135 180
Phu (degrees) Phi (degrees)

A B
Figura 18. Evaluacion estructural del modelo: diagrama de Ramachandran. Diagramas obtenidos a
través del programa PROCHEK. A. prosilpepsinal B. prosilpepsina 2. En puntos negros se muestran los
residuos marcadores en las regiones favorecidas, mientras que en puntos rojos se muestran los marcadores
en las regiones desfavorecidas. Las zonas correspondientes a las regiones mas favorecidas se indican en

rojo, permitidas en amarillo, generosamente permitidas en beige y no permitidas en color blanco.
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Figura 19. Evaluacion estructural del modelo: diagrama de Ramachandran de las cadenas A, By C
de profitepsina. (Pagina anterior) En puntos negros se muestran los matrcadores en regiones favorecidas,

mientras que en puntos rojos se muestran los marcadores en regiones desfavorecidas (Kervinen et al.,

Los errores en la prediccion de estructura terciaria fueron analizados en el servidor

ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php). Se calculd y utilizé el

parametro Z-score para el reconocimiento de los errores en la estructura
tridimensional que indica la calidad del modelo y el total de desviacion de energfa de
la estructura con respecto a la distribucion de la energia derivada de conformaciones
aleatorias (Wiederstein & Sippl, 2007). Un Z-score positivo muestra que la estructura
no es estable, mientras que un valor de cero o negativo indica una estructura ideal.
Los graficos muestran el Z-score de todas las cadenas de proteinas cristalizadas y
depositadas en la base de datos PDB (Protein Data Bank) determinadas por
cristalografia de rayos X (azul claro) o espectroscopia RMN (azul oscuro) con
respecto a su longitud.El analisis energético global del servidor ProSa-Web dio
como resultado un Z-score de -9.84 para prosilpepsina 1 y un Z-score de -6.96 para

prosilpepsina 2, que se destacan como un punto grande en la Fig. 20 A y C,
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respectivamente, lo que pone en manifiesto la buena calidad del modelo cuando se
compara con la estructura cristalina de profitepsina, con Z-score de -8.52 (Fig. 20 E).

El analisis energético local realizado con el mismo servidor (Fig. 20 B y D) mostré
que el modelo no presenta en general partes problematicas. Este grafico muestra la
calidad del modelo local por el trazado de las energias en funcién de la posicion de
la secuencia de aminoacidos Los valores de energia positivos corresponden a partes
erroneas o problematicas de la estructura de entrada. Un grafico de energias
individuales de residuos por lo general contiene grandes fluctuaciones y tiene un
valor limitado para la evaluaciéon del modelo. Por lo tanto el diagrama se afina
mediante el calculo de la energia media de los residuos, tomando una ventana de 40
aminoacidos (curva verde oscura) o de 10 aminoacidos (curva verde claro). Como
se observa, prosilpepsina 1 y prosilpepsina 2 en su mayoria poseen valores por
debajo de cero en el eje x. Estos resultados sugieren que los modelos obtenidos
para prosilpepsina 1 y prosilpepsina 2 son de buena calidad en términos energéticos.
El calculo del potencial DOPE realizado con el programa Modeller, corroboré los

resultados obtenidos.
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Figura 20. Evaluaciéon energética del modelo de prosilpepsina 1, prosilpepsina 2 y profitepsina.
Realizada con el servidor ProSA-web.Evaluacién global del modelo. A y B en la pagina anterior. A: Z-score -9.84
para prosilpepsina 1.C: Z-score -6.96 para prosilpepsina 2.E: Z-score- 8,52 para profitepsina. B, D y F: Evaluacion
local del modelo. Muestra la energfa en funcién de la posicién de cada residuo. El calculo de la energfa se realizé
con una ventana de 10 aminodcidos (curva verde claro) y con una ventana de 40 aminodcidos (curva verde

oscuro). .., .
5.3.8. Prediccion funcional

Con el fin de buscar motivos funcionales en las preprosilpepsinas se analizaron las
secuencias de las mismas con el servidor ELM (The Eukaryotic Linear Motif resource for
Functional Sites in Proteins,Holger et al., 2014). ELM es una base de datos de motivos
lineales cortos (SLiMs). Estos motivos son sitios compactos de interacciéon con
otras proteinas compuestos de tramos cortos de aminoacidos adyacentes (Davey et
al., 2012, Van Roey et al., 2014). Mediante este analisis se encontré un motivo
funcional putativo LIR en preprosilpepsina 1 (accession: ELMEO000368): ligando de
la familia de proteinas Atg8 (LIG_LIR_Gen_1). Para mantener la homeostasis

celular, asi como en el control de las condiciones de estrés intra y extracelular, la
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célula utiliza motivos de interaccion de la familia Atg8 (Rogov, Détsch, Johansen, &
Kirkin, 2014). Las proteinas de la familia Atg8 son proteinas relacionadas con la
macroautofagia (AuTophaGy, ATG) que se expresan en diversos tejidos (Shpilka,
Weidberg, Pietrokovski, & Elazar, 2011). Los motivos LIR se unen a los miembros
de esta familia de proteinas para mediar procesos que intervienen en la
macroautofagia. Las proteinas que contienen LIR incluyen receptores de carga,
miembros del aparato de la autofagia basal, proteinas asociadas a vesiculas y del
transporte vesicular, proteinas activadoras de GTPasa Rab y proteinas de
seflalizacion especificas que se degradan por autofagia selectiva. Este tipo de
motivos no han sido previamente reportados en la bibliografia en PAs de

plantas(Birgidottir, Lamark, & Johansen, 2013).

atg32 : sgswugaplgp--—
CHR : tprdyiflr--
NBR1 : —sedyiipllp--
p62 : —ddduthilss—-
CRT : —eddudiiop—
Nix : —nsspuvelpm--—
atg4B : —tlt)jdtlrf--
atgl?9 : -alt ee!————
atg3 : -vgd ed!qd—

preprosilpepsinal: -elv ggﬁdp

Figura 21. Alineamiento de motivos LIR. El alineamiento incluye la secuencia conservadade
la regién core W/Y---L/1/V de preprosilpepsina 1. Donde Atg32 es la proteina 32 relacionada
con la autofagia deSaccharomyces cerevisiae (P40458), CHR es la cadena pesada clatrina de Homo
sapiens(NP_004850), NBR1 es BRCA1 gen 1de Homwo sapiens (Q14596), p62 también conocida
como Sequestosome-1 (Q13501), CRTes calreticulinade Homo sapiens (P27797), NIX es
BCL2/proteina de adenovirus E1B de 19kDa, proteina de interaccién 3 de Homo sapiens,
(EAW63576), Atg4B es la proteina4 homologo B relacionada con la autofagia, Homo sapiens
(QPY4P1), Atg 19 es la proteina 19 relacionada con la autofagia de Saccharomyces cereviseae
(P35193), Atg 3 es la proteina 3 relacionada con la autofagia de Homo sapiens (QINTG62).
Tomadn de Nada et al. 2010.
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La Fig. 21 muestra el alineamiento del motivo LIR encontrado en prosilpepsina 1
con otros motivos LIR conocidos (Noda et al., 2010). Los motivos LIRs en la
proteina que los contiene estan incluidos en una hoja beta. Al producirse la
interacciéon con una hoja beta de la proteina tipo Atg8 ambas hojas beta forman
una lamina beta intermolecular paralela (Rogov et al, 2014). En el modelo
estructural de prosilpepsina 1 se comprob6é que el motivo encontrado esta

formando una hoja beta como puede observarse en la Fig. 22 (color fucsia).

Figura 22. Motivo LIR putativo en prosilpepsina 1. Diagrama de cintas de prosilpepsina 1 indicando
en fucsia el motivo LIR putativo: ELVFGGVDP (X3 X2 X,1PheX; X;Val).
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La secuencia consenso de los motivos LIR se define como: X ;-X,-X;-
[Trp/Phe/Tyt]-X1-X2-[Leu/Ile/Val], en el que los aminoacidos alternativos estin
entre corchetes. El motivo core esta generalmente precedido por un nimero variable
de residuos acidos o por residuos serina o treonina que pueden fosforilarse para
incorporar una carga negativa. Se ha demostrado que la carga negativa de estos
residuos acidos o fosforilados fortalecen la interaccion LIR:Atg8 o proteinas tipo

Atg8 (Rogov et al., 2013; Wild, McEwan, & Dikic, 2014).

5.4. ANALISIS FILOGENETICO

Cuando hablamos de evolucién nos referimos al proceso de descendencia con
modificacién a partir de un ancestro comuin. El hecho de que los organismos
compartan relaciones ancestro-descendiente nos permite utilizar arboles
filogenéticos para representar graficamente sus relaciones de parentesco. Un arbol
consta de ramas y nodos que conectan estas ramas entre si. Las ramas terminales
(hojas) corresponden a las secuencias actuales (observadas), mientras que las ramas
internas representan sus ancestros hipotéticos. Su longitud refleja la cantidad de
cambio acumulado. Los nodos relacionan estas ramas entre s{ segin su relacion
ancestro-descendiente. .a rama mas interna, el ancestro comun, representa la raiz
del arbol y es esencial para dotar al arbol de un sentido historico.

En este trabajo de tesis se utilizé6 el método de maxima verosimilitud para la
reconstruccion de la historia evolutiva de las proteasas de distintas familias del reino
Plantae. Se realizaron busquedas de similitud secuencial a través del servidor
BLAST-Basic Local Alignment Search Tool— con el objetivo de identificar las
proteinas homologas mas cercanas a preprosilpepsina 1 y preprosilpepsina 2. Las
secuencias asf obtenidas (con un E-17a/ue menor a 1x10™*%) fueron alineadas a través

del programa de alineamientos multiples ClustalX. Previo a la realizaciéon de la
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inferencia filogenética se determiné a través del programa HyPhy (Kosakovsky

Pond, Frost, & Muse, 2005) el modelo que mejor se ajustaba a los datos. La
estimacion filogenética se llevo a cabo empleando el programa PhyML (Guindon et
al., 2010). Este algoritmo permite estimar grandes filogenias en forma precisa,
rapida y sencilla haciendo uso del método de maxima verosimilitud. Dicha
estimacion se realizé empleando un modelo de evoluciéon de proteinas JTT, con una
distribucion gamma discreta.

La robustez de los resultados fue determinada a partir de un bootstrap no
paramétrico, que nos informa acerca de la estabilidad de las relaciones filogenética
del arbol obtenido. El bootstrapping no paramétrico es una técnica estadistica de
remuestreo con reemplazamiento. En este analisis el soporte de bootstrap para cada
una de las ramas del arbol fue obtenido usando 500 réplicas, de este modo se
supone que una rama es significativa si el valor del boofstrap del nodo es mayor al
50% (Fig. 23 A y B, Holmes, 2003).

Las secuencias aminoacidicas de las PAs de S. marianum se compararon con 135
secuencias de PAs vegetales (17ridiplantae). El analisis filogenético (Fig. 23) mostrd
que las peptidasas estudiadas se ubican en dos grupos o claster diferentes.
Preprosilpepsina 1 comparte el claster A con cenprocina (CAA70340) de C.
caleitrapa su homologo mas cercanocon un 95% de similitud de secuencia tal como
lo indic6 el analisis de alineamiento (apartado 5.3.3. de esta seccion). En este mismo
grupo se encuentran cyprosina B (C. cardunculus, CAA57510), cirsina (C. vulgare,
AFB73927) y artiumsina (A. minus, AJAT2485). Por su parte preprosilpepsina 2
comparte un cluster mas grande (Fig. 23 B) con PAs de especies miembros de la

tribu Cardueae (cardosinasG, F, E, H, A, B de C. cardunculns).
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Figura 23. Analisis filogenético de proteinas homologas cercanas a preprosilpepsinas
filogenético se obtuvo por cilculo de probabilidad maxima usando el programa PhyMI tal y como se

detalla en Materiales y Metodos. Las diferentes proteinas en el arbol estan indicadas con el correspondiente
nimero de identificacién del NCBI (National Center for Biotechnology Information), seguido por la inicial del

género y el nombre de la especie. Las preprosilpepsinas se indican en color rojo. El célculo utiliz6 500
réplicas y los valores de boofstrap se muestran en cada nodo para valores mayores o iguales al 50%

(estadisticamente significativos).
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El arbol de la Fig. 23 muestra los valores de bootstrap de cada nodo; asi para la

preprosilpepsina 1, el valor de 97 significa que la especie C. calitrapa, C.
cardunculus, C. vulgare y A. minus estan emparentados en un 97 %. Por su parte el
cliaster al que pertenece preprosilpepsina 2 con las especies de la tribu Cardueae
presenta un bootstrap del 100%.

Ambos clusteres, A y B presentan bootstrap del 95 %, lo que significa que las
secuencias de las especies de la tribu Carduae, C. caliitrapa, C. cardunculus, C.
vulgare, A. minus y S. marianum estan agrupadas en un grupo monofilético (del
griego: de una rama), es decir que todos los organismos incluidos en dicho grupo
han evolucionado a partir de una poblacién ancestral comun, y todos los
descendientes de ese ancestro estan incluidos en el grupo. Estos cluster incluyen
las PAs de la familia Aszeraceae, que en su mayoria se han encontrado en flores y
por lo tanto se han propuesto como participes de eventos especificos de la flor
(Cordeiro et al., 1998; Faro et al., 1999; Vieira et al., 2001). Se cree que las PAs
de la familia A1 han evolucionado a través de la duplicacion de genes (Revuelta,
van Kan, Kay, & ten Have, 2014). La topologia sugiere que, en algin momento
de la evolucion de C. cardunculus y S. marianum, un gen ancestral de PA se ha
duplicado y ha dado lugar a las ramas que comprenden las PAs tipo cyprosinas y
las PAs tipo cardosinas. Duplicaciones posteriores dentro del cluster deberfan
haber ocurrido originando la configuracion real del grupo (Pimentel, Van der

Straeten, Pires, Faro, & Rodrigues-pousada, 2007; Revuelta et al., 2014).

5.5. LOCALIZACION DE UNA PEPTIDASA DE S. marianum EN Nicotiana
benthamiana

Estudios de localizacion i sitn han demostrado que las PAs no estan distribuidas
al azar dentro de las plantas. Por el contrario, se encuentran en diferentes tejidos
especificos, dependiendo de la especie (Simoes & Faro, 2004). Por otra parte, en

cada parte de la célula, la actividad proteolitica es llevada a cabo por una
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peptidasa diferente dirigida especificamente a determinados compartimentos
subcelulares (Pesquet, 2012). Dicha especificidad anatémica celular sugiere una
enorme diversidad de estas enzimas y explica el hecho de que los genes que
codifican a Pas en flores de cardos, cyprosinas y cardosinas, se organizan como
una familia multigénica que se expresa durante las primeras etapas en el
desarrollo de las flores de C. cardunculus (Pimentel, Van Der Straeten, Pires, Faro,
& Rodrigues-Pousada, 2007).

Los precursores de silpepsinas como se analizé anteriormente poseen péptidos
sefial que envia los precursores a la via secretoria. Al comparar estos precursores
con otros precursores de flores de cardo (Fig. 24) se observa que son altamente
conservados. Difieren en un tnico aminoacido con respecto a cardosina B y 5
con respecto a cardosina A, dos de los cuales corresponden a sustituciones

conservativas y tres semiconservativas.

Silpepsina 1 y 2 MGNSIKASLLALFLFFLLSPTAFS
cardosina A MGTSIKANVLALFLEYLLSPTVES

cardosina B MGTPIKASLLALFLFEFLLSPTAFS
Figura 24. Comparacién de péptidos sefial de los precursores de silpepsinas. Se compararon los
péptidos sefial de los precursores de silpepsina 1 y 2 con los de cardosina A y B, dos proteinas que

siguen la via secretoria. Los residuos azules representan sustituciones conservativas entre ambas
secuencias y los rojos, aquellas sustituciones semi-conservativas.

Para determinar la localizacion subcelular de una PA de . marianum se utilizo el
programa Plant-mPLoc (Predicting subcellular localization of plant proteins
including those with multiple sites, http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-
multi/) que predice la localizacion subcelular en células de planta. Este programa
incluye 1.055 secuencias de proteinas vegetales (978 proteinas diferentes),
clasificados en 12 localizaciones subcelulares de planta. Ninguna de las proteinas

tiene mas de 25% de identidad de secuencia con cualquier otra proteina en el
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mismo subconjunto (localizaciéon subcelular). Tras analizar la secuencia de
prosilpepsina 2 se predice una localizacion vacuolar.

Esta demostrado para cardosina A que presenta dos VSDs, el CtVSD y su PSI
que también actia como VSD que podrian especificar dos vias de trafico
diferentes (Pereira, Pereira, Satiat-Jeunemaitre, & Pissarra, 2013). Se propone
que prosilpepsina 2, al igual que cardosina A, posee dos VSDs. Cuando se
comparan la secuencia C-terminal de las silpepsinas (VGFAEAA) con la misma
secuencia de otras PAs y con lectina de cebada, cuatro aminoacidos se
conservaban entre ellos, FAEA (Fig. 25). Si bien cardosina A y cardosina B
difieren en s6lo un aminoacido en el péptido C-terminal, se ha demostrado que
cardosina A se acumula en las vacuolas de las papilas estigmaticas (Ramalho-
Santos et al., 1997) mientras que cardosina B se acumula extracelularmente en el
tejido de transmision de C. cardunculus (Vieira et al., 2001).

Pereira y colaboradores demostraron que este péptido era suficiente para dirigir a
cardosina A a la vacuola, sin embargo cuando se colocaba el péptido C-terminal
(GFAEAA) o el péptido FAEA entre el SP y mCherry (SP-Cter-mCherry y SP-
FAEA-mCherry) no era capaz de direccionar el reportero a la vacuola, lo que
confirmé que el péptido C-terminal o su version mas corta actia como
verdadera ctVSD y pertenecen al grupo de ctVSDs descrito para varias proteinas
vacuolares. Ademas la eliminacion de una de las dos sefales de direccionamiento
no deteriora la localizacion vacuolar de cardosina A (Pereira et al., 2013).

Se estudio la hipotesis de que una unica sefial de direccionamiento, presente en
el precursor del zimégeno, puede ser suficiente para dirigir la proteina en

estudio a su destino final en tejidos transgénicos.
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silpepsinal KLRVGFAEAA
silpepsina?2 -LRVGFAEAA
PA Vigna --VGFAEAA-
catepsina D --VGFAEAARL
AtAP1 -QVGFAEAA
PA Tomate -—-QVGFAEAA
cardosinaA --LVGFAEAA
cardosinaB --RVGFAEAV
lecitina -DGV-FAEATIA
Ha-AP --RVGFAEAA
* KKk k%K

Figura 25. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de los péptidos C-tVSD de
varias PAs vegetales, de una PA de mamifero (catepsina D) y de la lectina Hordeum
vulgare (cebada). Vigna unguicnlata (AAQ14346.1); catepsina D humana (AAA51922.1);
Arabidopsis thaliana (AACA9730.1); Solanum lycopersicnm (tomate) (XM_004243437.1); cardosina A
(AJ132884.1); cardosina B (AJ237674.1.); lectina (BAJ87539.1). Los aminodcidos conservados en el
extremo C-terminal se representan en color gris claro. Adaptado de Pereira et al., 2013.

5.5.1. Obtencion de las construcciones para la expresion de
preprosilpepsina 2

Para determinar la localizacion subcelular de una PA de S. marianum se empleé la
secuencia completa de la proteina. Se realizaron dos construcciones para
sobreexpresar preprosilpepsina 2 bajo el control del promotor 35S virus
mosaico de la coliflor (CaMV) fusionando el extremo C-terminal a las proteinas
eGFP o mRFP.

A partir de la secuencia de pGEM-pPreproSm2-wt se realiz6 un subclonado
utilizando los cebadores F4R y F4R, los cuales contienen los sitios “attB”. Los
oligonucleétidos utilizados fueron disefiados a partir del extremo 5 y 37 del
marco de lectura abierto de la PA en estudio, incluyendo la secuencia GGGG-
attB1, Shine Dalgarno y Kozac, para el cebador forward y 1a secuencia GGGG-
attB1 para el cebador reverse.

La amplificacién se logré con 20 ciclos de PCR (Ta=52 °C A 30°). El producto
de amplificacion de 1,5 kb (Fig. 26), tamano esperado, se utilizd para

recombinar con el vector pDONR222 que posee los sitios “attP” mediante la
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reaccion con la mezcla enzimatica BP clonase. Se sigui6é trabajando con la

amplificacién correspondiente a la temperatura 48,3 °C.

MW 1 2 3456 789 10MW

Figura 26 Amplificacion y clonado de la secuencia correspondiente al marco de lectura
abierto de preprosilpepsina 2. Analisis electroforético en gel de agarosa (1%) del producto
amplificado mediante PCR. Calle 7-9: PCR preprosilpepsina 2 con cebadores de clonado para
pDORN222 en gradiente de temperatura: 46,3; 48,3; 50,8; 52,7; 50,7; 58,7; 61,8; 62,7, 64,5. Calle
10: control negativo. MIV: marcador de masas moleculares de GeneRuler ADN de ADNA
EcoRI+HindII1100pb plus (ThermoScientific).

El producto de la recombinacion se utilizé para trasformar la cepa E co/i GC10.
A partir de las colonias positivas obtenidas se realiz6 el aislamiento del ADN
plasmidico utilizando el método de lisis alcalina (Materiales y Métodos 3.10.15.7).
Las construcciones fueron analizadas mediante PCR utilizando los cebadores

523 y 524 disefiados por fuera de los sitios att (Fig. 27).
1 2 3 4 5 6 MW

5147
3530
2027
1375
547
831
564

Figura 27. Chequeo de la recombinaciéon para la obtencion de las construcciones
pDONR222-pPreproSm2-wt. Analisis electroforético en gel de agarosa (1%) del producto
amplificado mediante PCR de distintos clones. Calle 1—6: pDONR222-pPreproSm2-wt. MIV:
marcador de masas moleculares de ADN: ADNA EcoRI + HindIII 100 pb plus (ThernoScientific).
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Los productos de amplificacién del tamafio esperado, fueron secuenciados y de

este modo se confirmoé que las secuencias no presentaban mutaciones. Cuatro
muestras correspondientes a la construccion pDONR222-pPreproSm2-wt
(calles 2, 3 4 y 5 de Fig.27) fueron analizadas. Confirmadas las secuencias, se
continué trabajando con unico clon. Se realizé el subclonado en los vectores
binarios pB7FWG2 y pB7RWG2 mediante la reaccién de recombinacion LR
(Materiales y Métodos 3.11.4). La secuencia codificante fue clonada en marco con
la regién de codificacion para la fusion de eGEFP y mRFP bajo control del
promotor CaMV 35S de expresion ubicua. Los clones recombinantes fueron
seleccionados con el antibidtico Sp (resistencia del plasmido) y con la
correspondiente resistencia de la célula. Se obtuvieron dos construcciones
denominadas: pB7FWG2-pPreproSm2-wt-eGFP, pB7RWG2-pPreproSm2-wt-
mRFEP. Se realiz6 el aislamiento del ADN plasmidico utilizando el método de
lisis alcalina y/o utlizando un Kit comercial. Los clones fueron analizados
mediante PCR para las construcciones con eGFP y mediante digestiéon con la
enzima BsrGI y Sall para las construcciones con mRFP. Para la reaccion de
PCR se emplearon los cebadores que se utilizaron para amplificar las
preprosilpepsina (F4F y F4R) con 20 ciclos de PCR. La amplificacion se logré a
una temperatura de hibridacién de 48,3 °C. La reaccién de amplificacién dio
como resultado una banda intensa entre 1375 y 2027 pb (Fig. 28), que se
corresponde con el tamafio esperado de 1594 pb para la preprosilpepsina 2 con

los sitios attB.
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5147
3530
2027
1375
947
831

564

Figura 28. Chequeo de la construccion pB7FWG2-pPreproSm2-wt-eGFP. Anilisis
electroforético en gel de agarosa (1%) del producto amplificado mediante PCR. Callel:
pB7EFWG2-pPreproSm2-wt-eGEFP. MIW: marcador de masas moleculares de ADN ADNA EcoRI
+ HindlIIl 100 pb plus (Thermno Scientific).

Para corroborar la presencia del inserto en las construcciones con mRFP se
realizaron dos analisis de restriccion con las enzimas BsGIl y Sal,
respectivamente. Los mapas de restriccion del vector pB7RWG2 y de la
construccion pB7RWG2-pPreproSm2-wt-mRFP se muestran en el Anexo II.
De acuerdo a la digestion teodrica realizada con el servidor RestricionMapper, el
vector pB7RWG2 tendria un perfil de digestion con Bs/Gl de tres fragmentos
de 9929, 1283 y 402 pb, mientras que la construccion pB7RWG2-pPreproSma2-
wt-mRFP dos fragmentos de 9929 y 1575 pb. La construccién posee un
fragmento menos que el vector vacio ya que al producirse la recombinacion, se
pierde el cassette que contiene al gen «dB que incluye uno de los sitios de
restriccion de Bs/GI. Al realizar la digestion tedrica del vector vacio y de la
construccion con la enzima Sa/l se obtienen diferentes perfiles. Para el vector
vacio la digestion tendria cuatro fragmentos de 7293, 1689, 1606 y 1026 pb,
mientras que la construccion pB7RWG2-pPreproSm2-wt-mRFP tendrfa un

perfil de restriccion de tres fragmentos de 7293, 3185 y 1026 pb.
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A B

Figura 29. Chequeo de la construcciéon pB7RWG2-pPreproSm2-mRFP. Anilisis de restriccion
con la enzima Sa/l y BsrGI en gel de agarosa (1%) de las minipreparaciones. A: Callel: pB7TRWG2-
pPreproSm2-Wt-mRFP digerido con BsrGI, Calle2: vector pB7TRWG2 vacio digerido con BsrGI, MW
marcador de masas moleculares de ADN Gene Ruler 1 kb (Thermo Scientific). B: Calle 1:pB7TRWG2-
pPreproSm2-Wt-mRFP digerido con Sa/ll, Calle2: vector pPB7TRWG2 vacio digerido con Sa/ll, Calle3:
vector pB7RWG2 vacio sin digerir, MIW: marcador de masas moleculares de ADN Gene Ruler 1 kb
(Thermo Scientific).

Luego de la digestion con la enzima de restriccion Bs#GI durante 3 hs a 37°C se
pudieron observar las bandas esperadas para la construccion pB7RWG2-
pPreproSm2-mRFP (Fig. 29 A), sin embargo para el vector vacio por el bajo
contraste no se observa la banda de 402 pb. En el caso de la digestion con Sa/
se observan tres bandas (Fig. 29B) para el vector vacio en lugar de cuatro dado
que son 83 pares de bases de diferencia entre dos de los productos de digestion
y no se logra resolver en el sistema utilizado. En el caso de la construccion
pB7RWG2-pPreproSm2-mRFP se observaron las tres bandas esperadas, dos de
las cuales coinciden en peso con las esperadas para el vector vacio (7293pb y

1026 pb).
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5.4.1.2. Mutantes de sitio activo

Como ya se determiné silpepsina 2 es PAs tipica de planta y como tal se
presenta dos residuos de acido aspartico organizados en dos motivos
conservados, DTG/SG, responsables de la actividad catalitica. A fin de evaluar
si el sitio activo tiene alguna influencia en el destino final de las peptidasas, se
generaron mutantes del sitio activo en el residuo aspartico D103. El residuo
catalitico fue sustituido mediante una mutacién puntual por un residuo de
alanina. La estrategia seguida se describe en la Fig. 6 del apartado de Métodos.

La construcciéon conteniendo la secuencia mutante de sitio activo se obtuvo
utilizando como molde las construcciones pGEM-pPreproSm2-wt. Se disefiaron
dos nuevos oligonucleotidos: 618 y 619. La amplificacion se logré mediante dos
fases, la primera se llevd a cabo con 20 ciclos de PCR y en gradiente de
temperatura (57 °C A26°). Los productos obtenidos en las etapas de la
mutagénesis para la construccion de pB7FWG2-pPreproSm2-D103A-eGFP se

muestran en las Fig. 30 y 31.

MW 1 2 3 4 5 6 7 8

2027
1375

947
831

pabaln

5147

3530
——
—

564

Figura 30. Generacion de los casetes mutantes para pDONR222-pPreproSm2-D103A. Calle 1—
8: PCR, molde preprosilpepsina 2 con cebadores F4F-618 en gradiente de temperatura: 53,8; 55,8;
55,9; 57,6; 61,6; 62,6; 65,5; 67,8. MW: marcador de masas moleculares de ADN ADNA EcoRI +
HindIII 100 pb plus (Thermo Scientific)




5. RESULTADOS

El resultado de la reaccién de PCR muestra una banda tenue de un peso menor
a 564 pb utilizando el juego de cebadores F4F-616, mientras que con el juego de
cebadores 618-F4R se obtuvo una banda intensa entre 947 pb y 1375 pb. Estas
bandas son del tamafio esperado para el mutante de preprosilpepsina 2 con los
sitios attB siendo de 375 pb para el juego F4F-616 y de 1267pb para el juego
617-F4R.

Figura 31. Generacion de los casetes mutantes para pDONR222-pPreproSm2-D103A: Calles
7—8: PCR, molde preprosilpepsina 2 con cebadores 619-F4R en gradiente de temperatura: 53,8; 55,8;
55,9; 57,6; 61,6; 62,6; 65,5; 67,8. MW: marcador de masas moleculares de ADN ADNA EcoRI +
HindIII 100 pb plus (Thermo Scientific)

Los productos correspondientes a la temperatura de 55,9°C (Calle3, Fig.30 y 31)
se utilizaron posteriormente como moldes para realizar el segundo ciclo a la
misma temperatura. La Fig.32 muestra el resultado obtenidos para la PCR

realizada. Se observé el resultado esperado, una banda de entre 1375 y 1584 pb.
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21226——
5147 —
3530

2027
1584
1375

947

Figura 32: Generacién de mutante de pDONR222-pPreproSm2-D103A: Calle 1 amplificacion
correspondiente al mutante de preprosilpepsina 2. MW: marcador de masas moleculares de ADN
ADNA EcoRI + HindIII 100 pb plus (Thermos Sientific)

El producto de amplificacién se utilizé posteriormente para llevar a cabo la
reaccion de recombinacion BP clonase, para obtener asi la construccion:
pDONR222-pPreproSm2-D103A. El recombinante se utilizé para trasformar E
coli GC10. A partir de las colonias positivas obtenidas se realiz6 el aislamiento del
ADN plasmidico por el método de lisis alcalina Luego para corroborar la
presencia del inserto las colonias fueron analizadas mediante PCR utilizando los
cebadores especificos: 523 y 524. (Fig. 33)

1 2 3 4 MW

21226
5148

2027

1375

947
831

Figura 33. Chequeo de la recombinacién del producto de PCR de las proteina mutante.
Analisis electroforético en gel de agarosa (1%) del producto amplificado mediante PCR. Calle 1—4:
pDONR222-pPreproSm2-D103A MIW: marcador de masas moleculares de ADN ADNA EcoRI +
HindIII 100pb plus (Thermo Scientific).
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A partir de los resultados obtenidos se mandaron a secuenciar los cuatro clones
de pDONR222-pPreproSm2-D103A. El posterior analisis de la secuencia
confirmé la presencia del inserto con la mutacién en el sitio catalitico, en marco
de lectura y sin mutaciones. A continuacién, la construccion obtenida
correspondiente al clon de la calle 4 de la Fig. 33 se empleé para realizar la
reaccion de recombinaciéon LR con el vector binario pB7FWG2. Tal como se
realiz6 con las construccion w#, para la fusidon las secuencia de la proteina
mutante fue clonada en marco con la region de codificante de eGFP bajo el
control del promotor CaMV 35§ de expresion ubicua. El producto de la
recombinacién, fue utilizado para transformar E. c/i GCI10. Los clones
recombinantes denominados pB7FWG2-pPreproSm2-D103A-eGFP  fueron
seleccionado con Sp. Se realiz6 el aislamiento del ADN plasmidico y los clones
fueron analizadas mediante PCR utilizando los cebadores F4F y F4R y como

temperatura de hibridacion 48,3°C (Fig. 34).

MW 1 2

3000 —
2000 —

1200 —
1000 —

50 —

20

Figura 34. Chequeo de la construccion pB7FWG2-pPreproSm2-D103A-eGFP. Analisis
electroforético en gel de agarosa (1%) del producto amplificado mediante PCR. Calles 1 y 2
pB7EWG2-pPreproSm2-Wt-D103A. MIW: marcador de masas moleculares de GeneRuler 100 pb plus
(Thermo Scientific).

La reaccion de amplificacion dio como resultado una banda intensa del tamafio

esperado de 1594 pb para preprosilpepsina 2 con los sitios attB. Se continud
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con el clon correspondiente a la calle 2 del gel de la Fig. 34 ya que no se

observaron diferencias entre ambos clones.

5.5.2. Agroinfiltracion de hojas de N. benthamiana, expresion
transitoria y microscopia confocal

Se realizaron tres construcciones, dos fusionadas a la proteina reportera eGFP
(proteina fluorescente verde mejorada): pB7FWG2-pPreproSm2-wt-eGEP,
pB7FWG2-pPreproSm2-D103A-eGFP y otra al gen reportero mRFP (proteina
fluorescente roja monomérica): pB7RWG2-pPreproSm2-wt-mRFP a fin de

determinar la localizacion celular de la peptidasa y su mutante.

L ra—
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Figura 35. Localizaciéon subcelular de la peptidasa wild-type o mutante fusionada a
eGFP. Expresion de la peptidasa fusionada eGFP luego de 48 hs (a-b) y 72 hs (c-d) post
infiltracion (pagina anterior). Expresion de la peptidasa mutante fusionada a eGFP luego de 48 hs
(e-f) y 72 hs (g-h). En cada imagen la barra indica la referencia de tamafio en um. Los cuadros
blancos en las figuras de la izquierda muestran la ampliacion de la figura de la derecha.

La cara abaxial de células epidérmicas de hojas de N. benthamiana se
transformaron utilizando la técnica de infiltraciéon con agrobacterium descripta
en Métodos 3.7.7. Las plantas agroinfiltradas se mantuvieron en las mismas
condiciones previas, cultivandose inicialmente en macetas con fotoperiodo
normal de 16/8hs luz. Para la optimizacion de la expresion el nivel final de
inoculo se ajusté a DOy, entre 0,1 y 1,0. Mediante microscopia confocal se
realizaron observaciones a diferentes tiempos después de la agroinfiltracion y se

evalué la expresion de cada proteina de fusion por la emision de la fluorescencia
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detectada. Se realizaron tres experimentos independientes para cada condicién
ensayada.

Las células transfectadas (DO, =1) con las construcciones reporteras eGFP
fusionadas a preprosilpepsina 2, fueron detectadas en RE/AG/ compattimiento
prevacuolar tras 48 y 72 hs post-agroinfiltracion. Las células epidérmicas
mostraron una distribucién perinuclear, formando una caracteristica red
reticular, que es tipico del patrén de RE (Fig. 35a-d). Por otra parte, no se
pudieron evidenciar diferencias apreciables en el perfil de localizacién respecto a
las construcciones wild-type o mutante (Fig. 35 e-h). Estos resultados indicarfan
que peptidasa wild-type o mutante no llegaria a su destino final en este sistema.
No pudo evidenciarse ninguna sefial de fluorescencia cuando la DO, del
in6culo fue de 0,1.

La proteina verde fluorescente (eGFP) permite la visualizacién directa de la
localizacion subcelular de proteinas de fusion en células vivas y en tiempo real.
Asi, 1a localizacion de distintas proteinas de fusion a eGFP en la via secretoria ha
sido estudiada en diferentes o6rganos de plantas superiores. Sin embargo, la
fluorescencia del reportero no ha podido ser observada en el lumen de vacuolas,
especialmente acidas, de algunos 6rganos de plantas (Fluckiger et al., 2003;
Samalova, Fricker, & Moore, 2006; Tamura et al., 2003). La vacuolas mantienen
su condicion acida que es generada por la accion de H'-ATPasas vacuolares y
H"-fosfatasas usando la energia derivada de la hidrolisis de sustratos— ATP y
pirofosfato, respectivamente— (Heven, Xuhang, & Palmgrenb, 1999; Maeshima,
2000). La inestabilidad de la proteina reportera se atribuye principalmente en un
entorno acido que podria alterar el equilibrio de protonacion de la proteina GFP
(Tamura et al., 2003) o, al aumento de la actividad de ciertas peptidasas pH-
dependientes  (equivalentemente a las  peptidasas  fotodependientes),
concordando con lo publicado por Flickiger (2003) donde solo observa

fluorescencia verde al utilizar inhibidores de peptidasa. No obstante, al ser
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incubadas bajo condiciones de oscuridad en plantas transgénicas de .
benthamiana y A. thaliana, la fluorescencia de GFP dirigida a vacuolas, ha sido
observada de manera estable en vacuolas, siendo esta degradada con menos de 1
hora de iluminacion, especialmente si la misma era azul (Tamura et al., 2003).
Teniendo en cuenta lo antedicho, para la observacion de fluorescencia debida a
GFP las condiciones iniciales de cultivo con fotopetiodo de 16/8hs luz se
cambiaron luego de la agroinfiltracion, incubandosé las plantas en camara oscura
al menos 48hs previo a la observacion microscopica.

Como puede observarse en la Fig. 36, las células de las hojas que expresan la
peptidasa presentaron una poblacion de vesiculas moviles altamente
fluorescentes situadas en los filamentos citoplasmaticos, también llamado hebras
transvacuolares de las células epidérmicas. Estos filamentos citoplasmaticos son
rutas esenciales de transporte para la distribucién de los organulos y metabolitos.
El mecanismo de este transporte genera el movimiento de las proteinas. Los
mismos resultados se obtuvieron para la proteina mutante (datos no mostrados).
La condicién de oscuridad no fue suficiente para que las peptidasas alcanzaran su
destino final. Sin embargo, al comprar estos resultados con los obtenidos en
condiciones de luz, puede notarse que la intensidad de la fluorescencia es mayor
en condiciones de oscuridad, pudiendo observarse ademas el movimiento de las
vesiculas en las hebras transvacuolares (Brandizzi, IronSs, Johansen, Kotzer, &
Neumann, 2004; Esseling-Ozdoba, Houtman, Van Lammeren, Fiser, & Emons,

2008)




5. RESULTADOS

Figura 36. Localizacion subcelular de la peptidasa wild-type fusionada a eGFP en

condiciones de oscuridad. Expresioén de la peptidasa fusionada a eGFP luego de 72 hs post
infiltracién en oscuridad. Imagen obtenida por capturas de trama secuenciales que muestra el
movimiento de las vesiculas en las hebras transvacuolares conteniendo la proteina fluorescente
(como multiples imagenes) a lo largo de una sola hebra del RE. La direccién de movimiento se
indica mediante las flechas. La barra indica 50 pm

Dado que los resultados obtenidos en la expresion de las proteinas marcadas
con fluorescencia verde no eran suficientes para confirmar el destino final, se
coexpresaron las protefnas quimeras con un nanoanticuerpo Anti-GFP de
fluorescencia roja (nanobody anti-GFP), este es un dominio de anticuerpo
simple cadena VHH con actividad de unién especifica a GFP. Las células
epidérmicas de una hoja infiltrada pueden ser transfectadas con multiples
proteinas, lo que provee un medio eficiente para evaluar la localizacion
diferencial de proteinas marcadas (Goodin, Dietzgen, Schichnes, Ruzin, &
Jackson, 2002). Para aumentar la estabilidad del GFP en entornos acidos como
el apoplasto o la vacuola se coinfiltraron plantas de N. benthamiana con las

proteinas fusionadas a GFP y el nanobody (Anti-GFP) y se evalud la expresion
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tras 24 hs, 48 hs, 72 hs y 8 dias post-infiltracién (Fig. 37 a 39). De esta manera
durante la sintesis proteica se forma el complejo GFP: nanobody (AntiGFP)
estabilizado por interacciones hidrofébicas y polares en la interfaz de unién de
las dos proteinas, esto contribuyen fuertemente a la afinidad y estabilizacion del

complejo, lo que evitaria la degradacion del GFP en entornos acidos.

Figura 37. Localizacion subcelular de la peptidasa wild-type fusionada con eGFP
coexpresada con nanobody anti-GFP luego de 48 hs post infiltraciéon (a-b). Se muestra
fluorescencia verde (eGFP) en co-localizacién con la fluorescencia roja (nanobody-AntiGFP). En

cada imagen la barra indica la referencia de tamafio en pm.

Las células de N. benthamiana tueron co-infiltradas con las construcciones
reporteras que expresa la peptidasa »# o mutante con el nanobody (Anti-GFP).

Luego de 24 hs post-transfecciéon no se observé ninguna sefial de fluorescencia
(datos no mostrados). En la epidermis de las hojas infiltradas, luego de 48 hs,
pudo observarse la expresion de la peptidasa, pero la expresion del nanobody
(Anti-GFP) no pudo evidenciarse (Fig 37). Se puede notar el patron reticulado
caracteristico y la envoltura nuclear propia del RE, resultados similares a los
obtenidos en la infiltracién sin el nanobody para los mismos tiempos post-

infiltracién (Fig, 35 a-b).
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Peptidasa Nanobody (Anti-GFP) Unioén

32.0 |.|m . 2.0 pm

=10
27.5 um L.

Nanobody (Anti-GFP)

Figura 38. Localizacién subcelular de la peptidasa wild-type fusionada con eGFP
coexpresada con nanobody anti-GFP luego de 72 hs post infiltracién (a-b). A la izquierda
se muestra la fluorescencia verde (eGFP), al centro la fluorescencia roja (nanobody-antiGFP, y la
imagen de la derecha muestra la superposicién de ambas. (c) control: nanobody-(AntiGFP)
(izquierda), imagen de campo claro (derecha). En cada imagen la barra indica la referencia de

tamano en pum
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Peptidasa Nanobody (Anti-GFP) Unién

Figura 39. Localizaciéon subcelular de la peptidasa wild-type fusionada con eGFP
coexpresada con nanobody anti-GFP luego de 8 dias post infiltracion (a-b). A la izquierda se
muestra la fluorescencia verde (eGFP), al centro se muestra la fluorescencia roja (nanobody-antiGFP,
y la imagen de la derecha muestra la superposicion de ambas. (¢) control: nanobody-(AntiGFP)
(izquierda), imagen de campo claro (derecha). En cada imagen la barra indica la referencia de tamafio

en pm

Las Fig. 38 y 39 muestran los resultados de colocalizaron de la peptidasa y el
nanobody (Anti-GFP) obtenidos tras 72 hs y 8 dias post-infiltracion,

respectivamente. El control agroinfiltrado dnicamente con la construccion del
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nanobody anti-GFP (Fig 38 y 38 ¢) mostré un patron de distribucion apoplastica
compatible con el hecho de no portar sefiales de direccionamiento (Fig 38 y 39,
centro). Sin embargo, la peptidasa, continio mostrando el mismo patrén de
localizacion observado a las 48 hs mas una muy débil fluorescencia en el lumen
vacuolar. Al superponer los canales verdes y rojo de estas imagenes, pudo
observarse colocalizacion parcial entre la peptidasa y el nanobody (Anti-GFP),
que se visualiza en tonos de amarillo/natranja lo que surge de la combinacion de
fluorescencia verde y roja. No obstante, dado que este patrén no fue observado
en todas las células en los campos analizados, los resultados obtenidos no
pueden considerarse concluyentes. Probablemente en este sistema la proteina no
es completamentamente estabilizada por el nanobody por lo que se observa en
transito a través de la via secretoria, no se pliega correctamente y es degradada.
Por otra parte, no se pudieron evidenciar diferencias apreciables en el perfil de
localizacién respecto a las construcciones wild-fype o mutante (datos no
mostrados).

Debido a que los resultados con las construcciones con el reportero GFP en
todas las condiciones ensayadas no fueron concluyentes, se realizaron ensayos de
expresion transiente de la peptidasa fusionada a mRFP en los tejidos de hojas de
N. benthamiana luego de agroinfiltracion. La epidermis abaxial de las hojas fue
infiltrada con suspensiones de Agrobacterinm portando la secuencia codificante de
preprosilpepsina 2 fusionada en su extremo 5’ con la secuencia codificante de la
proteina fluorescente roja (mREP), integradas en el vector de expresion
pB7RWG2. El reportero mRFP fue elegido debido a su capacidad para emitir
fluorescencia atn al pH bajo de las vacuolas (Samalova et al., 2006; Shaner,
Steinbach, & Tsien, 2005). Como se explicd anteriormente, un entorno acido
podria alterar el equilibrio de protonaciéon de la proteina GFP volviéndola
inestable, marcando una disminucién en la fluorescencia, no asi para la proteina

roja que es estable en el lumen vacuolar (Samalova et al., 2000).
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Las células transfectadas (DOgoonm del indculo=1) con las construcciones
reporteras mREP fusionadas a la peptidasa tras 48hs, 72hs y 8 dias post-
infiltracién se muestran en la Fig. 40, 41y 42 respectivamente. La fluorescencia
del RFP fue bien visualizada en las células epidérmicas de tejidos frescos por
microscopia confocal. La peptidasa se encuentra principalmente en el lumen
vacuolar, la fluorescencia roja se dispersa definidamente en el interior celular, no
asi en los limites de las mismas propio de una localizaciéon en vacuolas de tipo
liticas o vacuola central (Brandizzi et al., 2004; Di Sansebastiano, Paris, Marc-
Martin, & Neuhaus, 2001). Este resultado evidencia el trafico de la peptidasa a
través del sistema endomembranas para llegar al destino final, la vacuola. Puede
observarse que no existen diferencias apreciables en la localizacién de la
peptidasa en los sucesivos dias post-infiltraciéon, salvo luego 24 hs post-

transfeccidon que no presentd ninguna senal de florescencia.
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Figura 40. Localizacion subcelular de la peptidasa wild-type fusionada a mRFP A la izquierda
se observa la fluorescencia roja (mRFP) luego de 48 hs post infiltracién. En azul se observa la
clorofila. A la derecha se observa la imagen digital con luz visible del mismo campo observado con
fluorescencia. La barra indica tamafio en um.

Figura 41. Localizacién subcelular de la peptidasa wild-type fusionada a mRFP A la izquierda
se observa la fluorescencia roja (mRFP) luego de 72 hs post infiltracién. En azul se observa la
clorofila. A la derecha se observa la imagen digital con luz visible del mismo campo observado con
fluorescencia. La barra indica tamafio en pm.

Figura 42. Localizacion subcelular de la peptidasa wild-type fusionada a mRFP A la izquierda
se observa la fluorescencia roja (mRFP) luego de 8 dias post infiltraciéon. En azul se observa la
clorofila. A la derecha se observa la imagen digital con luz visible del mismo campo observado con
fluorescencia. La barra indica tamafio en pm.
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En base a estos resultados se decidié realizar los posteriores ensayos con
observaciones a 48 hs y 72 hs post-infiltracién. Se probaron diferentes
condiciones de DOgponm del inéculo (0,1; 0,3; 0,6 y 1,0) para confirmar el
resultado y evitar el problema de la sobrecarga de los sistemas de transporte de
la expresion transiente (Scabone, Frigerio, & Petruccelli, 2011).

Cuando las plantas fueron agroinfiltradas con una DO, de 0,1 no se observo
sefial de fluorescencia. En todas las otras condiciones ensayadas (DO, 0,3; 0,6 y
1,0) luego de agroinfiltrar hojas enteras en tres experimentos independientes, ya
sea a 48 como a 72 hs post-infiltracién, casi todas las células epidérmicas

mostraron la misma distribucién de la proteina de fusiéon en el lumen vacuolar

(Fig. 43 a 45).
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Figura 43. Localizacién subcelular de la peptidasa wild-type fusionada a mRFP,
epidermis abaxial de hojas de N. benthamiana infiltrada con suspensiones de
Agrobacterium de DOgoonm = 0,3. A la izquierda se observa la fluorescencia roja (mRFP) luego
de 48 hs (a-b, pagina anterior) y 72 hs (c) post infiltraciéon. En azul se observa la clorofila. A la
derecha se observa la imagen digital con luz visible del mismo campo. La barra indica tamafio en
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Figura 44. Localizacion subcelular de la peptidasa wild-type fusionada a mRFP,
epidermis abaxial de hojas de N. benthamiana infiltrada con suspensiones de
Agrobacterium de DO600nm = 0,6. A la izquierda se observa la fluorescencia roja (mRFP)
luego de 48 hs (a-b, pagina anterior) y 72 hs (c-d) post infiltracién. A la derecha se observa la
imagen de campo claro de lo que se observa en (Izquierda). La barra indica tamafio en pum.
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Figura 45. Localizacién subcelular de la peptidasa wild-type fusionada a mRFP,
epidermis abaxial de hojas de N. benthamiana infiltrada con suspensiones de
Agrobacterium de DO600nm = 1. A la izquierda se observa la fluorescencia roja (mRFP)
luego de 48 hs (a-b) post infiltracion. A la derecha se observa la imagen digital con luz visible
del mismo campo. La barra indica tamafio en pm.
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Figura 46. Localizaciéon subcelular de la peptidasa wild-type fusionada a mRFP
coexpresada con pGDG (pagina anterior) (a-b). A la izquierda se observa la fluorescencia
roja (mRFP) y verde (eGFP) luego de 72hs (a-b) post infiltracién. En azul se observa la
clorofila. A la derecha se observa la imagen digital con luz visible del mismo campo. La barra

Cuando las hojas de IN. benthamiana tueron co-agroinfiltradas con la construccion
de peptidasa fusionada a REFP y el plasmido pGDR que expresa un marcador de
nucleo y citoplasma fusionado a GFP, pudo observarse la fluorescencia roja de la
proteina quimera en el lumen vacuolar, mientras que la proteina verde se localizé
en citoplasma y nucleo (Fig 46). En la imagen ampliada puede distinguirse
también el espacio correspondiente a la pared celular y apoplasto.

Considerando las limitaciones de los experimentos de expresion transiente en el

estudio de secuencias sefial de direccionamiento por la posibilidad de sobrecarga




5. RESULTADOS

en la maquinaria de transporte (Scabone et al., 2011), nuestros resultados
muestran que preprosilpepsina 2 es capaz direccionar el reportero RFP a la
vacuola en las células epidérmicas de IN. benthamiana, aun cuando la sefial CtVSD
no interviene como sefial de direccionamiento. Estos resultados muestran que la
secuencia de preprosilpepsina 2 presenta una sefial adicional de direccionamiento

vacuolar.
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La expresion de PAs no tiene una distribucion aleatoria en las plantas sino mas
bien tejido especifica (Guo et al., 2013; Mutlu & Gal, 1999). Mas aun, algunas
especies de plantas tienen multiples genes de PAs que se expresan en distintos
tejidos, lo que sugiere cierta especializaciéon funcional (Duarte, Pissarra, &
Moore, 2008; Guo et al, 2013; Simoes & Faro, 2004). Incluso cuando la
actividad aspartilendopeptidasa en las plantas se encuentra en niveles
relativamente bajos, las flores de varias especies de la tribu Cardueae poseen PAs
con una alta actividad especifica en ciertos tejidos. Las PAs de S. marianum, han
sido aisladas previamente a partir de flores, aunque, tal como sucede con las PAs
de Arabidopsis (Mazorra-Manzano & Yada, 2008) debido a la cantidad limitada
obtenida y a su co-purificacién su caracterizaciéon completa no pudo llevarse a
cabo.

En este trabajo de Tesis Doctoral se reporté la clonacion de dos
aspartilpeptidasas a partir de ARNm obtenido de flores. La expresion del gen de
una de ellas, preprosilpepsina 1, solo se encontré en flores maduras mientras que
la segunda, preprosilpepsina 2, se encontré en ambos tipos de flores. Cordeiro y
colaboradores (1994) demostraron que las cyprosinas se acumula en flores
maduras, aunque la sintesis de su ARNm comienza durante las primeras etapas
de desarrollo floral y finaliza en la maduracién de la flor. Por otra parte, la
expresion de cardosina A ocurre en inflorescencias jévenes, desde el inicio de
desarrollo de la flor, pero no cuando estan completamente abiertas, lo que indica
que la expresion del gen esta regulada por el desarrollo floral (Frazao et al., 1999;
Pereira et al., 2008).

La secuencia aminoacidica derivada del ADNc de ambas preprosilpepsinas,
muestra la usual organizacién de los precursores de PAs tipicas de plantas. La

similitud global entre la secuencia de aminoacidos de estas enzimas con las de
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otras PAs tipicas de plantas, junto con la presencia de los motivos caracteristicos
de PAs, clasifican a las silpepsinas como nuevos miembros de este grupo de
enzimas incluido en la familia A1 de MEROPS. En general, las PAs de plantas
presentan una gran similitud de secuencia en sus dominios N- y C-terminales,
con una identidad mayor del 60% y aproximadamente 45% de identidad con
catepsina D, la PA mas cercana de origen no vegetal (Simdes & Faro, 2004). El
analisis filogenético mostré que preprosilpepsina 1 y preprosilpepsina 2 se
ubican en dos grupos o cluster diferentes. En ambos clasteres, se encuentran
PAs de especies de la tribu Carduae, C. caleitrapa, C. cardunculus, C. vulgare, A. minus
y 8. marianum y forman un grupo monofilético. Los resultados obtenidos
sugieren que, en algin momento de la evolucion de C. cardunculus y S. marianum,
un gen ancestral de PA se ha duplicado y ha dado lugar a las ramas que
comprenden las PAs tipo cyprosinas y tipo cardosinas. Del analisis de 30
secuencias de PAs de 10 familias diferentes de plantas incluyendo
Xanthorrhoeaceae, Poaceae, Polygonaceae, Nepenthaceae, Euphorbiaceae,
Solanaceae, Asteraceae, Fabaceae, Myrtaceae y Brassicaceae se encontraron 10
motivos conservados presentes en casi todas las PAs estudiadas. Cada uno de
estos motivos presenta un arreglo de residuos de aminoacidos altamente
conservado en el grupo estudiado. Los avances biotecnologicos, en particular, de
ingenierfa de proteinas permitiran en el futuro cercano el diseno de nuevas
peptidasas, tomando como plantillas los motivos altamente conservados de
peptidasas de planta, con mas y mejoradas propiedades para su uso industrial
(Feijoo-Siota & Villa, 2011).

Las enzimas se utilizan en una variedad de procesos industriales. Una propiedad
critica en muchas aplicaciones es la alta estabilidad térmica necesaria en
detergentes o el tratamiento del cuero (Giracar, 2011). El aumento de las
temperaturas puede romper las interacciones no covalentes dentro de una

proteina plegada, lo que lleva a la desnaturalizacion de la proteina. Durante el
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proceso de desnaturalizacion, la exposicion de los residuos hidrofébicos puede
potencialmente inducir la agregaciéon de las proteinas. Ademas, las proteinas
también se pueden inactivar a través de algunos mecanismos covalentes, tales
como la desamidacién de los residuos de Asn y Gln, hidrolisis de enlaces
peptidicos, beta-eliminacion de los enlaces disulfuro, y la oxidacion de residuos
de Cys y Met (Qing, Yi, Marek, &lIverson, 2013). Un alto valor de indice alifatico
indica que la proteina tiene un alto contenido de cadenas alifaticas que le
proveen termorresistencia y por lo tanto estabilidad en diferentes condiciones
(Stvakumar, Balaji, & Gangaradhakrishnan, 2007). Tanto silpepsina 1 como
silpepsina 2 presentaron valores de indice alifatico intermedios. Los indices de
alifaticidad calculados para las enzimas clonadas junto con la especificidad
acotada de las PAs sugieren que estas enzimas no serfan buenas candidatas para
este tipo de aplicaciones. Para las PAs de flores de cardos se han desarrollado
diversas aplicaciones biotecnoldgicas y biomédicas que incluyen la manufactura
de quesos — un proceso que data del periodo en que los Romanos ocupaban la
Peninsula Ibérica — asi como otros usos absolutamente contemporaneos (Vairo
Cavalli, Lufrano, Colombo, & Priolo, 2013). Es por esta razén que en las dltimas
dos décadas, las PAs presentes en flores de cardo han sido objeto de renovado
interés. Las PAs de S. marianum presentan actividad proteolitica sobre
hemoglobina con un pH 6ptimo de 3,8 como se observa para otras PAs como
quimosinas de ternero, cerdo y cordero. Ademas por su capacidad coagulante de
leche han sido propuestas como sustitutos de rennet (Vairo Cavalli, Claver,
Priolo, & Natalucci, 2005; Vairo Cavalli, Silva, Cimino, Malcata, & Priolo, 2008).
La estructura primaria de PAs tipicas de plantas se caracteriza por la presencia de
la secuencia sefial que dirige el zimoégeno al reticulo endoplasmico, seguido por el
prosegmento (Pro) que participa ya sea en la inactivacién o en el correcto
plegamiento, la estabilidad y direccionamiento intracelular de varios zimoégenos.

Ademas presentan un dominio N-terminal, un dominio C-terminal y el PSI, que
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es una insercion unica identificada en las PAs tipicas de planta, altamente similar
a las saposinas y proteinas tipo saposina, cuya funcién biolégica no ha sido
completamente esclarecida (Brodelius et al., 2005; Bryksa et al., 2011; Mufioz et
al., 2010; Pereira et al., 2008; Simoes & Faro, 2004). En cuanto a la estructura
secundaria y terciaria las prosilpepsinas estan formadas por dos cadenas
polipeptidicas y su plegamiento es tipico de otras PAs. Dicho plegamiento
consiste en dos dominios topolégicamente similares tipo barril 3 y el PSI que
aparece como un dominio independiente de la enzima.

Los Pro de las PAs poseen tipicamente alrededor de 50 aminoacidos, con la
excepcion de las plasmepsina del parasito Plasmodium faleiparum que posee 120
residuos de aminoacidos (Bernstein & James, 1999). En muchas PAs, el Pro
ademas de estar involucrado en estabilizacién e inhibicion de la forma nativa,
contribuye a la activaciéon dependiente de pH y al direccionamiento intracelular
del zimégeno. La funcién inhibitoria del Pro ha sido demostrada no solamente
en los precursores de PAs sino también para precursores de peptidasas de otras
clases, incluyendo serin-peptidasas como la peptidasa a-litica («LLP), subtilisina y
procarboxipeptidasa Y, la metalopeptidasa termolisina, papaina y otras
peptidasas cisteinicas (Derek R. Dee, Filonowicz, Horimoto, & Yada, 2009).
Para fitepsina, una PA vacuolar de H. vulgare, se ha descrito que la presencia del
Pro es esencial para el control de la protedlisis no deseada. El Pro y el N-
terminal de la proteina estan anclados en la hendidura del sitio activo, unidos a
través de la interacciéon iénica entre la Lys11 y los residuos de acido asparticos
cataliticos 36 y 223, haciendo que la enzima se encuentre inactiva (Kervinen et
al., 1999). Esta interaccion se desestabiliza al pH bajo del compartimiento
vacuolar, lo que conduce a la activaciéon de la enzima. En los modelos
estructurales de ambas prosilpepsinas el propéptido, junto con la cadena N-
terminal, envuelven la hendidura interdominio donde se ubica el sitio activo. El

propéptido al cubrir parcialmente esta hendidura podria estar implicado en la
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inactivacion del sitio activo en ambas proenzimas. Castanheira y colaboradores
(2005) propusieron que la eliminaciéon del Pro en cardosina A, ocurre cuando
llega a la vacuola, sugiriendo que esta regioén puede ser parte en una estrategia de
inactivacion en cardosina A. De hecho, se ha descrito que para que cardosina A
recombinante sea activa necesita la eliminacién parcial del prosegmento.

El requerimiento del Pro para el correcto plegamiento también se ha demostrado
entre las distintas clases de peptidasas. Especificamente, el papel del Pro en la
catalisis del plegamiento de proteinas ha sido estudiado para las serin-peptidasas
subtilisina, «LP y la peptidasa B de S#eptomyces griseus. La pepsina, una PA
arquetipica, se desnaturaliza irreversiblemente cuando se somete a pH casi
neutro, desnaturalizantes quimicos o calor, mientras que su forma zimogénica, el
pepsinégeno, se despliega reversiblemente en las mismas condiciones. Esto
indica que el Pro es necesario para el plegamiento de la pepsina (Derek R. Dee et
al., 2009; Wang, Horimoto, Dee, & Yada, 2014). Recientemente, mediante el
empleo de cuatro péptidos correspondientes a secuencias truncadas del Pro de
pepsinégeno, (Prol-16, Prol-29, Prol7-44 y Pro30-44, numeracién del
pepsinégeno) han sido atribuidas tres funcionalidades a regiones discretas
altamente conservadas del Pro. Los primeros 16 aminoacidos del Pro proveeria
los contactos para la unién a los dominios de la peptidasa, el segmento Pro 17—
29 inhibirfa el sitio activo, mientras que la union y/o catalizacion del estado de
transicion del plegamiento estaria a cargo del segmento Pro1-29 del pepsinégeno
(Dee, Myers, & Yada, 2015). La alta conservacién de la secuencia de Pro1-29
entre las PAs tipo pepsina y su papel en la catalisis del plegamiento de pepsina
sugleren que existe un mecanismo de plegamiento catalizado por dicho
segmento Pro. No se ha demostrado atn un papel evidente en la catalisis del
plegamiento mediada por Pro para el segmento Pro30-44. Dee et al. (2015) han
sugerido que esta region por ser la mas variable puede servir como un enlazador

entre Pro1-29 y el dominio maduro. Si bien, como puede observarse en la Fig. 10
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de la Seccién Resultados, existe una mayor divergencia en la secuencia de los
propéptidos de los precursores de cardosina A, cardosina B, silpepsina 1 y HA-
AP entre los residuos 47-57 (equivalente a Pro25-35, numeracion de
pepsindgneo), la secuencia RKDFGF (ubicada en el segmento correspondiente a
Pro30-44 numeraciéon de pepsindgeno, 58-63 numeracioén de preprosilpepsinas)
esta conservada en PAs de Asteraceae. Esta conservacion de secuencia implicaria
alguna funcion especifica de esta region del Pro aun no demostrada.

En ambas prosilpepsinas se predijeron dominios funcionales involucrados en la
actividad aspartilpeptidasa y en actividades implicadas en procesos metabolicos
lipidicos. El dominio peptidasa aspartica eucariota Asp: PF00026 encontrado por
Pfam para los dos precursores de silpepsinas esta presente en pepsinas,
catepsinas, y reninas. Los dos dominios asparticos, subunidad mayor y menor,
probablemente surgen de una duplicacién ancestral. Esta familia no incluye
proteasas retrovirales ni retrotransposones (PF00077) ya que son mucho mas
pequefios y parecen ser homoélogos a cada uno de los dominios de las peptidasas
asparticas de eucariotas (Tang, 2004).

Los dos motivos de secuencia cataliticos DTG/DSG se encuentran en todas las
PAs de plantas pertenecientes a la familia Al con la excepcion de chlapsina, la
PA de Chlamydomonas reinhardtii que contiene DTG/DTG al igual que las
peptidasas homologas animales y microbianas (Almeida et al., 2012). En algunas
PAs de hongos y de protozoos, los residuos de acido aspartico cataliticos
también se encuentran dentro de los motivos DTG/DSG. El significado
evolutivo o biologico de esta variacion observada en las PAs de diferentes reinos
ain no se ha establecido (Simdes & Faro, 2004). Ademas de la estructura de
dominios, las triadas cataliticas y la Tyr del y /oop, otra caracteristica compartida
con las PAs tipicas es la distribucion de cisteinas a lo largo de toda la secuencia
(Faro & Gal, 2005). Existe una sorprendente conservaciéon de los enlaces

disulfuro de las peptidasas secretadas de la familia A1 en mamiferos y sus
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homologas de plantas, con tres enlaces disulfuro, el primero y tercero de las
cuales también esta presentes en muchas PAs homélogas de hongos. Los enlaces
disulfuro son diferentes en los diferentes l6bulos, lo que implica que los enlaces
se introdujeron en algin momento de la evolucién después de la duplicacion de
genes que dio origen a los dos dominios (N. D. Rawlings & Salvesen, 2013).

De la comparaciéon de las secuencias y el analisis de las estructuras puede
inferirse que silpepsina 1 y silpepsina 2 tendran especificidades diferentes ya que
sus bolsillos S1 en la hendidura del sitio activo presentan distintos residuos de
aminoacidos, siendo la primera mas parecida a fitepsina y la segunda a cardosina
A. El grupo hidroxilo de la Tyr80 de prosilpepsina 1, como en profitepsina,
formarfa un enlace de hidréogeno con el Aspl03, mientras que su anillo
aromatico se localizaria en el bolsillo hidrofébico S1 de la enzima, la cadena
principal de 77-81 formaria los puentes de hidrégeno del flap, y la Ile74 se
colocarfa en el bolsillo de unién al sustrato S1° (de acuerdo a la numeracién de
fitepsina: Lys11, Tyrl13, Ile 7 y Asp306 y 223). Mientras que otros residuos estan
presentes en esas posiciones en prosilpepsina 2 (Ile74, Tht78 y Glu80), y las
sustituciones son conservativas con respecto a los residuos presentes en
cardosina A (Val74, Thr78 y Asp80). Castanheira y colaboradores (2005)
demostraron que el bolsillo hidrofébico S1 de cardosina A, obtenida tanto de su
fuente natural como en forma recombinante, sélo es capaz de acomodar Phe y
en menor medida Leu; mientras que el subsitio S1” presenta una especificidad
mas amplia, con preferencia por Tye y Phe. Fitepsina de cebada tiene una
especificidad primaria mas amplia que cardosina A; cliva enlaces entre residuos
con cadenas hidrofébicas (Leu, Ile, Val, Phe) o cerca de residuos de este tipo
(Kervinen & Wlodawer, 2013).

Al igual que cardosina B las secuencias de preprosilpepsina 1 y preprosilpepsina
2 no contienen el motivo Arg-Gly-Asp (RGD) ni el motivo Lys-Gly-Glu (KGE)
presentes en cardosina A, C, E, F, G, y H (Sarmento et al., 2009). La presencia
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de esta secuencia funcional RGD en la porciéon C-terminal de la cadena de 31
kDa es una caracteristica distintiva de estas cardosinas entre las peptidasas de
planta. RGD es una secuencia conocida de unién a integrinas en tejidos de
mamiferos en donde facilita muchas funciones de reconocimiento celular tales
como adhesion, migracién, sefializacion, diferenciacién y crecimiento. HEsta
secuencia se localiza en un giro entre dos cadenas, sobre la superficie molecular y
opuesta al surco del sitio activo en cardosina A (Frazao et al., 1999). El motivo
KGE mimetiza al RGD tanto en su carga como por su posicion protuyendo del
core proteico, expuesto en la superficie molecular (Simodes et al., 2005; Vairo
Cavalli et al., 2013). En silpepsina 1, silpepsina 2, cardosina B y cyprosina la
ausencia de estos motivos RGD/KGE, implicaria que estas enzimas
desempefian un rol bien diferenciado en las flores del rol desempefiado por las
cardosinas que si contienen estos motivos.

En prosilpepsina 1 se encontré un motivo: ligando de la familia de proteinas
Atg8 (LIR). Los motivos LIRs en la proteina que los contiene estan incluidos en
una hoja beta y le permiten a dicha proteina interaccionar con proteinas tipo
Atg8 de la via de la macroautofagia. Al producirse la interacciéon con una hoja
beta de la proteina tipo Atg8 ambas hojas beta forman una lamina beta
intermolecular paralela (Noda, Ohsumi, & Inagaki, 2010; Rogov, Doétsch,
Johansen, & Kirkin, 2014). En el modelo estructural de prosilpepsina 1 se
comprob6 que el motivo encontrado esta formando una hoja beta. La
caracterizacion de proteinas que contienen motivos LIR y la elucidacion de sus
roles en la macroautofagia se encuentra en sus inicios (Birgidottir, Lamark, &
Johansen, 2013). La presencia de este motivo se podtia relacionar con una
posible funciéon de silpepsina 1 en el mecanismo de macroautofagia en las flores.
La macroautofagia es una de las vias principales de degradacién en eucariotas.
Estudios recientes han revelado la importancia de la macroautofagia en variados

aspectos de la vida de la planta, incluyendo el establecimiento de las plantulas,
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desarrollo, resistencia al estrés, metabolismo y reproduccion. Esto se manifiesta
por la doble capacidad de la macroautofagia para ejecutar la degradacion
generalizada en condiciones ambientales severas, mientras que al mismo tiempo
puede ser altamente selectiva en la orientacién de compartimentos especificos y
complejos de proteinas para regular procesos celulares clave, incluso durante
condiciones de crecimiento favorables. Esta via podtia tener un rol importante
en el desarrollo y la senecencia floral (Michaeli, Galili, Genschik, Fernie, & Avin-
Wittenberg, 2015).

Los dominios tipo saposina (SapB 2 y SapB 1: PF03489 y PF05184) que surgen
del analisis del Pfam para prosilpepsina 1 y 2 estan incluidos en el PSI (Bryksa et
al., 2011). Las saposinas en los mamiferos son pequefias proteinas lisosomales
que sirven como activadores de varias enzimas que degradan lipidos lisosomales.
Probablemente actian aislando el sustrato lipidico de los alrededores de la
membrana lo que hace mas accesible este sustrato a las enzimas de degradacion
(Alattia, Shaw, Yip, & Privé, 2007). En los mamiferos se han identificado cuatro
clases de saposina (A, B, C y D), su especificidad y modo de activaciéon de las
hidrolasas de esfingolipidos difiere entre las saposinas individuales.
Estructuralmente poseen seis cisteinas que forman tres enlaces disulfuro, un sitio
de glicosilaciéon conservado y la presencia de prolina y tirosina conservadas
(Munford, Sheppard, & O’Hara, 1995). Los datos estructurales y homologia de
secuencia sugieren que las saposina, proteinas tipo saposinas y dominios tipo
saposinas en otras proteinas comparten la misma estructura compacta unida por
puentes disulfuros con una topologia de cinco a-hélices. Estas caracteristicas
estructurales también se predijeron para los PSIs de ambas prosilpepsinas.
Aunque las regiones Sap2 y Sapl estan invertidas en el PSI con respecto a las
saposinas animales formando la swaposina (Brodelius et al., 2005). A pesar de esta
diferencia en la localizacion de los extremos, la estructura global tipo saposina no

se encuentra alterada en los PSIs. De hecho, estudios cristalograficos del
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dominio swaposina presente en una PA de papa (StAP-PSI), revelaron para el
mismo una configuraciéon global en forma de V similar a la estructura abierta de
la saposina C humana (Bryksa et al., 2011).

Brodelius y colaboradores (2005) postularon que el PSI puede activar la
galactosilceramidasa en las células vegetales y de ese modo estar involucrado en
la hidrolisis de los esfingolipidos. El dominio PD576765 se ubica entre el
aminoacido 316 y 351 (MSQQCKTLVDQYGKSIHEML[ML]|SEAQPDKI
CSQMKLC) de las prosilpepsinas (equivalente a PF03489 de Pfam). Dentro de
este dominio se encuentra la secuencia consenso del péptido responsable de la
union y activacion de la glucosilceramidasa en saposina C. La glucosilceramidasa
es una enzima del metabolismo de los esfingolipidos que cataliza en mamiferos
la hidrolisis de glucosilceramidas en ceramida y glucosa. La interaccién entre
saposina C y las membranas que contienen fosfolipidos acidos, es un paso
crucial para la activaciéon de la enzima, saposina C induce la restructuracion y
desestabilizacién de la membrana (Morimoto et al., 1990; You, Qi, Grabowski, &
Yu, 2003). La glucosilceramida es el principal esfingolipidos de las membranas
vegetales. Aunque la actividad de glucosilceramidasas ha sido detectada, es poco
lo que se conoce sobre la hidrolisis de la glucosilceramida en los tejidos vegetales
(Dunn, Lynch, Michaelson, & Napier, 2004).

Mas alla del posible rol biolégico sugerido para los homoélogos de planta de las
saposinas — activacion de enzimas involucradas en el metabolismo lipidico —
también se ha estudiado su funcién en defensa (Brodelius et al., 2005). Egas y
colaboradores (2000) demostraron que el PSI de cardosina A es un potente
inductor de permeabilizaciéon vesicular y propusieron la idea de que lo
precursores de PA son moléculas bifuncionales, que contienen un dominio
desestabilizador de membrana en adicién al dominio peptidasa. Ademas, la
presencia del PSI en PAs de plantas que en su forma madura son monoméricas

ha sido asociada con este rol bifuncional. El dominio PSI de la peptidasa
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monomérica StAsp, sobreexpresado en E. co/i, exhibe actividad citotéxica contra
un amplio espectro de patogenos, incluidos patégenos de papa (Mufioz et al,
2010); cabe destacar que el PSI de cirsina (C. zulgare), aunque es una PA
heterodimérica en su forma madura, al ser producido en Kluyveromyces lactis,
también fue activo contra fitopatégenos fungicos (Curto et al., 2014).

Las PAs pueden acumularse en compartimentos diferentes, y la misma proteina
puede ser secretada al apoplasto o ser dirigida a la vacuola dependiendo del tipo
de célula, y estado de desarrollo, sugiriendo un mecanismo estricto en la
regulacion del transito (Pereira, Pereira, Satiat-Jeunemaitre, & Pissarra, 2013).
Los datos generales sobre localizacion de cardosinas sugieren una expresion
regulada en el desarrollo de tejidos especificos para ambas cardosinas. Cardosina
A se acumula masivamente en vacuolas de almacenamiento de proteinas de las
papilas estigmaticas de la flor de cardo (Ramalho-Santos et al., 1997); mientras
que, cardosina B se encuentra en la matriz extracelular del tejido de transmision
en flores maduras, en el lado ventral de la pared del ovario y micrépilo
(Figueiredo, Duarte, Pereira, & Pissarra, 2006; Vieira et al., 2001). Ademas de las
funciones antes descriptas, la presencia del dominio PSI ha sido vinculado al
transito intracelular de las PAs heterodiméricas. La delecion del PSI de fitepsina
— PA que normalmente se localiza en vacuolas— produce su direccionamiento al
apoplasto (To6rmikangas et al., 2001); sin embargo, al estudiar dos PAs
vacuolares de soja, (Terauchi et al., 2006)encontraron que la remocién de los
PSIs, provocaba que uno de los mutantes siguiera siendo enviado a la vacuola
mientras que el otro no. Se ha propuesto que el PSI podria actuar como senal
vacuolar s6lo en condiciones especificas o en determinadas etapas de desarrollo
y dependiendo del tipo de PA y de PSI (Terauchi et al., 2000).

El transporte de proteinas solubles a la vacuola es un proceso saturable (Frigerio,
Prada, Faoro, & Vitale, 1998) que depende de la presencia de VSD en su

estructura (Vitale & Raikhel, 1999). Estos VSDs estan situados en el extremo N
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o C-terminal, o dentro de las secuencias internas de las proteinas vacuolares. Los
primeros son los ssVSDs y consisten en motivos conservados NPIRL o similares
(Nakamura & Matsuoka, 1993). Los CtVSDs no tienen similitud en la
composicién de aminoacidos y en la longitud, pero en general son ricos en
residuos hidrofobicos y deben estar accesible en el extremo C-terminal
(Matsuoka & Neuhaus, 1999; Vitale & Pedrazzini, 2005). Las senales de
direccionamiento internas estan menos definidas y se ha sugerido que podrian
actuar como determinantes fisicos (psVSD) provocando la agregaciéon que
resulta luego en el direcccionamiento (Holkeri & Vitale, 2001; Petruccelli,
Molina, Lareu, & A, 2007). Pereira y colaboradores, 2013 propusieron que las
PAs pueden seguir tres rutas principales de direccionamiento vacuolar. Una de
estas rutas implicarfa el direccionamiento por el dominio PSI, este funcionarfa
como VSD de una manera similar a la participaciéon de saposinas en el
cotransporte de procatepsina D al lisosoma (da Costa, Pereira, Moore, &
Pissarra, 2010; Domingos et al., 2000; Simoes & Faro, 2004). El PS de
preprosilpesina 1 y 2 difiere del PS del precursor de cardosina B en un unico
residuo (sustituciéon semiconservativa); Pereira y colaboradores (2013)
demostraron que este ultimo es capaz de dirigir proteinas reporteras a la via
secretoria. Asimismo, demostraron que secuencia C-terminal de cardosina A:
VGFAEAA es un CtVSD. Esta secuencia, capaz de dirigir proteinas reporteras a
la vacuola, también esta presente en ambas silpepsinas. Por otro lado los mismos
autores fusionaron el dominio PSI de cardosina A a la proteina fluorescente
mCherry y por expresion transiente detectaron ambas proteinas quiméricas en
vacuolas de células de N. fabacum. Esto indica que ambos dominios, PSI y
CtVSD de cardosina A actian como dominios de direccionamiento vacuolar en
este sistema. El dominio PSI, sin embargo, no cumple ninguno de los criterios
habituales que definen un VSD. No puede ser considerado como un ssVSD en

el sentido estricto de la palabra la secuencia de aminoacidos del PSI no se
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conserva; la definiciéon psVSD tampoco se aplica, ya que sélo una unica region
de la proteina esta implicada (Jolliffe, Ceriotti, Frigerio, & Roberts, 2003).
Aunque no todos los dominios de PSI de PAs desempefian un papel esencial en
el direccionamiento vacuolar, el dominio PSI definirfa una nueva clase de
determinante de direccionamiento vacuolar (Pereira, Pereira, Satiat-Jeunemaitre,
& Pissarra, 2013).

Cuando se compararon los dominios PSI de procardosina A y procardosina By
los de prosilpepsinas 1 y 2 de observé que tanto procardosina B como
prosilpepsina 1 tienen un sitio de glicosilaciéon putativo en el dominio PSI,
mientras que el mismo esta ausente en procardosina A y prosilpepsina 2. La
presencia o la ausencia de un sitio de glicosilaciéon en el dominio PSI han sido
propuestas como una estructura clave en la determinacién de la ruta a ser
seguida hasta la localizacién impulsada por el PSI (Pereira et al., 2013). En este
trabajo de tesis, la secuencia codificante de preprosilpepsina 2 y un mutante de
sitio activo se fusionaron en C-terminal a genes reporteros y se expresaron en
forma transiente en plantas de IN. benthamiana. La fusion C-terminal enmascara la
funcién del dominio CtVSD presente en el precursor silpepsina 2, permitiendo
evaluar la existencia de otra sefial de direccionamiento en la secuencia proteica.
La proteina reportera GFP es inestable en entornos acidos por alteracion del
equilibro de protonacién y activaciéon de peptidasas pH dependientes (Flickiger
et al., 2003; Tamura et al., 2003), se abordaron dos diferentes estrategias de
estabilizaciéon pero no se logré observar la peptidasa ni en vacuola, ni en
apoplasto. Sin embargo, la fusién de preprosilpepsina 2 a RFP, que es capaz de
emitir fluorescencia aun a pH bajo en la vacuola, permitié observar en este
sistema a la proteina quimera en vacuola. Lo que demuestra que prosilpepsina 2
posee otra sefial de direccionamiento vacuolar ademas de CtVSD. Estos
resultados son coincidentes con los observados por Pereira y colaboradores

(2013), quienes postularon que la presencia de un solo dominio, ya sea el PSI o
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el péptido C-terminal, puede ser necesaria y suficiente para la acumulacion
vacuolar de la proteina reportera. La aparicion de dos determinantes de
direccionamiento vacuolar en la misma proteina ha sido previamente informado,
ademas de cardosina A, para la proteina de almacenamiento de Glicina max
(Nishizawa et al., 2006). La presencia de dos VSDs en una proteina podria
asegurar una capacidad de po/i-sorting, dando a las PAs multiples funciones segin
su localizacion final, y finalmente permitiendo modular el trafico vacuolar segun
las limitaciones de las células o necesidades a través de una via de sefializacion

especifica del PSI, que puede convivir con otra via vacuolar (Pereira et al., 2013).
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7. ANEXO

7.1. ANEXO I

Con el fin de encontrar patrones de los motivos conservados de las dos PAs
clonadas se utilizé el programa MEME. El diagrama de la Fig. 6 de la seccién de
Resultados muestra la ubicaciéon de cada motivo; donde cada bloque indica la
posicion y la fuerza de un motivo, es decir nos da una idea de cuales posiciones
son mas conservadas en el motivo. Aqui se muestran las representaciones graficas
de la conservacion de secuencia de cada motivo La altura de un bloque indica la
importancia del sitio, siendo los bloques mas altos los mas significativos. La altura
es proporcional al logaritmo negativo del p-value del sitio, siendo el maximo de
altura un p-value de 1xe-"") es decir es directamente proporcional a su nivel de
conservacion. El p-value se define como la probabilidad de que una secuencia
aleatoria (con la misma longitud y teniendo en cuenta el fondo) tenga valores de p-
value en dicha posicion, tal que el producto sea menor o igual que el valor

calculado para la secuencia en estudio.
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Nombre comiezo p-value Motivos

Cm-AP 85 9.46e-63 EDIDIVSLKN YMDAQYFCEICVGT QKFTVIFDTCSSENLWV SSKCYFSVACYF SKYK SSSSSTYKKN
Bd-AP 76 1.91e-62 DEGDIVALQON YMNAQVFCEIGVGT QKFTVIFDTGSSNLWV SAKCYFSIACYF SRYK AGQSSTYKKN
Vv-AP 85 6.30e-62 KHTYVVALHN YMDAQYFGCEISIGT QKFTVIFDTGSSNLWV SSKCYFSVACYF SKYK SSQSSTYKKN
Cccyp-AP 80  6.30e-62 SGSDITIALKN YMDAQVVGEIGIGS QKFTVIFDTGSSNLWV SAKCYFSVACLF SKYK SSHSSTYKKN
Cv-AP 80 1.40e-61 SDSDIIALKN YMDAQYYCEIGCIGA QKFTVIFDTCSSENLWV SAKCYFSVACLF SKYK SSHSSTYKKN
Am-AP 80 1.40e-61 SDSDIIALKN YMDAQYYCEIGCIGA QKFTVIFDTCSSNLWV SAKCYFSVACLF SKYK SSHSSTYKKN
Nal-AP 85 1.40e-61 DDADIISLKN YMNAQYFCEIGIGT QKFTLIFDTGSSNLWV SAKCYFSIACYF SKYK SSLSSSYTKN
Hv-AP 49 1.92e-61 EEGDIVALKN YMNAQVFGCEICGVGT QKFTVIFDTGSSNLWV SAKCYFSIACYL SRYK AGASSTYKKN
Na2-AP 85 4.15e-61 DDADIISLKN YMDAQYFCEICIGS QKFTVIFDTCSSENLWV SAKCYFSIACYL KYK SFKSSTYAKN
Ta-AP 78  2.42e-60 EEGDIVSLKN YMNAQVFCEICGVGT QKFTVIFDTGSSNLWV SAKCYFSIACYL ARVK AGASSTYKKN
Cc-AP 80 4.26e-60 SDSDIIELKN YMDAQYYGCEIGIGS AQKFTVIFDTGSSNLWV SAKCYFSVACLF SKYK SSHSSTYKKN
Hhc-AP 83 9.76e-60 DSTDIISLKN YMNAQYFCEICVCT QKFTVIFDTCSENLWV SAKCYFSIACLL TKYK SGRSSTYHKN
#ml—AP 80 1.47e-59 SDSDIIALKN YMDAQYYGEIGIGE AQKFTVIFDTGSSNLWV SAKCYFSVACLF SKYK SSHSSTYKKN
Zm-AP 88  2.20e-59 DDSDVIALNX YXNAQVFCEIGVGCT QKFTVIFDTCSENLWV SSKCYFSIACYF SRYK SGQSSTYKKN
Rc-AP 79  6.34e-59 DDVDIVELKN YLDAQVVGEIAIGT QTFTVIFDTGSSENLWI SSKCYFSVACYF SKYK ASESSTYQKN
AtAl-AP 77  7.95e-58 GDADVVVLKN YLDAQVYGEIAIGT QKFTVVFDTGSENLWV SSKCYFSLACLL KYK SSRSSTYEKN
Nt-AP 80 2.68e-57 SDTDIIALKN YLDAQYFCEICIGS QKFTVIFDTCSSENLWV SARCYFSLACYL KYK SSHSSTYKKN
Os-AP 93  6.93e-57 AEGDIVALKN YLNAQYYGEIAIGT QMFTVIFDTGSSENLWV SSKC LSIACYF SRYK AGQSSTYKKN
AtA2-AP 84 8.76e-57 GDADIVPLKN YLDAQYYGEIAIGT QKFTVIFPTGSENLWV SCKCFFSLSCYF AKYK SSRSSTYKKS
Ha-AP 80 5.54e-56 SEGDVIVLKN YMDAQYFCEICICT QKFTVVFDTCSANLWV SSKCFLSVACLF QKYK ASRSSTYKKN
AtA3-AP 82 8.7le-56 ENADMVPLKN YLDAQYYCDITICT QKFTVIFDTCSENLWI STKCYLSVACYF SKYK ASQSSSYRKN
Fe-AP 77 1.90e-55 DDTGIISLKN YMDAQVFCEIAICT SQTFTVIFDPTCSENLWV SCKCYLSIACFF SKYK SSKSSTYVKEN
Sm2-AP 80 3.65e-48 SDTGIIVLTN ERDTTYFGEIGIGT LONFTVIFDTGSSDLWV SSKCYSSVSCWV SRYK SSDSSTYKEN
CcA-AP 80 1.32e-46 SGSAVVALTN DRDTSYFCEICICT QKFTVIFPTCSEVLWV SSKCINSKACRA SMYE SSDSSTYKEN
CcB-AP 80 3.31e-45 SGSGIVALTN DRDTAYYGEIGIGT QNFAVIF$T SEDLWV STKCDTSLACVI RYD SGDSSTYKGN
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Nombre comiezo p-value Motivos

Am-AP 379 2.56e-65 KSNGKSSGGV = DEMCTFCEMAVVWMONQIKRNETEDNIINYVNELCDRL S MCESAVDC NSLSSMPNIA
Cc.cyp-AP 379 2.56e-65 ENNGKSSSGV DEMCTFCEMAVVWMONQIKRNETEDNIINYVNELCDRL S MGCESAVDC NSLSSMPNIA
Cc-AP 379 3.36e-65 KNNGKSSGGV = DEMCTFCEMAVVWMONQIKRNQTEDNIINYVNELCDRL S MCESAVDC NDLSSMPNIA
Cv-AP 379 9.45e-64 KNNGKSSGGA NDEMCTFCEMAVVWMONQIKRNETEDNIINYVNELCDRL S MGCESAVDC NSLSSMPNIA
Nal-AP 384 1.06e-58 MNVDGSSSGL QDATCTACEMTVVWMONQLKONQTEERILNYVNELCNRL S MCESAVDC SSLSSMPGVS
Cm-AP 383 1.39e-58 DNTHKASNGL RDAMCSTCEMTVVWMONQLKONQTODRILTYVNELCDRL S MCGCESAVDC GSLSSLPNVS
Hhc-AP 380 1.39%9e-58 VNGNVDKSVA SDAMCSACEMAVVWMONQIK NKTQDLILNYINQLCERL S MCESAVDC SVLSTMPSIS
Na2-AP 384 1.59e-58 KNPGNSSDGL QDAMCTACEMAVVWMONQLRONRTEEQILNYVNELCNRL S MCESSVDC GSLSSMPNVS
Sml-AP 376 3.57e-58 VVDKNNGKSS NEMCTFCEMAVVWMONQIKRNQTODNIINYVSELCDRL S MGESAVDC NSLSSMPNIS
Ta-AP 378 1.03e-57 DEPVKSNGLH TD MCSACEMAVVWMONQLAONKTODLILDYVNQLCNRL S MCESAVDC ASLGSMPDIE
Hv-AP 348 1.17e-57 DEPVKSNGLR AD MCSACEMAVVWMONQLAQNKTQDLILDYVNQLCNRL S MCESAVDC GSLGSMPDIE
Fe-AP 376 1.52e-57 KNVDKSSGNL KDATCSACEMAVVWMONQLKONQTEDRILDYANQLCERL S MCESAVDC GSLSTLPTVS
Zm-AP 388 2.45e-56 KAGKSNGGLK SD MCNACEMAVVWMONQLAONKTQELILTYINQLCERL S MCESAVDC ASLGSMPDIA
Bd-AP 375 8.28e-56 DEAEKSNGLH SD MCNACEMAVVWMONQLSONKTQDVILNYINQLCDRL S MGCESSVDC GSLASMPEIE
AtA1-AP 376 7.02e-55 KENAKLSNGV DAACSACEMAVVWIQSQLRONMTQERILNYVNELCERL S MGCESAVDC AQLSTMPTVS
Ha-AP 379 4.44e-54 KNNGKSSAGL NDGICAFCEMAVVWMQOSQLKRNQTEDSIINYVNELCDRI S MGCESAVDC QTLSNMPNIA
Nt-AP 378 1.72e-53 DKHNGASNGL DEMCRVCEMAVIWMONOMRRNETADSIYDYVNQLCDRL S MGCESAVDC SSLASMPNVS
Vv-AP 384 6.30e-51 ENNSKASDGL DTMCSACSMAVVWIQNKLCONETIDRILKYVNELCDRL S MGCESAVDC GSLSSMPNVS
Sm2-AP 379 2.16e-50 MKNDKSSGGV DEMCTFCEMAVVWMQKEIKRNEIEDNIINYVTELCD L SSSGESVVDC NSLSSMPNTA
RC-AP 379 T.Z71e-49 SKETASDGLQ QDSACTVLEmmmmmmSJ
AtA2-AP 383 2.96e-49 KENTRSSSGL RDACC ACEMAVVWIQSQLRONMTQERIVNYINEICERM S NCESAVDC SQLSKMPTVS
Cc.A-AP 375 1.75e-47 KNNDKSSGGI DEMCTFCEMAVVWMONEIKQSETEDNIINYANELCE LSTSSEELQVDC NTLSSMPNVS
Os-AP 392 5.05e-46 DEVGKSSGPEF SSAMCNACETAVVWM TQLAQNQTQODLVLQYIDQLCDRL S MGCESSVDC SSLASMPDIA
Cc.B-AP 376 6.74e-43 VVDKNNDKSS EICTFCEMALVRMONEIKRNETEDNIIN VNEVCDQL TSSAESIVDC NGISSMPNIA
AtA3-AP 374 1.71e-40 VVDDGTSGLL NQAMCSACEMAAVWMESELTONQTQERILAYAAELCD I TQNQQSAVDC GRVSSMPIVT
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Nombre comiezo p-value Motivos

Cm-AP 240 8.54e-49 FWENRNTDEE EGGCEIVFCGVD N YKCK TYV VIQKCYWQFDMCEDVL IDGQTTGECV
AtAl-AP 232 3.31e-48 FWLNRNADEE ECCELVFGCCVD N FKCK TYV VIQKGCYWQFDMGDVL IGGAPTGECE
Ha-AP 235 3.31e-48 FWENRHTGEE EGGCELVFCCVD N FKCK TYV VTQKCYWQFDMCDVL IGDKTTGECS
Nt-AP 235 1.35e-47 FWEFNRNAQEE ECCELVFCCVD N FKCK TYV VT KCYWQFDMCDVL VGGETTGECS
Cc-AP 235 4.31e-47 FWENRNADEE ECCELVFGCGCVD N FKCK TYV VIQKGCYWQFNMGDVL TIEDKTTGECA
Am-AP 235 5.83e-47 FWENRNADEE ECCELVFCCVD N FKCK TYV VTEKGCYWQFDMGDVL IEDKTTGECS
Cc.cyp-AP 235 5.83e-47 FWENRNADEE EGGCELVFCCVD N FKCK TYV VTEKCYWQFDMCDVL IEDKTTGECS
Na2-AP 240 7.95e-47 FWLNRKSEEE EGGEIVFCCVD N YKCGE TYV VTRKGCYWQFDMDDVL VGGETTGYCS
Sml-AP 235 2.34e-46 FWENRNADEE ECGCCELVFGCCEVD N FKCR TYV VIQKCYWQFNMCDVL IEDKTTGECS
CV-AP 35 5.70e-406 FWENRNANEE EGCGCELVFCCVD N FKCK TTV VTEK WQ'!'MI—DV'L_IED'KTTGTCSJ
Rc-AP 234 7.48e-46 FWLNRNVQAE EGGCEIVFCCMD N YKGQ TYV VTQKCYWQFDMCEVL IGNEITGLCA
Nal-AP 240 8.57e-46 FWLNRNATEE EGCEIVFCGVD N YKCE TFV VT KCYWQFDMDDVL VGGETTGYCS
Bd-AP 231 1.11le-45 FWEFNRHAGEG EGGCEIVFCCMD K YICE TYV VIQKCYWQFDMCDVL VGGKSTGECA
Hv-AP 204 7.29e-45 FWLNRHVDEG ECCEIIFGCMD K YVCE TYV VTQKGCYWQFDMGDVL VGGKSTGECA
Hhc-AP 238 8.24e-45 FWLNRKSEDG EGGEIVFGGVD S @ KGE VYV VIQKCYWQEFDMGDVL VGGQSTGECE
Cc.B-AP 235 1.18e-44 FWLNRNVDEE EGCGCELVFCGVD N FRCN TYV VIRKCYWQFEMCDVL IGDKSSGECA
Sm2-AP 235 5.46e-44 FWLNRNVNEE EGCCELVFGCEVD N FRCN TYV VIQKG WQFDMCDVL IGDKSTGECA
Zm-AP 243 1T.Z21e-43 FWFNRHAGEG EGGEIVE

Ta-AP 234 1.69e-43 WLNRHADDEG EGCEIIFCCMD K YVCE TYV ATQRKCYWQEFDMCDVL VGGKSTGECA
Os-AP 248 2.95e-43 FWENRHADEG QCCEIVFGGID N YKGN TYV VTRKGYWQFNMGDVL IGGNSTGECA
AtA2-AP 239 4.11e-43 FWLNRDPKSE ECCEIVFCCVD K FRCE TEFV VIQRCYWQFDMCEVL TIAGESTGYCG
AtA3-AP 237 5.71e-43 FWLNRNPKDP ECCEIVFCCVD K FKCE TEFV VT KCYWQFDMCDLQ TIAGKPTGYCA
Fe-AP 232 2.51e-39 FWLNRNADEE IGGEIVFGGID A @ KGE TYL VTQKGYWQFDLDDVL VGGESTGFCS
Vv-AP 240 1.94e-38 FWENRNSNEE VCGEIVFCGIDSD YKGK TYV VTKKCYWQFDLGDVM IGGKTTGECA
Cc.A-AP 231 1.85e-37 FWLNRNVDEE EGCELVFCCLD N FRCD TYV VIVQYYWQFCICDVL IGDKSTGECA

SOXHANY



MOTIVO4 .
AN R LIRS
]
SE | VEG| T WxVTVY | |TL |AS 2\ 8 Wl F
S e e e r e Tl 2 2R AR RAN AR Y3385 EasF0TREL e
Nombre comiezo p-value Motivos
Am-AP 450 5.46e-64 TIGGKVFELC EQVILKICEGEAAQCISGFTAMDV RGC LWILCDVEFMCRY TVFED KLRVGFAEAA
Cv-AP 450 4.45e-63 TIGGKVFELC EQVILKIGCEGEAAQCISCFTAMDVA RCG LWILCDVFMGRY TVED KSRVGFAEAA
Cc.cyp-AP 450 4.45e-63 TIGGKVFELC EQYILKICEGCEAAQCISCFTAMDVA RC LWILCDVFMGRY TVED KLRVGFAEAA
Cc-AP 450 1.28e-62 TIGGKVFELC EQVYILKICECEAAQCISCFTAMDVA RC LWILCDVEMCQY TVFED KLRVGFAEAA
Bd-AP 446 2.69e-62 TIGGKKFALK EEYILKVCGCEG AAQCISCFTAMDI RGC LWILCGCDVFEM TVFED KLRVGFAKAA
Cm-AP 454 3.23e-62 TIGGRVEDLS EQYVLKVCEGCEAAQCISCFTALDV RGC LWILCDVEFMCRY TVFED NQRVGFAEAA
Hv-AP 419 2.03e-61 TIGGKKFALK EEYILKVCECAAAQCISCFTAMDI RC LWILCDVEM TVFD KLRIGFAKAA
Ta-AP 449 2.03e-61 TISGKKFALK EEYILKVCECAAAQCISCFTAMDI RC LWILCDVFEM TVFED KLRVGFAKAA
Sml-AP 447 3.38e-60 TIGGKVFELC EQYILKIGDGEAAQCISGFTAMDVA RG LWILGDVFMGRY TVFED KLRVGFAEAA
S— . 43e-

Sm2-AP 450 1.08e-58 TIGGKIFELT EQYIFKLGEGEAAQCISGFTTMDV RGC LWILGDIFM TVED KLRVGFAEAA
Zm-AP 759 I.76e-58 TIGGKKFKLK EQYILKVGCECQAAQCISCFTAMDL RC L

Nt-AP 449 2.85e-58 TVGNQTEFGLT QQYVLQVCEG: VAQCISCFTALDV RGC LWILCDVEFMCRY TVFED NSRVGFAEAA
AtA2-AP 454 9.30e-58 TIGGKVEFDLA EEYVLKIGEG: VAQCISGFTALDI RGC LWILCDVEFMCKY TVFDFGC NEQVGEFAEAV
Vv-AP 455 1.48e-57 TIGGKVEDLS KQVILKVCECEIAQCISCFTALDV LWILCDVEMCQY TVFED NMKVGFAEAA
Fe-AP 447 1.48e-57 TLGGKTFALA EQVILQVGCEG: ATQCISGCFIALDV RGC LWILCDIFMCQY TVFED NMQVGFAEAA
Ha-AP 450 2.63e-57 TIGGKTEDLT EQYILKVCECEVAQCISCFTALDVA LWI CDVFMG:QY TVFDF:- KSRVGFAEAA
Na2-AP 455 3.30e-57 TIGGKVFEDLS EKYVLKVCECVAAQCISCFIALDIA RG LWILCDIFMCQY TVFED NLSVGFAEAA
AtAl1-AP 447 1.14e-56 TIGGKVEFDLA EEYVLKVCEC VAQCISCFIALDVA RC LWILCDVEMCKY TVFEDFC NEQVGFAEAA
Nal-AP 455 3.8le-56 TVGGKVEFDLL EQYILQVCECVATQCISCFTALDVA LG LWILGDIFMCQY TVFED NMRVGFAEAV
AtA3-AP 445 2.84e-53 SIGGRSFDLT QDYIFKICECVESQCTSCFTAMDIA RG LWILGDIFM TVFED KGRVGFAKAA
Cc.B-AP 447 1.36e-52 TIGSKLFEVT EQVIVKVCECEAATCISCFTALDIMS Q- IWILGCDMFM TVFED KLRVGFAEAV
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MOTIVO 5

Nombre comiezo p-value Motivos

Cv-AP 182 1.35e-61 DFIEATKEPG ITFLAAKFDCILCLCFQEISVCKSV VWYNMVNQCLVQE VEFSFWENRNA NEEEGGELVE
Sml1-AP 182 4.40e-61 DFIEATKEPG ITFLAAKFDCILCLCFQEISVCKSV VWYNMVNQCLV E VFSFWEFNRNA DEEEGGELVE

c— .0Ze-

Nt-AP 182 1.40e-59 DFIEATREPG ITFLAAKFDCILCLCFQEISVCKSV VWYNMVNQCLVKK VEFSFWENRNA QEEEGGELVE
Nal-AP 187 1.40e-59 DFIEATREPS ITFVAAKFDCILCLGCFQEISVENAV VWYNMVKQCLVNE VEFSFWLNRNA TEEEGGEIVE
Cc.cyp-AP 182 1.92e-59 DFIEATKEPG ITFLAAKFDCILCLCFQEISVCKSV LWYNMVNQCLVQE VFSFWENRNA DEEEGGELVE
Am-AP 182 3.08e-59 DFIEATKEPG VTFLAAKFDCILCLCFQEISVCKSV VWYNMVNQCLV E VFSFWENRNA DEEEGGELVE
Cm-AP 187 4.19e-59 EFIEATREPS ITFLVAKFDCILCLCFKEISVENAV VWYNMVKQCLVKE VEFSFWENRNT DEEEGGEIVE
Fe-AP 179 5.67e-59 EFIEATREPS LTFVAAKFDCILCLCFQEISVCKAV VWYNMVNQCLVNE VFSFWLNRNA DEEIGGEIVE
Ta-AP 180 2.15e-57 EFIEATKEPG VTFLVAKFDGCILCLCFKEISVGCKAV VWYNMVEQCLISD VEFSFWLNR A DDEGEGGEITI
AtAl-AP 179 1.02e-56 EFIEATKEPG ITFVVAKFDCILCLCFQEISVCKAA VWYNMLKQCLIKE VESFWLNRNA DEEEGGELVE
Ha-AP 182 1.68e-56 DFIEATREPG ITFLAAKFDCILCLGYQDISVCEKAV VWYNMVNQCLVQE VESFWEFNR T GEEEGGELVE
Zm—-AP 190 5.10e-56 EFIEATKEPG LTFMVAKFDCILCLCFQEISVENAT VWYNMVKQCLISD VFSFWENR A GEGEGGEIVE
Os-AP 195 8.27e-56 DFIEATREPS ITFMVAKFDCILCLGFKEISVENAV IWYNMVRQCLVVD VEFSFWENR A DEGQGGEIVE
Hv-AP 151 1.50e-55 EFIEATKEPG ITFLVAKFDCILCLCFKEISVCKAV VWYKMIEQGCLVSD VESFWLNR V DEGEGGEIIFE
Bd-AP 178 1.69e-55 EFIEATKEPG VTFMVAKFDCILCLCFQEISVCKAV VWYKMIEQCLISD VFSFWENR A GEGEGGEIVE
Rc-AP 181 5.45e-55 DFIEATKEPG VTFLAAKFDCILCLCFQEISVCKAI VWYNMVNECLVKEQVEFSFWLNRNV QAEEGGEIVE
Vv-AP 187 3.00e-54 EFIEATKEPS ITFALAKFDCILCLCFQEISVENAV VWYNMINQELIKE IFSFWEFNRNS NEEVGGEIVE
Na2-AP 187 9.08e-54 DFIEATKEPS ITFVAAKFDCILCLCFQEISVCEDAV AWYNMIDQCLVNE VEFSFWLNRKS EEEEGGEIVE
AtA3-AP 184 1.57e-53 EFIEATSEPG ITFLLAKFDCILCLGCFKEISVENST VWYNMVEKCLVKE IFSFWLNRN KDPEGGEIVE
Sm2-AP 182 8.69e-53 DFIEATKEAD NVFLRA FDCILCLGCFQEISVRKAV VWYNMVDQCLVQE VEFSFWLNRNV NEEEGGELVE
HhCc=AP 85 1. 07e=52 EFIEATREPG VIFLVARFDCILCLCFREISVCCAV uw—mm—wmmnmﬁFJ
AtA2-AP 186 7.02e-51 EFIETTSEPG LTFLVAKFDCLLCLCFQEIAVENAT VWYNMLKQCLIKR VEFSFWLNRD KSEEGGEIVE
Cc.B-AP 182 1.42e-49 DFIETTEEDD TVFLKSEFDCILCLCFQEISACKAV VWYNMVNQCLVEEAVEFSFWLNRNV DEEEGGELVE
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Nombre comiezo p-value Motivos
Cc-AP 278 4.48e-60 MGDVLIEDKT TCFCADGCAAIADSCGTSLLAC TAIITQIN AICAKCVMSQQCKTLVDQY GKTIIEMLLS
Sml-AP 278 3.50e-59 MGDVLIEDKT TGFCSDGCAAIADSGTSLLAG TAIITQIN AIGAKCVMSQQCKTLVDQY GKSIIEMLLS
Cccyp-AP 278 7.13e-59 MGDVLIEDKT TCFCSDC-CAAIADSC[SLLAT- TAIITET
Ha-AP 278 1.10e-58 MGDVLIGDKT TCFCSGGCAAIADSGISLLAC TTIITQIN AIGCAACVMSQQCKTLVDQY GKTIIEMLLS
Am-AP 278 5.14e-58 MGDVLIEDKT TCFCSDGCAAIADSCGTSLLAC TAVITQIN AICAKCVMSQQCKTLVSQY GKTIIEMLLS
Bd-AP 274 6.80e-57 MGDVLVGGKS TGCFCAGCGCAAIADSC[TSLLAG TAIITEINEKICAACVVSQECKTVVSQY GQQOILDLLLA
Zm-AP 286 6.80e-57 MGDVLVDGKS TCFCAGCGCCAAIADSCTSLLAC TAIITEINNEKICAACVVSQECKTVVSQY GOQILDLLLA
Cv-AP 278 3.25e-56 MGDVLIEDKT TCFCSDGCAAIADSCGTSLLAC TAIITEIN ASCAKCVMSQQCKTLVSQY GKSIIEMLLS
AtAl1-AP 275 4.89e-56 MGDVLIGGAP TCFCESGCCSAIADSCGTSLLAC TTIITMIN AIGCAACVVSQQCKTVVDQY GQTILDLLLS
Hv-AP 247 6.39e-56 MGDVLVGGKS TCGCFCAGCCCAAIADSCTSLLAGC TAIITEINEKICAAGCVVSQECKTIVSQY GQQILDLLLA
Ta-AP 277 6.39e-56 MGDVLVGGKS TGCFCAGCGCCAAIADSCTSLLAGC TAIITEINEKICAAGCVVSQECKTIVSQY GQQILDLLLA
Fe-AP 275 7.80e-54 LDDVLVGGES TCFCSGGCSAIADSGISLLAGC T VVAQIN AIGASCVVSQECKTVVSQY GKQILDLLVS
Os-AP 291 7.80e-54 MGDVLIGGNS TCFCAAGCAAIADSGISLLTC TAIITQINEKIGATCVVSQECKAVVSQY GOOILDQLRA
Hhc-AP 281 1.10e-53 MGDVLVGGQS TCFCEGGCAAIADSGISLIAC TTVITEIN KIGCAACVVSQECKAVVQQY GQQILDMLIA
Nal-AP 283 1.55e-53 MDDVLVGGET TCYCSGGECSAIADSGISLLAGC TTIVAQIN AIGASCVVSQECKAVVAQY GTAILDMLIS
Na2-AP 283 8.19e-53 MDDVLVGGET TCYCSGGCSAIADSGISLLAGC TTIIVQIN AIGASCLVSQECKAVVSQY GKAILDALVA
Rc-AP 277 1.02e-52 MGEVLIGNEI TCLCADGCKAIADSGISLLAC TTVITQIN AIGASCIVSQECKTVVEQY GKFILEMLTA
Vv-AP 283 5.04e-52 LGDVMIGGKT TCFCASGCSAIADSGISLLAC TTIITEVN AIGASCFVSQECRAVVQQY GQIIIDMLLT
Nt-AP 278 9.43e-52 MGDVLVGGET TGFCSCCECSAIADSCTSLLAGC TTIITQIN VICASCVVSQECKSLVTEY GKTILDLLES
CcA-AP 274 1.31e-50 IGDVLIGDKS TCFCA GCQAFADSGISLLSC TAIVTQIN AIGANCVMNQQCKTVVSRY GRDITIEMLRS
AtA2-AP 282 3.16e-50 MGEVLIAGES TCYCCESCGCCSAIADSCISLLAC TAVVAMINKAICASCVVSQQCKTVVDQY GOTILDLLLA
Sm2-AP 278 3.84e-50 MGDVLIGDKS TGFCANGCAAIADSCGITLLTG TAIVTQINQAIGANRVMNQOQOCKTLVSRY GKNIMOMLMS
Cm-AP 283 ©0.80e-50 MGDVLIDGQT TCFCVITCSAIADSC[ISLLAT TTIITEVN AICAT-VVSQECKAVVAE GETITKMLLE
CcB-AP 278 2.36e-49 MGDVLIGDKS SGFCAGCCCAAIADSCG[TSFFAG TAIITQINQAICAKCVLNQQCKTLV:QY GKNMIQMLTS
AtA3-AP 280 3.44e-49 MGDLQIAGKP TCYCAKCCSAIADSCISLLTC STVITMIN AICAQC-IVSRECKAVVDQY GKTMLNSLLA
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MOTIVO 7

Nombre comiezo p-value

Cv-AP 131 4.80e-57 ACLFHSKYKS S SSTYKKNGTSAAIQYCTCSISCFVSQDSVKLCDLVVKEQDFIEATKE  GITFLAAKED
Sml-AP 131 4.80e-57 ACLFHSKYKS S/ SSTYKKNGTSAAIQYGTGSISGFVSQDSVKLGDLVVKEQDFIEATKE GITFLAAKFD
Am-AP 131 4.80e-57 ACLFHSKYKS TYKKNG-TSAAI TC-SISCFVSQDSVKLCDLVVKEQDFIEATKE  GVTFLAAKED
Cc.cyp-AP 131 4.80e-57 ACLFHSKYKS S SSTYKKNGTSAAIQYGTGSISCFVSQDSVKLCDLVVKEQDFIEATKE  GITEFLAAKED
Cc-AP 131 4.80e-57 ACLFHSKYKS S SSTYKKNGTSAAIQYGTGSISCFVSQDSVKLCDLVVKEQDFIEATKE  GVTFLAAKED
Cm-AP 136 4.04e-56 ACYFHSKYKS SSSSTYKKNCK ADI TCAISCYFSQD VKVCEDLVVKNQEFIEATRE  SITEFLVAKED
Bd-AP 127 2.40e-55 ACYFHSRYKA CQSSTYKKNCGCK AAIQYGTGESIACYFSEDSVTVCEDLVVKDQEFIEATKE  GVTEFMVAKED
Hv-AP 100 1.11e-54 ACYLHSRYKA CASSTYKKNCK AAIQYCTCSIACYFSEDSVTIVCDLVVKDQEFIEATKE  GITEFLVAKED
Ta-AP 129 1.11e-54 ACYLHARYKA CASSTYKKNCK AAIQVCTGSIAGYFSEDSVTVCDLVVKDQEFIEATKE  GVTFLVAKED
Nt-AP 131 1.26e-54 ACYLHPKYKS S SSTYKKNCTSAAIRYCTGSISCYFSNDNVKVCEDLIVKDQDFIEATRE  GITFLAAKED
Ha-AP 131 1.22e-53 ACLFHQKYKA SRSSTYKKNGCTAAAIQYC-TCAISCVFSRDSVKLCDLVVKEQDFIEATRE  GITFLAAKED
Os-AP 144 4.27e-53 ACYFHSRYKA GQSSTYKKNGK ASI TCAISCYFSQDSVKVEDVAVKNQDFIEATRE SITEMVAKED
Fe-AP 128 1.15e-52 ACFFHSKYKS SKSSTYVKNGKSAEI TCAISCYFSQDNVKVEDLVVENQEFIEATRE  SLTEVAAKED
Na2-AP 136 1.60e-52 ACYLHPKYKS FKSSTYAKNG-KSAAI TCAISCFFSQD VKMCDLVVENQDFIEATKE  SITEVAAKED
AtAl-AP 128 1.98e-52 ACLLHPKYKS SRSSTYEKNGKAAAI TCAIACFFSNDAVTVCEDLVVKDQEFIEATKE  GITEVVAKED
Zm-AP 139 2.46e-52 ACYFHSRYKS GQSSTYKKNGCK AAIQYGTCAIACFFSEDSVKLCDLDVNDQEFIEATKE  GLTEFMVAKED
Rc-AP 130 1.19e-51 ACYFHSKYKA SESSTYQKNCTSAAIRYCTGSISCFFSQDNVKVCEDLVIRNQDFIEATKE  GVTFLAAKED
Vv-AP 136 1.46e-51 ACYFHSKYKS SQSSTYKKNGTSADI TCAISCFFSKDDVKVCEDLAVINQEFIEATKE  SITFALAKED
Hhc-AP 134 2.20e-51 ACLLHTKYKS GRSSTY KNGK AAT TCAIACYFSED VELGCDFVVKCQEFIEATKE  GVTELVAKED
Nal-AP 136 2.70e-51 ACYFHSKYKS SLSSSYTKNGKSAET TCAISCFFSQD VKLCGDLVVENQDFIEATRE  SITEVAAKED
Sm2-AP 131 2.64e-50 SCWVHSRYKS SDSSTYKENGTSGAIQYGTGSIAGFYSQDSVEVGDLVVKEQDFIEATKEA DNVFLRAHFD
AtA3-AP 133 1.78e-49 ACYFHSKYKA SQSSS

AtA2-AP 135 2.13e-48 SCYFHAKYKS SRSSTYKKSCGCKRAAT SGSISCFFSYDAVTVEDLVVKDQEFIETTSE GLTEFLVAKED
Cc.A-AP 131 2.3le-46 ACRAHSMYES SDSSTYKENGTFCAITYGCTGSITCFFSQDSVTICDLVVKEQDFIEATDEA DNVELHRLED
Cc.B-AP 131 7.82e-45 ACVIHPRYDS GDSSTYKGNGCTTASIQYGTCAIVCFYSQDSVEVCEDLVVE QDFIETTEED DTVELKSEFD
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MOTIVO 8

Nombre comiezo p-value Motivos

Am-AP 328 2.22e-47 QQCKTLVSQY KTITEMLLSEAQ DKICSQMKLCTFD:-ARDVSSIIESVVD KSNGKSSGGV
Cc-AP 328 2.22e-47 QQCKTLVDQY KTITEMLLSEAQ DKICSQMKLCTFD-ARDVSSIIESVVD KNNGKSSGGV
AtAl-AP 325 8.33e-47 QQCKTVVDQY QTILDLLLSETQ KKICSQICLCTFD:-TRC-VSMCIESVVD KENAKLSNGV
Cv-AP 328 5.36e-46 QQCKTLVSQY KSITIEMLLSEAQ DKICSQMKLCTFDC:-ARDVSSIIESVVD KNNGKSSGGA
Hv-AP 297 1.54e-44 QECKTIVSQY QOILDLLLAETQ KKICSQVCLCTFDC-TRGVSAGCIRSVVD DEPVKSNGLR
Bd-AP 324 1.54e-44 QECKTVVSQY QOILDLLLAETQ KKICSQVCLCTFDC-TRGCVSAGCIRSVVD DEAEKSNGLH
Sml-AP 328 3.00e-44 QQCKTLVDQY KSITIEMLLSEAQ DKICSQMKLCTFNGCARDVSSIIESVVD KNNGKSSGNE
CC.Cyp—-AF 3238 3.00e-44 QUCKTLVSQY nlmmﬁmmmmJ
Ha-AP 328 9.57e-44 QQCKTLVDQY KTIIEMLLSEAQ DKICSRMNLCTFD(:SRDVSSIIESVVD KNNGKSSAGL
Fe-AP 325 1.23e-43 QECKTVVSQY KQILDLLVSQTQ RKICSQICLCTFD:-TRGCVSMGCIESVVD KNVDKSSGNL
Ta-AP 327 3.30e-43 QECKTIVSQY QOILDLLLAETQ KKVCSQVCLCTFD-TRCVSACIRSVVD DEPVKSNGLH
Hhc-AP 331 4.74e-43 QECKAVVQQY QOILDMLIAQTQ MKICSQICLCTFD:-TRCVSMCIESVVN GNVDKSVASD
Zm-AP 336 6.02e-43 QECKTVVSQY QOILDLLLAETQ AKICSQVCLCTEFDCT CVSTGCIRSVVD DKAGKSNGGL
AtA2-AP 332 1.09%9e-42 QQCKTVVDQY QTILDLLLAETQ KKICSQICLCAYDCT (CVSMGCIESVVD KENTRSSSGL
Sm2-AP 328 9.42e-42 QQCKTLVSRY KNIMOMLMSEAQ DKICS MNLCTFDGA DVSSIIESVVD MKNDKSSGGV
Cc.A-AP 324 3.87e-41 QOCKTVVSRY RDITE

Naz2-AP 333 2.82e-40 QECKAVVSQY KAILDALVAEAQ QKICSQICLCTFD:-KR:VSMG-IESVVE KNPGNSSDGL
Nal-AP 333 4.68e-40 QECKAVVAQY TAILDMLISETQ KKICSQICLCTFDCG-KRC:VSVCEIKSVVD MNVDGSSSGL
Cm—-AP 333 2.54e-39 QECKAVVAEY ETITKMLLEKDQ MKICSQICLCTFD:-TQC-VSMDIESVVD NTHKASNGLR
Cc.B-AP 328 2.80e-39 QOCKTLVGQY KNMIQMLTSEVQ DKICS MKLCTFDGA DVRSMIESVVD KNNDKSSGGE
Rc-AP 327 5.52e-39 QECKTVVEQY KFILEMLTAQAQ QKICSQIGFCTFDGTQCVSTNIESVVD KSKETASDGL
Vv-AP 333 6.08e-39 QECRAVVQQY QIIIDMLLTKEQ QKICSQICLCAFNC-IRCVSMC-IESVVD ENNSKASDGL
Nt-AP 328 2.74e-37 QECKSLVTEY KTILDLLESKAA QKICSQICLCSSD:SRDVSMIIESVVD KHNGASNGLG
Os-AP 341 7.98e-37 QECKAVVSQY QOILDQLRAETK AKVCSSVCLCTEFDGT CVSAGCIRSVVD DEVGKSSGPE
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MOTIVO 9

Nombre comiezo p-value Motivos
Sml-AP 17 8.76e-34 ASLLALFLFF LLS TAFSVSNGGLVRVGLKKRKVDQINQ LSGHGASMEG
m— . 7T0e-=
Cc.cyp—-AP 17 3.24e-33 ASVLALFLFF LLS TAFSVSNCCLLRVCLKKRKVDQINQ LSGHGVSMEA
Cc-AP 17 3.98e-33 ASLLALFLEV LLS TAFSASNCCLLRVCLKKRKVDQINQ LRNHGASMEG
Cv-AP 17 5.76e-31 ASLLALFLLF LLS TAISVSNDGCLIRVCLKKRKVDQINQ LSGHGASMEG
| Sm2-AP 17 7.24e-30 ASLLALFLFF LLS TAFSASI;_I;I;\;_EMWE—MGJ KKRKVDRSDQ LHGLGVHTKR

CC.B-AP 7 1.236-29 ASLLALFLFEF LLS TAFSVS

Nt-AP 17 1.5%9e-29 ACLSALCLLL LLS MVFSVSNDCLIRVCIKKRKLDQINQ AFGGIDSNGA
Cc.A-AP 17 4,.99e-29 ANVLALFLEY LLS TVFSVSDDGCLIRICLKKRKVDRIDQ LRGRRALMEG
Nal-AP 17 2.40e-28 SVLASLFLLL LLS LVNSSSNDRLLRVCLKKRKLDQINR FSSLYGCKGK
Cm-AP 17 1.51e-27 TVVATFFLCEF LLF LVFSASNCGCLVRICLKKMKLDKNNR VAAQLESKDG
Na2-AP 17 3.0le-26 TALTTLFLLL LLS LVTSLSSDRLLRVCLKKRKLDQINR LSSHYGCKGK
Ha-AP 17 7.83e-25 TSLLALFLLEF ILS TAFSSTKCGLLRVGLKKRKTNQFNR VSEHGLSMEG
AtA2-AP 17 1.35e-23 AVAFSVEVSEF LLFFTAYSKRNDGCTFRVCLKKLKLD NNR LATREGSKQE
Vv-AP 17 1.48e-23 TVAVALFLSI LMFS EFSASDCCLVRICLKKRAFDQTNR LAARIESKQG
Fe-AP 15 2.11e-23 SRISLLLLVL LVS ISLSVANNDLVRVCLKKRKLD TNR PASRFGCKKH
Rc-AP 14 1.30e-22 KSSALWISEV LLL VVFSL NDALVRVCLKKKKFDQVNI PAGTVDFKEG
Bd-AP 15 2.15e-22 RVVLVLFAAV LLQALL ASEAECLVRIALKKR IDQNNR VATRLSGEEG
AtAl-AP 17 4.95e-22 TVAVSLIVSE LLCFSAFAERNDCTFRVCLKKLKLDSKNR LAARVESKQE
Ta-AP 15 8.87e-21 GLAVLLLAAV LLQCLLLASEAECLVRIALKKRAIDRNSR VAKSLSDREE
Os-AP 18 1.53e-20 LLLLLLLAAV LLQ LLAAAAAECVVRIALKKRQVDETG-R VGGHLAGEDA
AtA3-AP 19 2.42e-20 LLVFLLSCLI LISTASCERNCDGTIRICLKKRKLDRSNR LASQLEFLKNR
Hhc-AP 17 4.79%9e-20 GILPALILSM LVFQLALSASAECLVRINLKKK FDEKSR VSSRLSADED
Zm-AP 22 4.21le-17 AXALLOALAP ASAXAAAAXAACCLVRVALKKQ VDONAR VAARLSAEER
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MOTIVO 10

Nombre comiezo p Motivos

Cv-AP 429 6.91le-26 SPMGESAVDC NSLSSM NIAFTIGCCKVFELC PEQYILKIGE

Sml-AP 426 6.91le-26 SPMGESAVDC NSLSSM NISFTIGGKVFELC PEQYILKIGD

m— .9Te-

Cc.cyp-AP 429 6.91le-26 SPMGESAVDC NSLSSM NIAFTIGCCKVFELC PEQYILKIGE

Cc-AP 429 9.55e-23 SPMGESAVDC NDLSSM NIAFTIGCKVFELC PEQYILKIGE

m2-AP 429 5.34e-22 SSSGESVVDC NSLSSM NTAFTIGGKIFELT PEQYIFKLGE

Cc.A-AP 425 5.34e- TSSEELQVD PEQYILKVGK
Vv-AP 434 2.27e-21 SPMGESAVDC CSLSSM NVSLTICCKVFEDLS PKQYILKVGE
Na2-AP 434 2.27e-21 SPMGESSVDC SLSSM NVSLTICGCKVEDLS PEKYVLKVGE

Ha-AP 429 2.03e-20 SPMGESAVDC QTLSNM NIAFTICCKTFDLT PEQYILKVGE

Rc-AP 429 2.03e-20 SPNGESAVDC SSLSSM IVSFTICGCKAFKLT ADQVKGC

Hv-AP 398 2.03e-20 SPMGESAVDC CSLG:SM DIEFTICCKKFALK PEEYILKVGE

Zm-AP 438 2.26e-20 SPMGESAVDC ASL:-:SM DIAFTICCKKFKLK PEQYILKVGE

Bd-AP 425 4.17e-20 SPMGESSVDC GSLASM EIEFTICCKKFALK PEEYILKVGE
Nal-AP 434 2.22e-19 SPMGESAVDC SSLSSM CVSFTVCCKVEDLL PEQYILOVGE ;D
AtA2-AP 433 3.90e-19 SPNGESAVDC SQLSKM TVSFTICCKVFDLA PEEYVLKIGE Z
Hhc-AP 430 8.93e-19 SPMGESAVDC SVLSTM SISFTIGCCKQFDLT AEQYVLKVGE E
AtAl1-AP 426 9.77e-19 SPMGESAVDC AQLSTM TVSLTIGCKVEFDLA PEEYVLKVGE O
Ta-AP 428 9.77e-19 SPMGESAVDC ASL(G:SM DIEFTISCKKFALK PEEYILKVGE 2
Os-AP 442 1.67e-18 SPMGESSVDC SSLASM DIAFTIGCNKEFVLK PEQYILKVGE

Cm-AP 433 3.10e-18 SPMGESAVDC GSLSSL NVSLTIGGRVFDLS PEQYVLKVGE

Cc.B-AP 426 4.16e-17 TSSAESIVDC NGCISSM NIAFTICSKLFEVT PEQYIYKVGE
Nt-AP 428 5.29%9e-17 SPMGESAVDC SSLASM NVSFTVCNQTFCLT PQQYVLQVGE

Fe-AP 426 5.29e-17 SPMGESAVDC GSLSTL TVSFTLGCKTFALA PEQYILOQVGE
AtA3-AP 424 1.42e-15 TONQQSAVDC GRVSSM IVTFSIGGRSFDLT PQODYIFKIGE
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Figura 1: Motivos conservadosl a 10 para PAs de plantas (pigina anterior). Los motivos 1 y 6 muestran las
secuencias cataliticas (recuadros rojos) y en recuadros verdes se indican la silpepsina 1 y silpepsina 2.El logo indicael
motivo de la proteina. Los logotipos son una herramienta de visualizacién de motivos.La altura de una letra indica su

frecuencia relativa en la posicion dada(Eje x) en el motivo

Cada motivo tiene un cierto numero de columnas alineadas, indicadas por letras de
color en la figura. Las columnas alineadas pueden presentar deleciones. Los
residuos grises no son alineados entre si, dado a que su identidad no es importante
y se omiten del logo.

Los colores corresponden al tipo de residuos con mayor prevalencia en dicha
posicion: los residuos hidréfobos se muestran en azul (ACFILVM), los residuos
polares no cargados en verdes (NQST), los residuos acidos en color magenta (DE)
y los residuos con carga positiva en rojo (KR), mientras que en rosa se muestra la

histidina, en naranja la glicina, en amatrillo la prolina y en turquesa el triptéfano.
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Figura 2. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los precursores de silpepsinal y cenprosina. Las
regiones correspondientes al péptido sefial del N-terminal (), el prosegmento ( ---) y el inserto especifico de
planta (——) estan indicadas por flechas sobre las respectivas secuencias. Las triadas cataliticas se hallan recuadradas.
Los residuo azules representan sustituciones conservativas entre ambas secuencias y los rojos, aquellas sustituciones
semi-conservativas. El alineamiento se realizé con es servidos Clustal Omega.
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Figura 3. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los precursores de silpepsina 2 y artiumsina. Las regiones
correspondientes al péptido sefial del N-terminal ( —— ), el prosegmento (- ) y el inserto especifico de planta
(--- ) estan indicadas por flechas sobre las respectivas secuencias. Las triadas cataliticas se hallan recuadradas. Los
residuo azules representan sustituciones conservativas entre ambas secuencias y los rojos, aquellas sustituciones semi-
conservativas. El alineamiento se realizé con es servidos Clustal Omega.
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Figura 4. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de los precursores desilpepsina 1 y silpepsina 2.
Las regiones correspondientes al péptido sefial del N-terminal (- ), el prosegmento (---) y el inserto especifico de
planta (— — ) estan indicadas por flechas sobre las respectivas secuencias. Las triadas cataliticas se hallan recuadradas.
Los residuos azules representan sustituciones conservativas entre ambas secuencias y los rojos, aquellas sustituciones
semi-conservativas. En negrita se indican los sitios de N-glicosilacién. El alineamiento se realizé con es servidos
Clustal Omega.
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Mapa del vector pPGEM-pPreproSm1l-wt. Se indican varios sitios de restriccion. La secuencia de los origenes de
replicacion, gen reportero: LacZ, origen de replicacion, el gen de resistencia a Am, promotor Am y LacZ y la
secuencia de la preprosilpepsina 1 (pPreproSm1-wt), se muestra en color rosa. Este mapa fue realizado con el

servidor PlasMapper 2.0.
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Mapa del vector pGEM-pPreproSm2-wt. Se indican varios sitios de restriccion. La secuencia de los origenes
de replicacién, gen reportero: LacZ, origen de replicacion, el gen de resistencia a Am, promotor Am y LacZ y la
secuencia de la preprosilpepsina 2 (pPreproSm2-wt), se muestra en color rosa. Este mapa fue realizado con el

servidor PlasMapper 2.0.
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Mapa de la construccion pB7RWG2-pPreproSm2-wt-eGFP. Se indican varios sitios de restriccion. La
secuencia de la preprosilpepsina 2(pPreproSm?2), se muestra en color rosa, mientras que los sitios a/#B se
indican con fucsia. También se muestran elorigen de replicacion, el gen de resistencia a Sp, promotor y
terminador. El mapa de la construcciéon mutante es equivalente. Este mapa fue realizado con el servidor

PlasMapper 2.0.
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Mapa de la construccion pB7RWG2-pPreproSm2-Wt-mRFP. Se indican varios sitios de restriccion. La
secuencia de la preprosilpepsina 2, se muestra en color rosa, mientras que los sitios a#B se indican con fucsia.
También se muestran el origen de replicacion, el gen de resistencia a Sp, promotor y terminador. Este mapa fue

realizado con el servidor PlasMapper 2.0.
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ADNCc: Acido Desoxiribonucleico complementario

AG: Aparato de Golgi (Golgi apparatus)

ARN: Acido Ribonucleico

Atg: proteinas relacionadas con la macroautofagia (AuTophaGy related proteins)
CtVSD: determinante C-terminal de direccionamiento vacuolar (C-terminal
vacuolar sorting determinant)

Dnasa: Desoxiribonucleasa

DTT: Ditiotreitol

EDTA: Acido Etilen Diamin Tetraacetico

GFP: Proteina Verde Fluorescente (green fluorescent protein)

LIR: Region de interaccion LC3 (LC3-interacting region)

LV: Vacuola Litica (lytic vacuoles)

ON: Overnight (durante toda la noche)

PA: Proteasa Aspartica (aspartic proteinase)

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
Pro: propéptido

PS: Péptido Sefal (signal peptide)

PSI: Inserto Especifico de Plantas (Plant Specific Insert)

PSV: Vacuola de Almacenamiento de Proteinas (protein storage vacuole)
PsVSD: determinante de direccionamiento vacuolar de estructura fisica (physical
structure vacuolar sorting determinant)

RE: Reticulo Endoplasmico (endoplasmic reticulum)

RFP: Proteina Roja Fluorescente (red fluorescent protein)

SAPLIPs: Saposin-Like Protein Family (Familia de Proteinas Similares a

Saposinas)
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TGN: Red del #rans-Golgi (trans-Golgi network)
VSD: determinante de direccionamiento vacuolar (vacuolar sorting determinant)
wt: del ingles wild-type, refiere a la proteina cuya secuencia se corresponde con la

nativa
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