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1.- ESTRUCTURA Y FORMACION DE LAS SEMILLAS

La aparicion de la semilla en el ciclo vital de las plantas superiores constituyd un
proceso de adaptacion unico al asegurar la supervivencia en la generacion
siguiente aun en condiciones ambientales adversas. La estructura y fisiologia de
la semilla estan adaptadas para su actuacion como unidad de dispersion y son
consecuencia de la suma de multiples procesos como cambios morfologicos,
estructurales y de expresion génica (Linkies et al. 2010).

La embriogénesis cigotica engloba la formacion de la semilla asi como la
fase de preparacion para la germinacion. La embriogénesis comienza a partir del
zigoto en un proceso que, al principio, es muy similar en mono y dicotiledoneas.
En la Figura 1 se esquematiza la embriogénesis en Arabidopsis thaliana, que
corresponde con la planta dicotiledonea mas estudiada y en la que este proceso
es mas conocido. Tras una fase de expansion y elongacion, el zigoto
experimenta una division transversal para dar lugar a dos células: la célula
apical, que dard lugar a la mayor parte del embrién propiamente dicho, y la
célula basal, que originara una pequefia parte del embrion y el suspensor, un
tejido que soporta al embrioén y conduce los nutrientes desde el tejido materno,
degenerando al final del proceso. La célula apical sufre dos divisiones
longitudinales y una transversal generando ocho células que constituyen el
embrion (etapa octante). A continuacion, el embrion pasa por una etapa de
intensa proliferacion celular que finaliza con una masa de células de forma casi
esférica y simetria radial (etapa globular). En este punto, el embrion cambia de
simetria radial a simetria bilateral presentando forma de corazon. Se produce la
diferenciacion tisular y comienzan a distinguirse dos cotiledones a ambos lados
del meristemo apical, y el meristemo de la raiz en la zona central e inferior. La
embriogénesis continia con un aumento de tamafio por proliferacion y
expansion celular. Los tejidos del cortex y del endodermo se diferencian y
comienzan a acumular proteinas y lipidos. El embrion se alarga (etapa torpedo)

y, a partir de cierta longitud, comienza a curvarse y los cotiledones se doblan
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sobre el hipocotilo (etapa cotiledon). El embridon sigue aumentando de tamaiio
principalmente por expansion celular. Todos estos procesos estan altamente
controlados a través de una intensa regulacion de la expresion de numerosos
genes, cuya identidad y funcion estd empezando a determinarse. Algunos de
estos genes estan relacionados con la sintesis, transporte o percepcion de seiales

hormonales (Pineda 2004).

Epicotilo
(Meristemo caulinar)

Cubierta
Cotiledones

Endospermo

Nucela
Embrion

Célula apical
Hipocotilo

Raiz

Célula basal Globular Torpedo

Suspensor Corazon Etapa cotiledon

Hipofisis . .
Micropilo

Ovulo Desarrollo embrionario Semilla madura

Figura 1. Embriogénesis y desarrollo de la semilla en Arabidopsis. Adaptado de Castle y
Meinke (1993).

El desarrollo de la semilla se puede dividir en funcion de la masa de ésta
a lo largo del tiempo en dos fases: de pre-almacenamiento y de almacenamiento.
La primera estd marcada por la division celular de los tejidos del embrion y la
expansion de las células del endospermo y de la cubierta (Borisjuk et al. 1995).
Esta fase es muy sensible a los cambios en la actividad fotosintética en hojas
llegando a comprometerse en este estadio el tamafio y nimero de semillas por

vaina (Toker 2004). Con el desarrollo del embrion, éste pasa de depender del
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suministro ofrecido por el endospermo a hacerlo del aporte ofrecido por la
cubierta que comienza a especializarse en el paso de nutrientes hacia el embrion.

El paso a la segunda fase se produce a través de un proceso de transicion
con caracteristicas comunes a ambas fases. Durante este proceso, la division
celular, la expansion celular y el almacenamiento de sustancias de reserva se
intercalan en el tiempo en forma de ondas secuenciales a través de los tejidos del
cotiledon (Patrick y Stoddard 2010). Las células del cotiledon en Vicia faba se
expanden, sintetizan proteinas de almacenamiento y almiddén, y se someten a
endopoliploidizacion durante el proceso de transicion (Borisjuk et al. 1995). La
fase de almacenamiento se caracteriza por el llenado de los cotiledones en
ausencia de division celular y el mantenimiento de la funcién de la cubierta en el
paso de sustancias.

Durante la embriogénesis se producen importantes cambios hormonales.
Asi, en las primeras fases, de alta actividad mitética, se produce sintesis de
citoquininas, implicadas en la formacion de elementos vasculares (Mahonen et
al. 2000; Inoue et al. 2001), y de giberelinas en el suspensor (Picciarelli et al.
1994; Solfanelli et al. 2005). También incrementan las poliaminas como
espermidina y espermina, con efectos sobre la mitosis (Baron y Stasolla 2008).
En la fase intermedia (torpedo), caracterizada por la expansion celular, existe un
alto contenido de auxinas libres y conjugadas, sintetizadas por los tejidos de la
propia semilla, y se produce un descenso de las citoquininas. En la etapa final de
preparacion para la desecacion, juega un papel fundamental el acido abscisico y
ya no se detectan auxinas ni giberelinas (De Smet et al. 2010).

La desecacion de la semilla supone el final del desarrollo y maduracion,
y la entrada del embrién en un estado de quiescencia o dormicidn, proceso
controlado por acido abscisico. La tolerancia a la desecacion se produce al final
de la maduracion mediante incrementos importantes en algunos oligosacaridos
(rafinosa, verbascosa, estaquiosa), la pérdida de agua y la induccion de la

sintesis de proteinas LEA (Rai et al. 2011). El contenido en agua de las semillas
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puede llegar a niveles del 5-10% sin sufrir dafios en la viabilidad del embrion,
denominandose semillas ortodoxas. Las proteinas LEA se unen a estructuras
subcelulares, membranas fundamentalmente, y a otras proteinas para protegerlas
del efecto negativo que supone la pérdida de agua. Algunas proteinas LEA
también se han implicado en el control de la perdida de agua por parte de la
semilla evitando la desecacion prematura (Manfre et al. 2009). La tolerancia a la
desecaciébn es una respuesta multifactorial y sinérgica en la que cada
componente es igualmente critico. Finalmente, la semilla entra en un proceso de
dormicion que le impide germinar en la propia planta (viviparismo) y le permite
sobrevivir en condiciones adversas.

La maduracién de la semilla se considera completada cuando se ha
producido la acumulacién de compuestos de reserva, ha descendido el contenido
de agua, los niveles de 4cido abscisico han incrementado, y se han establecido la

tolerancia a la desecacion y la dormicion primaria (Holdsworth et al. 2008).

2.- DORMICION Y GERMINACION DE SEMILLAS

2.1.- Dormicion.

Semillas en dormicion son aquellas incapaces de completar la germinacion bajo
condiciones favorables siendo semillas viables e intactas. Todos los
acontecimientos celulares y metabolicos que ocurren antes de completar la
germinacion de semillas no durmientes ocurren también en semillas durmientes
embebidas (Bewley 1997). La dormicion se divide en primaria o secundaria,
dependiendo si la capacidad germinativa de la semilla esté impedida antes o
después de su dispersion, respectivamente. Esto no es dbice para que existan
otros tipos de dormicion. La dormicion debe ser eliminada por el mecanismo
apropiado para que la semilla pueda germinar. La deficiencia en acido abscisico
durante el desarrollo de la semilla se ha asociado con la ausencia de dormicion
primaria, mientras que el incremento del contenido de acido abscisico en la

semilla mediante la sobreexpresion de los genes responsables de su biosintesis
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puede aumentar la dormicion de la semilla o retrasar la germinacion (Finkelstein
et al. 2002; Nambara y Marion-Poll 2003; Kushiro et al. 2004). De esta forma,
las semillas con inhibiciéon de la sintesis de 4cido abscisico o falta de
sensibilidad al acido abscisico presentan dormicién secundaria o viviparismo.
Unicamente el ABA sintetizado por el propio embrién produce una dormicién
primaria duradera de este (Le Page-Degivry y Garello 1992). Tratamientos con
temperaturas de 4 °C (estratificacion) en semillas de Arabidopsis embebidas en
oscuridad producen un aumento en giberelinas, al aumentar su sintesis y
disminuir su degradacidon, incrementando la capacidad germinativa de las
semillas (Yamauchi et al. 2004).

El etileno podria actuar como un control superior de las hormonas
implicadas en la dormicion y la germinacion. Los resultados obtenidos en
semillas de Arabidopsis que presentan mutaciones en los receptores de etileno
etrl sugieren la existencia de una interrelacion entre el etileno y las giberelinas,
acido abscisico, auxinas y/o citoquininas durante el proceso de dormicion y

germinacion de la semilla (Chiwocha et al. 2005).

2.2.- Germinacion

La germinacion de la semilla implica la recuperacion de su actividad y se define
como la suma de eventos que comienza con la hidratacion de la semilla seca y
culmina en la emergencia del eje embrionario a través de la cubierta seminal.
Para ello, es necesaria la conjuncién de ciertas condiciones ambientales
favorables como un sustrato himedo, suficiente disponibilidad de oxigeno y una

temperatura adecuada (Nonogaki et al. 2010).

2.2.1.- Imbibicidn y reanudacidn del metabolismo.

El desarrollo de la nueva plantula, que comienza con la toma de agua por parte
de la semilla seca, consta de tres fases (Figura 2): hidratacion, germinacion y

crecimiento (Bewley 1997). En la primera fase tiene lugar una intensa absorcion
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de agua (imbibicion) por los distintos tejidos de la semilla y un aumento paralelo
de la actividad respiratoria. En la segunda fase se produce una ralentizacion en
la absorcion de agua. Esta fase representa el proceso de germinacion
propiamente dicho y en ella se producen las transformaciones metabolicas
necesarias para el correcto desarrollo de la plantula. La tercera fase o fase de
crecimiento se asocia con la emergencia de la radicula, volviendo a aumentar la
absorcion de agua y la actividad respiratoria. Una semilla durmiente no
completa la germinacién por lo que no puede entrar en la Fase III.

La entrada de agua en las semillas durante la Fase I produce
perturbaciones temporales en las estructuras celulares, especialmente en
membranas, lo que da lugar a una pérdida rapida de solutos y metabolitos de
bajo peso molecular al medio que rodea a la semilla (Bewley 1997). Esto se
debe a la transicion de los fosfolipidos de las membranas del estado gel
alcanzado durante la maduracién y desecacion hasta un estado normal de
hidratacién liquido cristalino. Este cambio se realiza en un periodo corto de
tiempo, restringiéndose asi la pérdida excesiva de solutos. El mecanismo por el
que se reparan los dafios producidos en las membranas y orgénulos por los
procesos de desecacion y rehidratacion de la semilla es ain desconocido.
Durante la germinacion de semillas de algodon se ha descrito un aumento de la
cantidad de N-acetil-fosfatidil-etanolamina, un fosfolipido con propiedades
estabilizadoras de membrana, que podria estar implicado en el mantenimiento y
mejora de la integridad de las membranas (Sandoval et al. 1995).

La actividad metabolica se reanuda tras la imbibicién utilizando las
estructuras y enzimas presentes en la semilla seca. La entrada de agua durante la
imbibicion produce la reactivacion o sustitucion de los componentes del
metabolismo que en pocas horas son totalmente funcionales (Figura 2). Uno de
los primeros cambios es la recuperacion de la actividad respiratoria que se
detecta en minutos. Tras este aumento inicial del consumo de oxigeno, se

produce un descenso hasta que la raiz penetra en las estructuras que la rodea. La
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glucdlisis y la ruta oxidativa de las pentosas fosfato se reanudan durante la Fase
I y se activan las enzimas del ciclo de Krebs (Nicolas y Aldasoro 1979; Salon et
al. 1988). Muchas semillas en germinacion producen etanol como resultado de
una deficiencia interna de oxigeno causada por la restriccion a la difusion de
gases de las estructuras que rodean la semilla y por la densidad de la estructura
interna (Kennedy et al. 1992). Esta deficiencia en oxigeno puede dar lugar a una
mayor produccion de piruvato en lugar de utilizar las actividades del ciclo de

Krebs y la cadena de transporte de electrones (Bewley 1997).
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Figura 2. Representacion de los principales eventos asociados con la germinacion y
posterior crecimiento. El rango de tiempo varia entre horas y semanas dependiendo de la
especie y las condiciones de germinacion. Adaptado de Bewley (1997).

Las semillas embebidas generan especies reactivas de oxigeno (ROS)
durante la toma de agua (Wojtyla et al. 2006), moléculas que se han implicado

en la salida del estado de dormicion (Oracz et al. 2007, 2009). También se han
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descrito en semillas secas la presencia de actividades enzimaticas implicadas en
la eliminacion de estas especies reactivas de oxigeno (superdxido dismutasa,
catalasa, ascorbato peroxidasa...) (Wojtyla et al. 2006)

Aunque poco diferenciadas, los tejidos de semillas secas maduras
contienen mitocondrias con suficientes enzimas del ciclo de Krebs y oxidasas
terminales para generar el ATP necesario en el metabolismo inicial tras la
imbibicion (Morohashi 1986; Attucci et al. 1991). Durante la germinacion
aparecen dos patrones de desarrollo en las mitocondrias dependiendo del tipo de
reservas almacenadas. En semillas que acumulan almidon predomina la
reparacion y activacion de organulos preexistentes, mientras que en semillas
oleaginosas suelen producir nuevas mitocondrias (Morohashi y Bewley 1980;
Morohashi 1986). En embriones de maiz en germinacion, la biogénesis de
mitocondrias implica la sintesis de las subunidades de la citocromo c oxidasa
codificadas por el genoma mitocondrial seguido en pocas horas por la sintesis de
las subunidades codificadas por el genoma nuclear (Ehrenshaft y Brambl 1990).
Esto implica la coordinacion de los genomas mitocondrial y nuclear durante los

primeros estadios de la germinacion.

2.2.2.- Sintesis de proteinas.

Todos los componentes necesarios para la reanudacién de la sintesis de
proteinas, excepto los polisomas, estan presentes en las células de embriones
maduros. Tras el inicio de la imbibicion, el nimero de ribosomas libres
desciende al formar nuevos polisomas para la sintesis de proteinas. Por tanto, la
sintesis inicial de proteinas es dependiente de los ribosomas preexistentes en la
semilla seca, aunque pocas horas después, tras el ensamblaje de los polisomas,
se forman y utilizan nuevos ribosomas (Bewley 1997).

El ARNm se encuentra en las semillas secas como se ha descrito en
Arabidopsis (Nakabayashi et al. 2005), trigo (Sreenivasulu et al. 2008) y arroz

(Howell et al. 2009), aunque no se ha demostrado si en las semillas secas se
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produce la transcripcion del ADN vy la sintesis de proteinas. En tabaco se han
observado niveles bajos de transcripcion y traduccion durante el inicio de la
imbibicion (Leubner-Metzger 2005). Muchos de estos mensajeros estan
asociados con la maduracién de la semilla por lo que se denominan mensajeros
almacenados o residuales (Ishibashi y Minamikawa 1990), aunque también
podrian ser utilizados de forma transitoria durante los estadios iniciales de la
germinacion (Figura 2). Un inhibidor de la transcripcion, la a-amanitina, no
inhibié la germinacion en Arabidopsis mientras que la cicloheximida, un
inhibidor de la sintesis de proteinas, impidié la apariciéon de la radicula. Esto
indica que las proteinas sintetizadas de novo a partir del ARNm almacenado
permiten completar la germinacion (Rajjou et al. 2004). E1 ARNm almacenado y
utilizado durante los estadios iniciales de imbibicion es esencial para completar
la germinacién (Nonogaki et al. 2010). Los ARNm que codifican proteinas
importantes durante la maduracién y pérdida de agua de la semilla, como por
ejemplo las proteinas LEA, son degradados rapidamente tras la imbibicion,
mientras que los que codifican proteinas necesarias durante el inicio de la
germinacion son sustituidos por nuevos mensajeros (Jiang y Kermode 1994;
Han et al. 1997).

La mayoria de los genes inducidos tras 3 horas de imbibicion en
Arabidopsis estan asociados con el metabolismo primario, lo que corrobora el
hecho de que el reestablecimiento de la actividad respiratoria es uno de los
primeros pasos tras la entrada de agua en la célula (Preston et al. 2009). Este
proceso se lleva a cabo en semillas durmientes y no durmientes. Sin embargo,
los genes que codifican proteinas ribosomales se inducen solo en semillas no
durmientes, lo que sugiere que la sintesis de nuevos ribosomas es un paso
necesario para completar la germinacion (Preston et al. 2009). La regulacion de
la germinacion podria consistir en la suma de dos procesos, la eliminacion

selectiva de determinados transcritos y la sintesis de novo de otros. En la
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actualidad, la busqueda de proteinas marcadores con un papel exclusivo en la

germinacion contintia.

2.2.3.- Extension de la radicula v finalizacion de la germinacidn.

La extension o elongacion de la radicula a través de las estructuras que rodean al
embrion es el evento que termina la germinacion y marca el comienzo del
crecimiento de la plantula. La extension de la radicula puede ser la consecuencia
de dos procesos complementarios: la modificacion de la presion de turgencia y
la eliminacion de la resistencia ofrecida tanto por los tejidos de la radicula como
por los que la rodean. En Arabidopsis, la elongacion es consecuencia
exclusivamente de la expansion celular producida en una zona intermedia entre
el hipocotilo y la radicula y no de la division celular (Sliwinska et al. 2009). De
esta forma, se sabe que las semillas de Medicago truncatula completaron la
germinacion en presencia de un inhibidor de la mitosis (Gimeno-Gilles et al.
2009).

Los mecanismos utilizados para la toma de agua no se conocen aunque
se piensa que las acuaporinas deben de estar implicadas. El tratamiento de
Arabidopsis con mercurio, inhibidor de las acuaporinas, retrasé la germinacion
entre 25-30 horas (Vander Willigen et al. 2006). La entrada de agua en la célula
se debe a los cambios en el potencial osmotico de las células de la radicula que
podria volverse més negativo por la acumulacion de solutos provenientes de la
hidrolisis de los polimeros almacenados. La entrada de agua incrementaria la
presion de turgencia y se produciria la extension de las células. No obstante, las
fluctuaciones de metabolitos de pequefia masa molecular durante la germinacion
parecen ser mayores fuera de la discreta region de elongacion (Nonogaki et al.
2010).

Los tejidos que rodean la radicula deben disminuir la resistencia ofrecida
para facilitar la extension. El endospermo se debilita por la accion de hidrolasas

como xiloglucano endotransglicosilasa (XTH), [-glucanasas y endo-f3-
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mananasas (Bewley 1997). Igualmente, las expansinas actuarian sobre los
puentes de hidrogeno entre los polimeros de la pared celular provocando la
extension de la pared celular de las células de la radicula y en consecuencia la
elongacion de ésta (Chen et al. 2001; Gimeno-Gilles et al. 2009).

El modelo propuesto para el desarrollo de la germinacion se basa
principalmente en dicotiledoneas aunque trabajos recientes en monocotiledoneas
sugieren que siguen un modelo similar (Fujino et al. 2008). En cereales, algunos
tejidos embrionarios como el epiblasto y la coleorriza que cubren la radicula
pueden jugar un papel importante en el control de la germinacion (Barrero et al.
2009). En estos tejidos, se ha observado la formacion de vacuolas en sus células
y de grandes espacios intercelulares que producen su debilitamiento permitiendo
la rotura. En dicho proceso esta implicado un gen cuya funcién alin no se conoce
y cuya expresion se ha observado en germinacion de semillas de arroz en

condiciones de bajas temperaturas (Fujino et al. 2008).

2.2.4.- Control hormonal de la germinacion.

La germinacion esta fuertemente regulada y es el resultado de un equilibrio entre
factores represores e inductores, la mayoria de los cuales actian durante la Fase
IT promoviendo o inhibiendo la entrada en la Fase IIl. La teoria de balance
hormonal postula que la capacidad de germinacion seria consecuencia del
balance de dos hormonas antagonistas como son el acido abscisico (ABA) y las
giberelinas (GAs), que producen inhibicioén e induccion, respectivamente (Seo et
al. 2009). Las giberelinas son necesarias para la germinacion de las semillas
(Koornneef y Vanderveen 1980), de tal forma que mutantes de Arabidopsis
incapaces de generar las formas activas de las giberelinas germinan solo cuando
se les aplica GAs exodgenamente (Mitchum et al. 2006). El acido abscisico
actuaria como antagonista de las giberelinas durante la germinacidon y sus
niveles durante la imbibicion de Arabidopsis se controlan por la expresion del

gen que codifica la ABA 8’-hidroxilasa que inactiva el ABA (Nambara y
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Marion-Poll 2005). La mutaciéon de este gen produce hiperdormicién en las
semillas (Kushiro et al. 2004). También se ha descrito la inactivacion del ABA
durante la germinacién mediante la formacion de ésteres con glucosa (Chiwocha
et al. 2005). Ambas hormonas interaccionan entre si, de tal forma que el acido
abscisico inhibe la sintesis de giberelinas e induce la inactivacion de éstas. La
regulacion final del balance de estas hormonas seria el punto de convergencia de
factores ambientales como luz, temperatura y nutricion. El mecanismo de accion
no se conoce, aunque las interacciones entre fitocromos y determinadas
proteinas actuarian como factores de transcripcion que controlarian el

metabolismo de las hormonas acido abscisico y giberelinas (Seo et al. 2009).

3.- MOVILIZACION DE RESERVAS

Durante la germinacion y el crecimiento post-germinativo, las plantulas
presentan un comportamiento heterotréfico al ser totalmente dependientes de las
reservas almacenadas en la semilla. Al final de estos periodos, las plantulas
deben pasar a un comportamiento foto-autdtrofo antes de que las reservas de
nutrientes se agoten. Las reservas nutritivas de las semillas se encuentran en
cuerpos intracelulares ricos en lipidos, proteinas y carbohidratos. Su
movilizacion requiere un proceso previo de hidrolisis y en muchos casos de
transformaciones metabdlicas que facilitan su transporte hasta los drganos en

desarrollo de la plantula.

3.1.- El nitrégeno en la germinacion.

El nitrégeno se encuentra almacenado en las semillas en forma de proteinas de
reserva y diferentes metabolitos de pequefio tamafio. Durante la germinacion y
el crecimiento de plantulas, las proteinas de reserva son movilizadas y
metabolizadas (Shutov et al. 2003). En consecuencia, hay una gran liberacion de
aminodcidos y un amplio cambio en la proporcion de éstos dentro de las

primeras horas tras la imbibicion (Glevarec et al. 2004; Anzala et al. 2006). La
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movilizacion de proteinas comienza antes en ejes embrionarios que en los
cotiledones, donde la movilizacion solo se produce después de que las reservas
de los ejes se hayan agotado (Tiedemann et al. 2000). Los aminoécidos liberados
en el proceso de movilizacion de proteinas pueden ser utilizados de forma
independiente como bloques para la sintesis de proteinas o como precursores de

metabolitos clave.

3.2.- Los ureidos como moléculas de transporte y almacenamiento de
nitrogeno.
Los ureidos poseen los rasgos necesarios para actuar como moléculas ideales de
transporte y almacenamiento de nitrogeno (Schubert y Boland 1990; Smith y
Atkins 2002). Es decir: a) son relativamente solubles en sistemas acuosos; b)
poseen baja reactividad quimica y son relativamente estables; ¢) constituyen una
forma concentrada de nitrégeno orgénico, ya que tienen una alta relacion N:C, lo
que puede suponer un ahorro significativo de carbono (Smith y Atkins 2002); d)
su sintesis es menos costosa que la de otros metabolitos usados como
transportadores de nitrégeno en términos de ATP y por dtomo de nitrégeno; y e)
constituyen una fuente facilmente disponible de nitrogeno reducido, ya que
producen amonio o actian como donadores de grupos amino en el metabolismo,
con lo que se puede recuperar el gasto energético invertido en su sintesis.
Debido a estas caracteristicas, los ureidos desempefian ciertas funciones
de interés biologico para las plantas y el denominado “ciclo ureido” (Figura 3)
relaciona los procesos de sintesis y degradacion de los ureidos (Schubert y
Boland 1990). A este respecto, en algunas especies perennes, como el arce, la
concentracion de ureidos es muy alta en las raices latentes. En la primavera,
estos compuestos son exportados a las hojas en desarrollo donde se metabolizan
y el nitrégeno liberado se usa para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos. En
otofio, el proceso se invierte y estas macromoléculas se degradan en las hojas

senescentes, empleandose el nitrogeno liberado para sintetizar ureidos que se
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Figura 3. “Ciclo ureido”. Las transformaciones entre formas organicas e inorgdnicas de
nitrogeno representadas en este ciclo hipotético pueden ocurrir estacionalmente, durante
diferentes etapas del crecimiento y desarrollo, o como resultado de cambios en la fuente de
nitrogeno y/o carbono. Adaptado de Schubert y Boland (1990).

transportan a las raices donde se acumulan (Schubert y Boland 1990). El andlisis
de la expresion del gen que codifica la alantoinasa en Robinia pseudoacacia
confirma estos cambios estacionales (Yang y Han 2004). En cultivos in vitro de
ejes de soja se ha descrito la utilizacion de urato y alantoina como Unica fuente
de nitrégeno, en contraposicion a garbanzo, demostrandose la capacidad que
presentan las células de tejido no nodular para diferenciarse ultra-
estructuralmente y capacitarse para metabolizar ureidos en determinadas
leguminosas (Bulbul et al. 2008). El ciclo ureido también podria tener
importancia durante la formacion de semillas y el desarrollo de las plantulas
(Schubert y Boland 1990). Los ureidos son importados a tejidos vegetativos y
reproductores donde se emplean para sintetizar las proteinas de reserva de la

semilla. Durante la germinaciéon de la semilla, el proceso se invierte y se
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formarian ureidos a partir de las reservas proteicas de las semillas, los cuales se
usarian como fuente de nitrogeno para el desarrollo de la plantula.

El proceso en el que los ureidos juegan un papel crucial y que estd mejor
estudiado se corresponde con el transporte del nitrégeno fijado desde nodulos
radicales hasta el resto de tejidos en las leguminosas ureidicas. El nitrogeno
fijado y asimilado en el nodulo radical debe ser transportado por el xilema hasta
las partes aéreas de la planta. Se puede transportar como amidas (glutamina y
fundamentalmente asparragina) o como ureidos (alantoina y alantoato) (Figura
4), lo que da lugar a dos grupos de leguminosas, amidicas o ureidicas,
respectivamente (Schubert 1986). Entre las leguminosas amidicas se encuentra

el guisante, el haba, el altramuz, Lotus japonicus, la alfalfa, Medicago

NH,
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Figura 4. Formula estructural de las principales amidas y ureidos transportados a través
del xilema. Los ureidos (alantoina y alantoato) tienen una relacion N:C de 1:1, por lo que
presentan una ventaja en terminos de nitrogeno exportado y eficiencia en la utilizacion de
carbono sobre las amidas que, como madximo (en el caso de la asparragina), alcanzan una
relacion N:C de 1:2.
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truncatula, la lenteja, el garbanzo, etc. (Atkins 1991). Miembros de seis de las
ocho subtribus de las Phaseolae son ureidicas, como la soja, la judia, el frijol de
vaca, Vigna radiata, Canavalia ensiformis, etc. También pertenecen a las
ureidicas miembros de la tribu Desmoidiae y el guar (Cyamopsis tetragonoloba)
de la tribu Indigoforae (Atkins 1991; Smith y Atkins 2002).

La composicion de la fraccion nitrogenada del xilema en las leguminosas
amidicas es similar en plantas cultivadas con nitrato y en plantas que realizan la
fijacion simbiodtica del dinitrogeno (Figura 5). En cambio, las ureidicas
transportan mayoritariamente ureidos solo cuando la planta se encuentra fijando
dinitrégeno  simbidticamente, siendo el nitrato y los aminoacidos
(principalmente asparragina) las formas nitrogenadas fundamentales en plantas
cultivadas con nitrato como fuente de nitrogeno (Figura 5). Este cambio en la
composicion del xilema ocurre igualmente cuando una planta ureidica cultivada
en condiciones de fijacion se riega con amonio o nitrato, debido al efecto

inhibidor del nitrégeno inorganico sobre la fijacion simbidtica (Gan et al. 2004;

FUENTE DE

Simbiosis

Phaseolus

vulgaris
Nitrato g !

Simbiosis

Pisum
sativum
Nitrato

Figura 5. Composicion de la fraccion nitrogenada de la savia bruta en funcion de la
fuente de nitrégeno que esta usando. Phaseolus vulgaris es una leguminosa ureidica tipica.
Pisum sativum es una leguminosa amidica. Los datos para construir este esquema han sido
tomados de Diaz-Leal et al. (2012) y Peoples et al. (1987). aa, aminodcidos; Nit, nitrato;
Ure, ureidos.
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Herridge et al. 2005). Los ureidos se han encontrado también en el xilema de
leguminosas tipicamente amidicas representando hasta el 10% del nitrégeno que
se transporta como asparragina. El origen de estos ureidos parece ser la
degradacion de los 4cidos nucleicos que acompaiia a la senescencia (Smith y

Atkins 2002).

4.- SINTESIS DE UREIDOS

Los ureidos se producen por oxidacion enzimatica de las purinas. En animales y
microorganismos, la sintesis de ureidos es consecuencia del reciclaje de las
purinas durante el metabolismo normal de nucleétidos y acidos nucleicos. Los
nucledtidos pueden ser sintetizados de novo a partir de aminoacidos y otras
moléculas pequefias, o a partir de sus correspondientes bases y nucledsidos
mediante rutas de reciclaje (Zrenner et al. 2006). Estas rutas pueden ser
especialmente importantes en tejidos vegetativos donde el mantenimiento del
“pool” de nucledtidos se llevaria a cabo mediante el reciclaje de los nucledsidos
existentes y, en menor medida, por sintesis de novo. En contraste, la sintesis de
novo es el principal método utilizado para el mantenimiento de dicho “pool” en
tejidos en division y crecimiento. En leguminosas ureidicas se observa una
extraordinaria capacidad de sintetizar purinas de novo en los noédulos (Schubert

1986; Atkins et al. 1997).

4.1.- Sintesis de inosina monofosfato (IMP).

La ruta consta de diez reacciones enzimadticas secuenciales que parten de
fosforribosil pirofosfato (PRPP) y llegan a IMP, que es el primer producto con el
anillo parico completo. La organizacion estructural de las enzimas de la ruta
difiere entre organismos procariotas y eucariotas, siendo también distinta dentro
de los eucariotas. En las plantas, esta organizacién se parece mas a la de
procariotas que a la de otros eucariotas (Smith y Atkins 2002). Los niveles de

las enzimas implicadas en la sintesis de las purinas y de sus precursores son mas
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elevados en los nodulos de las leguminosas ureidicas que en los de las amidicas
(Schubert 1986).

El primer paso de la ruta, catalizado por la fosforribosil pirofosfato
amidotransferasa (PRAT; EC 2.4.2.14), sintetiza 5-fosforribosil-1-amina usando
como sustratos la glutamina procedente de la asimilacion del dinitrogeno fijado
y el fosforribosil pirofosfato. Esta enzima se induce durante el desarrollo del
nddulo en paralelo a la induccioén de la actividad fijadora de nitrégeno y esta
sometida a inhibicion competitiva por los productos finales de la sintesis de
purinas (IMP, GMP y XMP) (Reynolds et al. 1984). Ademas, la expresion del
gen que codifica la PRAT se incrementa en presencia de glutamina, el producto
de la asimilacion del nitrégeno fijado (Kim et al. 1995). La expresion de otros
genes de la ruta se reprime en ausencia de fijacion de N, (Smith y Atkins 2002;
Smith et al. 2002). Por tanto, existe un nexo de unién entre la fijacion del N, y la
asimilacion del nitrogeno fijado. De igual forma, cuando se bloquea la
biosintesis de purinas mediante alopurinol (inhibidor de la xantina
deshidrogenasa) el nitrégeno fijado no se asimila, se inhibe la fijacion de
nitrogeno y los nddulos comienzan a fenecer (Atkins et al. 1992). De forma
similar, cuando se bloquea la sintesis de ureidos por la expresion de un
antisentido del gen de la uricasa, las plantas muestran sintomas de déficit de
nitrogeno (Lee et al. 1993). Estos resultados indican que la fijacion de N, se
inhibe bajo condiciones donde la sintesis de ureidos estd restringida (Smith y
Atkins 2002). La manipulacion genética de los genes que codifican las enzimas
de la ruta de sintesis de novo de las purinas parece ser la herramienta mas idonea
para analizar la funcion y regulacion de éstos genes en plantas (Boldt y Zrenner
2003). La biosintesis de purinas se localiza principalmente en las células
infectadas del nodulo, y dentro de ellas en los plastidios y en las mitocondrias

(Smith y Atkins 2002).
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4.2.- Transformacion de IMP a ureidos.

Las purinas sintetizadas de novo se oxidan para dar lugar a los ureidos (Figura
6). La enzima IMP deshidrogenasa (EC 1.1.1.205) es la enzima que oxida el
IMP a XMP. No estd claro si esta enzima estd localizada en las células
infectadas o en las no infectadas, en el plastidio o en el citoplasma. El analisis de
la secuencia del gen que la codifica sugiriere una localizacion citosolica. Este
gen se expresa especificamente en el nodulo y la actividad de la proteina esta
regulada por ciertos factores relacionados con la fijacion del nitrogeno (Cao y
Schubert 2001). Mediante la accion de una 5 -nucleotidasa y 3 -nucleosidasa, el
XMP producido en el paso anterior se transforma en xantina. El IMP puede ser
transformado a hipoxantina por la intervencion de las enzimas 5 -nucleotidasa y
3 ’-nucleosidasa en una ruta independiente de IMP deshidrogenasa, aunque esta
ruta parece no ser la via principal de sintesis de ureidos en los nddulos.

La actividad 5 -nucleotidasa cataliza la hidrolisis del grupo fosfato de los
nucledtidos monofosfato. En los nodulos de las leguminosas ureidicas en
condiciones de fijacion, esta actividad intervendria en la sintesis de ureidos a
través de la desfosforilacion de XMP a xantosina, mientras que en otros tejidos
la actividad nucleotidasa podria actuar sobre los distintos nucleodtidos
monofosfato interviniendo en el reciclaje de purinas (Figura 6). Esta enzima esta
mucho mas caracterizada en vertebrados y bacterias. En mamiferos se ha
descrito una familia constituida de siete proteinas distintas con diferentes
localizaciones subcelulares y con muy baja similitud entre sus secuencias
(Bianchi y Spychala 2003). Las 5 -nucleotidasas forman parte de la superfamilia
de las “haloacid dehalogenase-like” hidrolasas (HAD), que incluye
fosfoesterasas, ATPasas, fosfonatasas, deshalogenasas y azicar fosfomutasas
actuando sobre gran diversidad de sustratos (Burroughs et al. 2006). El grupo de
las nucleotidasas es diverso, presentando actividad frente a un amplio numero de
nucleotidos con diferente especificidad. En mamiferos, se ha descrito una

actividad especifica de nucledtidos monofosfato purinicos (cN-II) y otra
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actividad especifica para nucledtidos monofosfato pirimidinicos (cN-III)
(Bianchi y Spychala 2003). En plantas, se han descrito y purificado varias

actividades clasificadas como nucleotidasas en cotiledones de judia (Lai et al.
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Glutamina
Glutamato
5'FOSFORRIBOSIL-1-AMINA
1 Y
GMP <—— XMP / IMP ——— —> AMP
NADH NAD"
Al 2 [y 2 g 2 Pi
GUANOSINA XANTOSINA INOSINA <—ADENOSINA
3 \Ribosa - \Ribosa - \Ribosa
NAD NAD"®
5 N
GUANINA —— XANTINA ParaE HIPOXANTINA
14 N
HZO + 02 = / NADJr H202 Hzo - 02
7 6
H,0, <~ N> NADH
URATO
8 12
5-HIDROXIISOURATO
9
10 ) 11
OHCU =y Al ANTOINA = AL ANTOATO

Figura 6. Sintesis de novo de ureidos en leguminosas ureidicas. La via principal de sintesis
de los ureidos aparece destacada con trazo mads grueso. (1), IMP deshidrogenasa; (2),
S nucleotidasa; (3), 3 'nucleosidasa; (4), adenosina desaminasa; (5), guanina desaminasa,
(6), xantina deshidrogenasa; (7), xantina oxidasa; (8), urato oxidasa; (9), hidroxiisourato
hidrolasa; (10), OHCU descarboxilasa; (11), alantoinasa; (12), alantoina sintasa.
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1971), de Arachis hipogaea (Mittal et al. 1988; Gupta y Sharma 1996) y en
nodulos de soja (Ostergaard et al. 1991). También en cotiledones de Arachis
hipogaea se han purificado dos nucleotidasas, una de Golgi y otra de membrana
plasmatica, y con alta especificidad frente a nucle6tidos monofosfato de purinas
(Gupta y Sharma 1996).

La actividad 3’-nucleosidasa cataliza la hidrolisis del nucledsido
produciendo la liberacion de la base nitrogenada y la ribosa. Esta actividad se ha
descrito en E. coli (Hunt et al. 2005) y Saccharomyces cerevisiae (Kurtz et al.
2002) pero no en mamiferos, donde se ha descrito una actividad nucledsido
fosforilasa que produce una base y una ribosa fosfato (Parkin et al. 1991). En
plantas, la actividad 3 "-nucleosidasa se demostrd en discos de patata (Katahira y
Ashihara 2002, 2006) y se purifico y caracterizo la actividad en hojas jovenes de
Coffea arabica (Campos et al. 2005) y Lupinus luteus (Szuwart et al. 2006). La
secuenciacion del genoma de Arabidopsis permitidé la identificacion de dos
genes (URHI y URH?) relacionados con la actividad nucleosidasa. El producto
del gen URHI se purific6 mostrando actividad en orden descendiente frente a
los sustratos uridina, inosina y adenosina (Jung et al. 2009). Recientemente, un
estudio realizado con plantas de Arabidopsis mutantes para los genes URHI y
URH?2 ha revelado la necesidad de ambas actividades para la hidrolisis de
inosina y xantosina (Riegler et al. 2011).

La siguiente enzima de la ruta es la xantina deshidrogenasa dependiente
de NAD" que cataliza la oxidacion de hipoxantina a xantina y de xantina a acido
urico, generandose en ambos casos poder reductor. Esta enzima se encuentra en
el citosol de las células infectadas y no infectadas (Datta et al. 1991). A
continuacion, la enzima uricasa o urato oxidasa (EC 1.7.3.3) cataliza la
oxidacion del urato a 5-hidroxiisourato usando O, como aceptor de electrones
(Kahn et al. 1997). Esta enzima se ha encontrado en los peroxisomas de las
células no infectadas del nodulo. El 5-hidroxiisourato (HIU) tiene una vida

media a pH neutro del orden de 30 minutos y se transforma en alantoina
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espontanea o enzimaticamente (Kahn y Tipton 1998).

A partir de noédulos de soja se purifico una actividad enzimatica que
cataliza la degradacion de HIU a 2-ox0-4-hidroxi-4-carboxi-5-ureidoimidazolina
(OHCU), la hidroxiisourato hidrolasa (Sarma et al. 1999), y se clond el gen que
la codifica (Raychaudhuri y Tipton 2002). La descarboxilacion espontanea del
OHCU formaria una mezcla racémica de alantoina, mientras que el producto de
la degradacion del urato in vivo es la S-alantoina (Vogels y Van der Drift 1976),
lo que indica que la descarboxilacion del OHCU debe estar catalizada por una
enzima. En soja se ha identificado un gen con los dominios y centros activos
para HIU hidrolasa y OHCU descarboxilasa (Ramazzina et al. 2006). La
expresion de este gen genera una proteina funcional con ambas actividades
enzimaticas y que se ha denominado alantoina sintasa (Pessoa et al. 2010). Por
lo tanto, en soja se han descrito dos enzimas distintas que catalizan la hidrolisis
de HIU: la hidroxiisourato hidrolasa que es especifica de nddulos y la alantoina
sintasa. Esta ultima se localiza en el peroxisoma y en el citoplasma debido a un
procesado diferencial del ARNm mediante el cual se elimina la sefial de
localizacion en el peroxisoma presente en el gen. La alantoina sintasa de
Arabidopsis estd formada posiblemente por cuatro subunidades unidas de dos en
dos con dos dominios activos HIU hidrolasa y cuatro dominios activos OHCU
descarboxilasa (Werner y Witte 2011). El producto de la reaccidn, la alantoina,
se transportaria hasta el reticulo endopldsmico (RE) mediante un transportador
transmembrana de alantoina identificado en Phaseolus vulgaris (Pelissier et al.
2004) y en Arabidopsis thaliana (Desimone et al. 2002), aunque atn hay dudas
sobre si la alantoina es el sustrato fisiologico del transportador (Schmidt et al.
2004).

La alantoinasa o alantoina amidohidrolasa (EC 3.5.2.5) es la enzima
responsable de catalizar la hidrélisis del enlace amido interno de la alantoina
para producir alantoato (Schubert y Boland 1990). Esta enzima cataliza el paso

final de la ruta de sintesis de ureidos en los tejidos que exportan alantoato y, a su
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vez, es la primera enzima de la ruta de degradacion de ureidos en los que
importan alantoina. Esta enzima se tratara con madas detalle en el siguiente

apartado.

5.- CATABOLISMO DE UREIDOS
La degradacion de los ureidos implica su conversion en glioxilato y urea o
amonio (Figura 7). La alantoinasa cataliza la degradacion de la alantoina en
alantoato. Esta enzima se ha caracterizado en frutos de judia (Raso et al. 2007b),
y en semillas (Webb y Lindell 1993), cotiledones y nddulos de soja (Bell y
Webb 1995), siendo atn limitado el conocimiento sobre el significado
fisiologico de esta enzima en el crecimiento y desarrollo de la planta (Yang y
Han 2004). En judia se encontraron dos isoformas con distinta abundancia
relativa en diversos tejidos y con propiedades muy similares (Raso et al. 2007b).
En soja también se ha descrito multiples formas de la actividad alantoinasa en
cotiledones y nddulos (Bell y Webb 1995). Estos mismos autores descubrieron
que las proteinas purificadas a partir de ndédulos y semillas de soja tenian
secuencias aminoacidicas diferentes. La presencia de varias proteinas con
actividad alantoinasa también se ha descrito en animales, asi tanto en Rana
catesbeiana (Masuda et al. 2001) como en C. felis (Gaines et al. 2004) se han
encontrado dos proteinas con actividad alantoinasa en extractos de un mismo
tejido.

El ADNCc que codifica la alantoinasa de plantas se aislo por primera vez a
partir de la leguminosa amidica Robinia pseudoacacia y Arabidopsis (Yang y
Han 2004). Con anterioridad, se habia clonado el gen que codifica la alantoinasa
en bacterias como E. coli (Cusa et al. 1999), en levaduras, como Saccharomyces
cerevisiae (Buckholz y Cooper 1991), y en animales, como Rana catesbeiana
(Hayashi et al. 1994) o Ctenocephalides felis (Gaines et al. 2004). En judia, se
clon6 un ADNc que codifica la actividad alantoinasa (Raso 2008) y que

recientemente se ha depositado en el banco de datos NCBI con el cédigo
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JQ282796 (ALNI) (Piedras, Raso, Quiles y Pineda) junto con un segundo
ADNc, muy similar al anterior, con el codigo JQ277455 (ALN2) (Alamillo,
Galvez-Valdivieso, Diaz-Leal, Coleto, Robles y Pineda). En Arabidopsis, la

proteina alantoinasa se localiza en el reticulo endopldsmico al igual que la
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Figura 7. Rutas degradadoras de Ureidos. Adaptado de Werner y Witte (2011).
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proteina resultante de expresar de forma transitoria el gen de la alantoinasa de
soja en plantas de tabaco (Werner et al. 2008). En judia, se ha demostrado que se
producen cambios importantes en los niveles de ureidos durante el desarrollo
que se correlacionan con los cambios en la regulacion de la alantoinasa (Diaz-
Leal et al. 2012)

El producto de la reaccion catalizada por la alantoinasa es el acido
alantoico. Los estudios realizados en otros organismos indican que la
degradacion del alantoato puede ocurrir por dos rutas diferentes, a través de la
alantoato amidohidrolasa (EC 3.5.3.9), que libera CO, y NH,4", 0 a través de la
alantoicasa o alantoato amidinohidrolasa (EC 3.5.3.4), que produce urea (Figura
7). La actividad alantoato amidohidrolasa se ha descrito en Arabidopsis, soja 'y
judia (Todd y Polacco 2006; Raso et al. 2007a; Werner et al. 2008). La actividad
alantoicasa en organismos fotosintéticos solo se ha descrito en el alga verde
unicelular Chlamydomonas reinhardtii (Piedras et al. 2000). Recientemente se
ha comprobado que el producto de la reaccion de la actividad alantoato
amidohidrolasa es ureidoglicina, di6xido de carbono y una molécula de amonio
(Serventi et al. 2010; Werner et al. 2010).

La ureidoglicina es un compuesto muy inestable que se transforma de
forma espontdnea en ureidoglicolato y por tanto este paso de la ruta podria ser
espontaneo o estar catalizado enzimaticamente (Schubert y Boland 1990; Todd y
Polacco 2006). Recientemente, se ha identificado un gen en Arabidopsis que
codifica una actividad ureidoglicina amidohidrolasa que cataliza esta reaccion.
Este gen se ha expresado y la proteina que codifica se ha purificado
obteniéndose una actividad que hidroliza S-ureidoglicina para dar S-
ureidoglicolato y amonio (Serventi et al. 2010; Werner et al. 2010).

El S-ureidoglicolato también es un compuesto relativamente inestable
que se transforma en glioxilato y urea de forma espontanea. La degradacion
enzimatica de este compuesto hasta glioxilato puede estar catalizada por varias

actividades enzimaticas: la ureidoglicolato amidohidrolasa (EC 3.5.3.19), que
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libera NH,", CO, y glioxilato; y la ureidoglicolato urea-liasa (EC 4.3.2.3), que
libera urea y glioxilato (Figura 7). Ha habido controversia sobre la actividad
implicada en la degradacion de ureidoglicolato en plantas (Todd et al. 2006). La
actividad ureidoglicolato amidohidrolasa fue primeramente identificada en la
testa de frutos en desarrollo de soja y se sugiri6 que podia formar parte de un
complejo enzimatico con la alantoato amidohidrolasa (Winkler et al. 1988). Sin
embargo, se ha propuesto que la ureidoglicolato urea-liasa es la enzima
implicada en la degradacion del ureidoglicolato en soja (Todd y Polacco 2004),
garbanzo (Muifoz et al. 2001) y judia (Munoz et al. 2006). La estructura
cristalina de la ureidoglicolato amidohidrolasa se ha determinado para la
proteina purificada a partir de Escherichia coli (Raymond et al. 2005). El gen
que codifica esta enzima se ha identificado en Arabidopsis y su expresion ha
permitido purificar la proteina que codifica, comprobandose que cataliza la
degradacion de S-ureidoglicolato a glioxilato, CO, y dos moléculas de NH4"
(Werner et al. 2010).

Un aspecto importante del metabolismo de ureidos en leguminosas es la
dependencia de la fenilhidrazina. Las actividades ureidoglicolasa de garbanzo y
judia requieren de fenilhidrazina en el ensayo (Wells y Lees 1991; Mufioz et al.
2001; Munoz et al. 2006). Recientemente, se ha demostrado que la
fenilhidrazina actia como sustrato en las enzimas purificadas de judia y
garbanzo, y que el producto de ambas enzimas es ureidoglicolil fenilhidrazida y
no glioxilato (Mufioz et al. 2011). El producto formado se descompone no
enzimaticamente en fenilhidrazona de glioxilato y urea, lo que explica la
clasificacion de ambas como urea-liasas (Mufioz et al. 2011). La fenilhidrazina
no se presenta como sustrato natural salvo en ciertos hongos (Levenberg 1964),
por lo que se propone la existencia de un compuesto analogo a ésta como
verdadero sustrato para la enzima in vivo (Mufioz et al. 2011). De forma similar,
la actividad que cataliza la degradacion de alantoato descrita en judia mostr6 una

regulacion mediada por fenilhidrazina (Raso et al. 2007a). Estos datos llevan a
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pensar que en plantas podrian existir dos rutas distintas de degradacion de
ureidos, una implicada en el aprovechamiento del nitrogeno presente en las
purinas de la propia célula y otra especializada en el metabolismo de ureidos en
tejidos donde estos compuestos se utilizan de forma mayoritaria como transporte

de nitrogeno desde otros tejidos (Muiioz et al. 2011).
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6.-OBJETIVOS.

El objetivo general de este trabajo ha sido dilucidar el papel del metabolismo de
ureidos en la germinacion y el crecimiento post-germinativo de una leguminosa
ureidica como es Phaseolus vulgaris. Esto se abordard mediante los siguientes

objetivos o hitos concretos:
1.-Determinacién de los niveles de ureidos y de las actividades que
catalizan su degradacién durante la germinacion y desarrollo post-

germinativo de varias leguminosas.

2.-Determinacion de la actividad alantoinasa en plantulas de Phaseolus

vulgaris desarrolladas en varias condiciones ambientales.
3.-Sobreexpresion el gen ALNI (JQ282796), obtencion de anticuerpos
policlonales frente a proteina alantoinasa recombinante y analisis de la

expresion de la alantoinasa en judia mediante western.

4.-Identificacion de las actividades fosfatasas implicadas en Ia

degradacion de nucleotidos de purinas durante la germinacion.

5.-Clonacidn del gen que codifica una posible nucleotidasa de judia.
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IL.- MATERIALES Y METODOS
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1.- REACTIVOS Y PRODUCTOS QUIMICOS.
Todos los productos y reactivos fueron de alta calidad o grado analitico y se

adquirieron en las casas comerciales indicadas entre paréntesis.

Acetato potasico (Sigma-Aldrich)

Acetato soédico (Sigma-Aldrich)

Acetato amonico (Sigma-Aldrich)

Acido acético glacial (Panreac)

Acido clorhidrico (Panreac)

Acido etilen-diamino-tetraacético, sal disodica (EDTA-Na,) (Sigma-Aldrich)
Acido glioxilico monohidrato (Sigma-Aldrich)

Acido 2-(N-morfolino) etanosulfénico (MES) (Sigma-Aldrich)
Acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) (Sigma-Aldrich)
Acido N-tris (hidroximetil)metil-2-aminoetanosulfénico (TES) (Sigma-Aldrich)
Acido sulfarico (Merck)

Acido tricloroacético (Panreac)

Acrilamida / Bis-acrilamida 30% (Bio-Rad)

ADN del fago A digerido con EcoR1y Hindlll (Fermentas)

ADN polimerasa Tag (Biotools)

Advantage Tag Polimerasa (Clontech)

Agar (Panreac)

Agarosa (Biotools)

Alantoato potasico (Sigma-Aldrich)

Alantoina (Sigma-Aldrich)

Alopurinol (Sigma-Aldrich)

Adenosina monofosfato (AMP) (Sigma-Aldrich)

Ampicilina, sal sédica (Sigma-Aldrich)

Arena de mar lavada (Panreac)

Azul brillante de Coomassie R-250 (Sigma-Aldrich)
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Azul de bromofenol (Sigma-Aldrich)

Bacto-triptona (Difco)
5-Bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-gal) (Sigma-Aldrich)
Bromuro de 2,7-diamino-10-etil-9-fenilfenantridio (Bromuro de etidio) (Sigma-
Aldrich)

Carbonato sodico (Sigma-Aldrich)

Citrato trisddico dihidrato (Panreac)

Cloroformo (Merck)

Cloruro amonico (Panreac)

Cloruro célcico dihidrato (Sigma-Aldrich)

Cloruro de magnesio tetrahidrato (Sigma-Aldrich)

Cloruro potasico (Merck)

Cloruro sédico (Panreac)

Citosina monofosfato (CMP) (Sigma-Aldrich)

Desoxicolato sodico (DOC) (Sigma-Aldrich)

N-N-Dimetilformamida (Merck)

2,4-Dinitrofenilhidrazina (solucién en acido fosforico) (Fluka)
Ditiotreitol (DTT) (Sigma-Aldrich)

Deoxinucleotidos trifosfato (ANTPs) (Biotools)

Dodecil sulfato sodico (SDS) (Sigma-Aldrich)

Endonucleasas de restriccion: Ncol, BanHI, Sall, Xhol (MBI-Fermentas)
Etanol absoluto (Merck)

Europerl® Perlita expandida (Europerlita Espafiola S.A.)

Extracto de levadura (Panreac)

Fenilhidrazina clorhidrato (Sigma-Aldrich)

Fenol (Merck)

Ferricianuro potésico (Sigma-Aldrich)

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma-Aldrich)

Formaldehido 37% (Merck)
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Fosfato potasico mono y dibasico (Panreac)

Fosfato sodico monobasico dihidrato (Panreac)

Fosfato sodico dibasico (Panreac)

Glicina para electroforesis (Sigma-Aldrich)

Glucosa (Panreac)

Guanosina monofosfato (GMP) (Sigma-Aldrich)

Hidrazina sulfato (Sigma-Aldrich)

Hidréxido sodico (Panreac)

Hidroxido potésico (Panreac)

Hipoclorito sodico 10% (p/v) (Panreac)

Inosina monofosfato (IMP) (Sigma-Aldrich)

Isopropanol (Merck)

Isopropil-B-D-tiogalactésido (IPTG) (Pharmacia)

Marcador de tamafio 100 bp DNA Ladder (Biotools)

Marcadores de masas moleculares para SDS-PAGE (30-200 kDa) (Sigma-
Aldrich)

Marcadores de masas moleculares pretefiidos para SDS-PAGE (7-200 kDa)
(Bio-Rad)

Marcadores de masas moleculares pretefiidos para SDS-PAGE (10-170 kDa)
(Fermentas)

-mercaptoetanol (Sigma-Aldrich)

Metanol de grado HPLC (Panreac)

Molibdato disodico dihidrato (Panreac)

Molibdato amonico tetrahidrato (Panreac)

Nitrato potasico (Merck)

Nitrato de plata (Sigma-Aldrich)

Nitroprusiato sodico (Panreac)

Ovoalbumina (Sigma-Aldrich)

Polivinilideno de difluorido (PVDF) (Sigma-Aldrich)
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Reactivo de Bradford (Bio-Rad)

Sandofer” (quelato de Fe) (Syngenta)

Seroalbumina bovina (BSA) (Sigma-Aldrich)

Sulfato amonico (Panreac)

Sulfato de magnesio heptahidrato (Panreac)

TEMED (N, N, N’, N’-tetrametiletilendiamina) (Sigma-Aldrich)
Transcriptasa inversa Power Script’™ (Clontech)

Trietanolamina (TEA) (Sigma-Aldrich)

TRI REAGENT™ (Sigma-Aldrich)

Trizma Base [tris(hidroximetil)Jaminometano] (TRIS) (Sigma-Aldrich)
Tween 20 (Sigma-Aldrich)

Urea (Merck)

Ureasa de Canavalia ensiformis tipo III (Sigma-Aldrich)
Ureidoglicolato sédico (Sigma-Aldrich)

Uridina monofosfato (UMP) (Sigma-Aldrich)

Xantina monofosfato (XMP) (Sigma-Aldrich)

Xilen-cianol FF 0,25% (p/v) (Sigma-Aldrich)

El proceso de autoclave o esterilizacion consistio en someter el material o

solucién durante 20 min a 126 °C.

2.- MATERIAL VEGETAL
Las semillas de judia (Phaseolus vulgaris L. cv. Great Northern) y garbanzo
(Cicer arietinum L. cv. Faldon) fueron suministradas por la empresa
Eurosemillas S.A. (Coérdoba, Espafia); el resto de semillas se obtuvieron de
mercados locales.

Las semillas fueron esterilizadas superficialmente mediante el siguiente
procedimiento: un lavado en etanol absoluto durante 30 s, seguido de un bafio en

solucion de hipoclorito sodico al 0,2% (p/v) durante 10 min y 6 lavados en agua
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desionizada estéril para eliminar la solucidon anterior. Las semillas esterilizadas
se colocaron en placas de petri de 120 mm de didmetro sobre 4 laminas de papel
de filtro. Una quinta ldmina se colocd cubriendo las semillas. El conjunto se
humedecié con 10 ml de la solucién correspondiente, manteniéndose la
humedad por adicion regular de solucidon. El nimero de semillas en cada placa
nunca fue superior a 10. Las placas se colocaron en camara de cultivo con un
fotoperiodo de 16 horas de luz (26 °C) y 8 horas de oscuridad (20 °C). En todo el

proceso se mantuvieron las condiciones de esterilidad.

3.- OBTENCION DE EXTRACTOS VEGETALES

Se utilizé material fresco recogido directamente de la camara de cultivo. Salvo
que se indique lo contrario, el procedimiento fue el siguiente. El material se
triturd a 4 °C en un mortero con arena de mar lavada tras afiadir tampén de
extraccion en una relaciéon de 4 ml g de peso fresco. Para las determinaciones
de actividades que catalizan la degradacion de alantoato y ureidoglicolato se
utilizé como tampon de extraccion TEA-NaOH 50 mM (pH 7,8) que contenia 1
mM de MnSO4 y 0,1% (p/v) de DOC. Para el resto de determinaciones se utilizo
como tampon de extraccion TRIS-CIH 50 mM (pH 7,8) que contenia 1 mM de
MnSOs y 0,1% (p/v) de DOC. La suspension homogénea obtenida se incubd en
hielo durante 15 min. Posteriormente, se centrifugd durante 10 min a 12.100 gy
el sobrenadante resultante se emple6 directamente para la determinacion de las
actividades que catalizan la degradacion de alantoato y de ureidoglicolato, o se

almacen¢ a -20 °C para el resto de las determinaciones.

4.- DETERMINACION DE METABOLITOS
4.1.- Determinacion de proteina soluble.
La concentracion de proteina se determind mediante el ensayo con reactivo de

Bio-Rad basado en el método de Bradford (1976), utilizando seroalbumina
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bovina como patron. En el caso de los perfiles de las cromatografias, la

concentracion de proteina se estimé mediante la absorbancia a 280 nm.

4.2.- Determinacion de amonio y de urea.

El amonio se determindé mediante el método espectrofotométrico utilizado por
Witte y Medina-Escobar (2001). Una cantidad adecuada de muestra se mezcld
con H>O desionizada hasta un volumen de 1 ml. Sobre esta mezcla se afladieron
0,1 ml de la soluciéon A y 0,2 ml de la solucion B, cerrdndose inmediatamente
los tubos para evitar pérdidas de amonio. Los tubos se agitaron y se colocaron
en un bafio de agua o termobloque a 50 °C durante 30 min. A continuacion, se
determiné la absorbancia a 636 nm. La recta de calibrado se realizé6 con NH4Cl
como patrén y se obtuvo un coeficiente de extincion milimolar de 19,01 mM™
cm™.

La concentracion de urea presente en los extractos se determin6 mediante la
transformacion de ésta a amonio utilizando ureasa comercial en extractos
desproteinizados. Estos extractos se obtuvieron utilizando dispositivos de
dialisis NANOSEP (Pall Corporation) con un rango de poro de 10 kDa. La
mezcla de reaccion para la transformacion de urea a amonio estaba compuesta
de: tampon NaH,PO4 — Na,HPO4 80 mM (pH 7), 2,4 U de ureasa y el volumen
adecuado de extracto en un volumen final de 0,25 ml. Esta mezcla se incub6 a
50 °C durante 35 min y a continuacion se afiadieron 0,75 ml de agua desionizada
fria. La concentracidon de amonio se determind inmediatamente como se ha
descrito anteriormente. La concentracion de urea se calculd tras restar la

cantidad de amonio presente en el extracto.

Reactivos

Soluciéon A (100 ml):
En 70 ml de H,O desionizada se disolvieron, por este orden, 7 g de fenol y 39 mg de
nitroprusiato sédico. Se ajustd el volumen a 100 ml y se almacen6 en oscuridad a 4

°C
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Solucién B (200 ml):
Se disolvieron 2,96 g de NaOH y 11,79 g de Na,HPQO, en 140 ml de H,O desionizada.
A continuacion se afiadieron 19,92 ml de solucion de NaClO al 10%. El pH de la
solucion se ajusté con NaOH hasta 12,0 y el volumen a 200 ml con agua desionizada.

La solucion se almacend en oscuridad a temperatura ambiente

4.3.- Determinacion de ureidos (alantoina, alantoato y ureidoglicolato) y
glioxilato en extractos.

El contenido de ureidos de los extractos se determind mediante el procedimiento
descrito por Vogels y Van der Drift (1970). En este método los ureidos se
transforman quimicamente en glioxilato. La determinacion estandar del
glioxilato se realizd para un volumen de muestra de 1 ml; por tanto, una
cantidad adecuada de extracto se llevd hasta 1 ml de volumen con agua. Sobre
esta mezcla se afiadieron 0,2 ml de tampon fosfato sodico 0,4 M (pH 7,0) y 0,2
ml de fenilhidrazina-HCI 22,8 mM (0,33%, p/v) para formar la fenilhidrazona
del glioxilato. Tras 10 min de incubacion a temperatura ambiente, se le afiadio 1
ml de HC1 12 N a 4 °C y 0,2 ml de ferricianuro potésico 48,6 mM (1,6%, p/v).
Después de 15 min a temperatura ambiente se determin6 la absorbancia a 520
nm. El coeficiente de extincion milimolar del producto final (difenilformazan
del glioxilato) fue de 42,36 mM™ cm™.

El alantoato presente en los extractos se determind tras su transformacion a
glioxilato. A una cantidad adecuada de extracto se le afiadio agua destilada hasta
un volumen de 0,8 ml. Se afiadieron 0,2 ml de HC1 0,15 N y la mezcla se incub6
a 100 °C durante 10 min, transformandose asi el alantoato presente en glioxilato.
Tras enfriar las muestras en un bafio a 4 °C se determiné el glioxilato mediante
el andlisis estdndar descrito anteriormente.

Para la determinacion de la concentracion de alantoina se mezcld una
cantidad adecuada de extracto con agua destilada hasta un volumen de 0,6 ml.
Se anadieron 0,2 ml de NaOH 0,5 M y la mezcla se incub6 a 100 °C durante 10

min para transformar la alantoina en alantoato. Tras enfriar en un bafio a 4 °C, se
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le afiadieron 0,2 ml de HCI 0,65 N y la mezcla se incub6é de nuevo durante 10
min a 100 °C para transformar el alantoato a glioxilato. Después de enfriar, se
determino el glioxilato mediante el analisis estandar descrito anteriormente.

Para la determinacion de la concentracion de ureidoglicolato, se mezcld un
volumen adecuado de la muestra con 0,2 ml de tampon fosfato 0,4 M (pH 7,0) y
agua desionizada hasta un volumen de 1,2 ml. Esta mezcla se incub6 durante 10
min a 100 °C para transformar el ureidoglicolato en glioxilato. A continuacion,
se enfrid en un bafio a 4 °C y se afiadieron 0,2 ml de fenilhidrazina-HCI al
0,33% (p/v) y se continué con el protocolo descrito anteriormente para la

determinacion de glioxilato.

4.4.- Determinacion de aminoacidos en extractos.

La cantidad de aminodcidos solubles se determind por el método de la
ninhidrina descrito por Yemm y Cocking (1955). Una cantidad adecuada de
extracto se diluyo hasta un volumen de 1 ml con agua y se le afiadieron 0,5 ml
de tampoén citrato 0,2 M pH 5,0. Posteriormente se afiadieron 0,2 ml de la
solucion Iy 1 ml de la solucion II. Tras agitar para mezclar, se calentaron las
muestras a 100 °C durante 15 min. Se enfriaron en agua corriente y se afiadio
etanol al 60% (v/v) hasta un volumen final de 5 ml, se agitaron y se determino la
absorbancia de las muestras a 570 nm. El coeficiente de extinciéon milimolar a

570 nm fue de 21,6 mM"! em™.

Reactivos
Solucion I:

Ninhidrina al 5% (p/v) en metilcelosolve (2-metoxietanol)
Solucion II:

Cianuro potasico 10 mM diluido 50 veces con metilcelosolve (2-metoxietanol)
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4.5.- Determinacion de globulinas.

Las globulinas 7S presentes en las plantulas de judia se extrajeron siguiendo el
protocolo descrito en Carbonaro (2006) con pequefias modificaciones. Los
tejidos se homogeneizaron en mortero a 4 °C en tampdn A, en una relacion de 4
ml por g de peso fresco para los ejes y de 10 ml por g de peso fresco para los
cotiledones. Tras centrifugar durante 10 min a 12.100 g se tomaron partes
alicuotas de los extractos y se les afiadio HCI para alcanzar una concentracion
final de 95 mM. Los extractos se centrifugaron de nuevo durante 10 min a
12.100 g y a 4 °C. Se elimind el sobrenadante y los precipitados se
resuspendieron en tampon B, en un volumen igual al inicial. Estos extractos
obtenidos se analizaron mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE).

Reactivos
Tampon A:

TRIS-HC1 0,15 M pH 8,5
Tampon B:

TRIS-HCI1 0,025 M pH 8,5

5.- ACTIVIDADES ENZIMATICAS
Una unidad de actividad enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima
que cataliza la producciéon de 1 umol de producto por min en las condiciones del

ensayo.

5.1.- Determinacion de la actividad alantoinasa.

Para la determinacion de actividad alantoinasa se siguid la formacién de
alantoato, como se indic6 en Raso et al. (2007b). La mezcla de reaccion
consistié en: TRIS-HC1 50 mM (pH 7,8), MnSO4 1 mM, alantoina 12 mM y una
cantidad adecuada de extracto. La reaccion se inicid por adicion del sustrato y se

llevé a cabo a 35 °C. A distintos tiempos, se tomaron partes alicuotas de 0,2 ml
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de la mezcla de reaccion que se pusieron en tubos que contenian 0,2 ml de HCI
0,15 N y 0,6 ml de agua. A continuacidén se determind la concentracion de
alantoato como se ha descrito en el apartado 4.3. En todos los casos se realizaron

controles para determinar la produccioén no enzimatica de alantoato.

5.2.- Determinacion de la actividad que cataliza la degradacion del
alantoato.

La actividad que cataliza la degradacion del alantoato se determind mediante la
cuantificacion del ureidoglicolato como se ha descrito por Raso et al. (2007a),
con ligeras modificaciones. La mezcla de reaccion consistio en: TEA-NaOH 50
mM (pH 7,0), MnSOs 1 mM, alantoato potdsico 12 mM, fenilhidrazina-HCI
0,70 mM (0,01%, p/v) y una cantidad adecuada de extracto. Las mezclas se
incubaron a 35 °C y a diversos tiempos se tomaron partes alicuotas de 0,3 ml
que se afiadieron a tubos que contenian 0,2 ml de TEA-NaOH 150 mM (pH 7,8)
a 4 °C. Las muestras se incubaron durante 10 min a 100 °C para la
transformacion del ureidoglicolato en glioxilato. Tras enfriar durante 5 min en
agua a 4 °C se anadieron 0,1 ml de 2,4-dinitrofenilhidrazina 5 mM (disuelta en
HCl 2 N) y se incubd durante 15 minutos a temperatura ambiente. A
continuacion se afiadieron 1,4 ml de tampdn fosfato sédico 0,6 M (pH 12,0) y
tras 20 min a temperatura ambiente se determiné la absorbancia de la solucion a
450 nm. En todos los casos se realizaron controles para determinar la liberacion
no enzimatica de ureidoglicolato. El coeficiente de extincion milimolar a 450

nm fue de 14,12 mM™ em™.

5.3.- Determinacion de la actividad que cataliza la degradacion del
ureidoglicolato.

Esta actividad se determin6 como se indico por Muiioz et al. (2006). La mezcla
de reaccion fue la siguiente: TES-NaOH 50 mM (pH 7,8), MnSO4 0,5 mM,
fenilhidrazina-HC1 10,4 mM (0,15%, p/v), ureidoglicolato sédico 2,5 mM, y una
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cantidad adecuada de extracto. La reaccion se inicid por adicion del sustrato y se
llevo a cabo a 30 °C. A distintos tiempos, se extrajeron partes alicuotas de 0,4 ml
de la mezcla de reaccion que se afiadieron a tubos que contenian 0,8 ml de agua
desionizada y 0,2 ml de tampon fosfato 0,4 M a 4 °C. Transcurridos 5 min, se les
afiadi6é 1 ml de HCI 12 N, 0,2 ml de ferricianuro potasico 48,6 mM (1,6%, p/v) y
se incubaron a temperatura ambiente durante 15 min. Posteriormente se
determino la absorbancia a 520 nm. En todos los casos se realizaron controles

para determinar la liberacion no enzimatica de glioxilato.

5.4.- Determinacion de la actividad fosfatasa con nucleotidos.

5.4.1.- Determinacion colorimétrica.

La determinacion de esta actividad se realiz6 de forma rutinaria siguiendo la
produccion de fosfato inorganico en la mezcla de reaccion segin el método
descrito por Katewa y Katyare (2003), con pequeias variaciones. La mezcla de
reaccion para la determinacion de actividad fosfatasa resistente a molibdato
estuvo formada por MES-NaOH 50 mM (pH 5,5), Na,MoOs 5 mM, el
nucledtido correspondiente a una concentracion de 5 mM vy la cantidad adecuada
de extracto. Para el ensayo de las actividades fosfatasas totales se elimino el
Na,MoO, de la mezcla de reaccion. En ambos casos, las reacciones se iniciaron
por la adicion del sustrato y se llevaron a cabo a 37 °C. A diferentes tiempos se
recogieron partes alicuotas de las mezclas de reaccion que se pusieron en tubos
y se ajustaron los volumenes a 0,6 ml con agua. A continuacién se afiadieron 0,2
ml de H,SO4 3 N, 0,1 ml de soluciéon M y 0,1 ml de solucion R. Las mezclas se
agitaron y, tras 50 min a temperatura ambiente, se determiné la absorbancia a
820 nm. En todos los casos se realizaron controles para determinar la liberacion
no enzimatica de fosfato.

La determinacion de la actividad fosfatasa en los extractos obtenidos a
partir de E. coli se llevod a cabo en la mezcla de reaccion compuesta de TRIS-

HCI1 50 mM (pH 7,8), MgCl, 5 mM, DTT 2 mM, el nucleétido correspondiente
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a una concentracion de 5 mM y la cantidad adecuada de extracto. La

determinacion de fosfato se realizdé como se ha descrito en el parrafo anterior.

Reactivos
Soluciéon M:

Molibdato aménico 2,5% (p/v) disuelto en H,SO, 3 N
Solucion R:

acido L-ascérbico 2% (p/v)

hidracina sulfato 2% (p/v)

H,;S040,1 N

5.4.2.- Determinacion en geles de acrilamida.

Los extractos se mezclaron con tamp6on de carga de Laemmli (1970) que carecia
de B-mercaptoetanol y se cargaron directamente sin calentar en los geles de
acrilamida al 7,5 o 10% preparados como se describe mas adelante. La
electroforesis se llevd a cabo a 30 mA y a 4 °C. Tras la electroforesis, el gel se
someti6 a dos lavados de 10 min cada uno con tampén MES-NaOH 50 mM (pH
5,5), para retirar el SDS, en agitacion suave y a 4 °C. A continuacion se
sumergio en la mezcla de reaccion compuesta por MES-NaOH 50 mM (pH 5,5)
y 5 mM de nucleétido, en presencia o ausencia de 5 mM de Na;MoOQy, y se
realiz6 una incubacion inicial de 10 min a 4 °C y en agitacién leve, seguido de
una final a 37 °C y sin agitacion por un periodo de tiempo variable dependiendo
de la actividad de los extractos. Se retird6 la mezcla de reaccion y el fosfato
inorganico liberado en el gel se determind segin el método descrito por
Simonovic et al. (2004), que consiste en colocar los geles, tras lavar brevemente
en agua desionizada, en la solucion de revelado hasta que las bandas de
actividad se hagan visibles. La reaccion de revelado se detuvo lavando los geles

con abundante agua, y los geles se fotografiaron frente a un fondo negro.
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Reactivos

Solucion de revelado:
1,06% (p/v) de amonio heptamolibdato tetrahidrato
9,2% (v/v) de HC112 N
1,37% (v/v) de trietilamina

5.5.- Determinacion de la actividad ureasa.

La actividad ureasa se determiné siguiendo la aparicion del producto de la
reaccion (amonio). La mezcla de reaccidon estaba compuesta de tampon TEA-
NaOH 50 mM (pH 7,8), urea 37,5 mM y la cantidad adecuada de extracto. La
reaccion se inicid por adicion del sustrato y se incubd a 50 °C. Partes alicuotas
de 0,2 ml de la mezcla de reaccion se recogieron a diferentes tiempos y se
afnadieron a tubos que contenian 0,8 ml de H,O a 4 °C. A continuacidon se

determiné la concentracion de amonio como se ha descrito en el apartado 4.2.

6.- CULTIVOS BACTERIANOS

6.1.- Estirpes bacterianas.

Se utilizaron dos cepas diferentes del organismo Escherichia coli. Para las tareas
de clonacion se utilizé la estirpe de DHSa (supE44, AlacU169, (¢80lacZAM15),
hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relA1) y para las tareas de sobreexpresion
se utilizo la estirpe BL21 (DE3) (hsdS, gal (Aclts857, ind-1, Sam?7, nin-5,
lacUV5-T7 gene 1)).

6.2.- Condiciones de cultivo.

Ambas cepas se cultivaron a 37 °C a menos que se indique lo contrario. Los
cultivos para el aislamiento de plasmidos se obtuvieron en agitacion a 240 rpm
durante unas 14 h, en un agitador orbital termostatizado y en recipientes de
crecimiento con una camara de aire de aproximadamente 4/5 partes del volumen

total.

45



Francisco Antonio Quiles Luque Materiales y Métodos

6.3.- Medios de cultivo.

Los cultivos de E. coli se realizaron en medio LB (Luria-Bertani) esterilizado en
autoclave. A los medios liquidos se les afadieron los suplementos una vez
enfriados. A los medios solidos se les afadi6 agar antes de autoclavar y los
suplementos se afadieron tras autoclavar y enfriar a 50 °C, distribuyéndose

posteriormente en placas de petri estériles de 8 cm de diametro.

Reactivos

Medio LB:
NaCl 170 mM
Bacto-triptona 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/l

Para medios LB sélidos, se afiadi6 agar al 1,5% (p/v)

6.4.- Obtencion de células competentes.

La estirpe bacteriana se cultivd en medio LB en agitacion a 240 rpm y 37 °C
durante unas 14 h. Este cultivo se utilizd para inocular un volumen adecuado de
LB fresco (Vi) y se incubd a 37 °C en agitacion hasta una DOgqo aproximada de
0,5 (2 - 3 horas a 37 °C, 200 rpm). El cultivo se enfri6 en hielo durante 10 min y
a partir de ese momento todo el proceso se realizé a 4 °C. A continuacion, las
células se recogieron por centrifugacion (2.800 g durante 5 min) y se
resuspendieron en un volumen igual a 1/2 Vi de CaCl, 50 mM estéril y frio (0
°C). Tras 30 min de incubacion en hielo, se centrifugé a 2.800 g durante 5 min,
se elimin6 el sobrenadante y las células se resuspendieron en 1/10 Vi de CaCl,
50 mM frio (0 °C). Estas células competentes se mantuvieron en hielo entre 30
min y 24 horas antes de su transformacion, o se almacenaron a -80 °C tras afadir

glicerol a una concentracion final del 10% (v/v).
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6.5.- Transformacion de células competentes.

Se mezclo una parte alicuota de células competentes (100 ul) con un volumen
pequefio de solucion de ADN plasmidico (= 3 ng) y se incub6 en hielo durante
30 min. Seguidamente, las células se sometieron a choque térmico a 42 °C
durante 2 min e inmediatamente se enfriaron en hiclo. A continuacion, se
afiadieron 0,9 ml de medio SOC estéril y se incubd a 37 °C durante 60 min para
reactivar el metabolismo celular. Una vez transcurrido este tiempo, las células se
recogieron por centrifugacion a 1.500 g durante 1 min y se resuspendieron en
150 ul de medio SOC. Finalmente, las células se sembraron en placas de LB-

agar suplementado segtn el plasmido utilizado.

Reactivos

Medio SOC
Se realizé por la mezcla a partes iguales de dos soluciones: solucién I (NaCl 17,2
mM, bacto-triptona 40 g/l, extracto de levadura 10 g/l y KCl 5§ mM) autoclavada, y
solucion II (glucosa 40mM y MgCl, 20 mM) esterilizada por filtracion en poro de 0,2
um. El pH se ajust6 a 7,0

7.- EXTRACCION Y PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

7.1.- Aislamiento y purificacion de ARN total de tejidos de P. vulgaris.

Todo el material de pléstico se esterilizo en autoclave por dos veces. El material
vegetal (600 mg de tejido congelado a -80 °C) se tritur6 utilizando un mortero de
porcelana hasta conseguir un polvo fino. Durante el proceso se evitd que se
descongelase la muestra mediante la adicion continua de N; liquido.
Posteriormente, se homogeneizd mediante la adicion de 3 ml de TRI
REAGENT™ y se incubé durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la
completa disociacion de los complejos nucleoproteicos. Se anadieron 0,6 ml de
cloroformo, se agitdé vigorosamente y se incub6 a temperatura ambiente durante
2-15 min. A continuacion, se centrifugd a 12.100 g durante 15 min a 4 °C. La

fase acuosa, que contenia el ARN, se paso a otro tubo y se precipité por adicion
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de 1,5 ml de isopropanol e incubacion a temperatura ambiente durante 5-10 min.
Se centrifug6 de nuevo a 12.100 g durante 10 min a 4 °C. El precipitado se lavd
afiadiendo 3 ml de etanol al 75% (v/v), agitando vigorosamente y centrifugando
a 12.100 g durante 5 min a 4 °C. El precipitado final de ARN se dejo secar a

temperatura ambiente, y se redisolvié en 0,1 ml de agua grado mili-Q estéril.

7.2.- Aislamiento de ADN plasmidico.

Un volumen de 1,5 ml de cultivo de E. coli en fase exponencial
(aproximadamente 12 h en agitacion a 240 rpm y 37 °C) del transformante
seleccionado se centrifugd a 2.800 g durante 2 min y a temperatura ambiente.
Los plasmidos se aislaron a partir de estas células precipitadas siguiendo dos

procedimientos.

7.2.1.- Utilizacion de Kit comercial.

Se empled el kit comercial MINITOOLS Miniprep Extraction Kit (Biotools)

utilizando las indicaciones del fabricante.

7.2.2.- Lisis alcalina v precipitacion con iso-propanol.

Las células precipitadas se resuspendieron en 100 ul de solucion I y se
incubaron durante 5 min a temperatura ambiente. A continuacion, se afadieron
200 wl de solucion I 'y se mezcld suavemente por inversion del tubo cinco o seis
veces. El homogeneizado resultante se incubd en hielo durante 5 min.
Posteriormente se afiadieron 150 ul de solucion III, previamente enfriada en
hielo, se mezcld de nuevo suavemente por inversion del tubo y se incubd
durante otros 5 min en hielo. La mezcla se centrifug6 a 12.100 g durante 10 min
a temperatura ambiente. El sobrenadante se transfirid a un tubo estéril y se
mezcld con 500 ul de iso-propanol utilizando un vortex. Posteriormente, se

centrifugd de nuevo durante 10 min a 12.100 g, se retird la fase acuosa y el
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precipitado se resuspendié en 50 ul de agua grado mili-Q estéril tras dejar

evaporar los restos de iso-propanol.

Reactivos
Solucion I:
Glucosa 50 mM
TRIS-HCI 25 mM (pH 8,0)
EDTA-Na, 10 mM
Solucion II:
NaOH 0,2 N
SDS 1% (p/v)

Solucion III (para un volumen de 100 ml):
Acetato potasico 5 M, 60 ml
Acido acético glacial, 11,5 ml
H,0, 28,5 ml

La solucion resultante es 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato

7.3.- Cuantificacion de acidos nucleicos.
Los acidos nucleicos se cuantificaron espectrofotométricamente midiendo su
absorbancia a 260 nm, teniendo en cuenta que los coeficientes de extincion para
el ADN bicatenario es de 50 ug'cm'ml y para el ARN de 40 ug'cm'ml
(Sambrook et al. 1989). Paralelamente se determin6 la absorbancia de las
muestras a 230 nm y 280 nm, para determinar la presencia en las mismas de
contaminantes de naturaleza glucidica y proteinica, respectivamente (cocientes
Az60nm/A2300m < 2y A260nm/A280nm < 2, de forma respectiva). EI ARN también se
cuantificoc mediante un espectrofotdmetro NanoDrop® ND-1000 UV-Vis
Spectrophotometer (Nucliber, Espafia) mediante el programa NanoDrop 3.0.0.
Los é4cidos nucleicos purificados también se cuantificaron mediante
electroforesis por comparacion de la intensidad de las bandas con un patrén de

ADN de concentracion conocida.
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8.- ELECTROFORESIS

8.1.- Electroforesis de ADN.

La separacion electroforética del ADN se llevd a cabo de forma horizontal
empleando rutinariamente geles de agarosa en tampon TBE (1x) suplementado
con bromuro de etidio (0,5 ng/ml). El porcentaje de agarosa en los geles oscild
entre 0,7 y 2% (p/v), en funciéon de los tamafios de los fragmentos que se
deseaban separar. EI ADN se cargd en el gel tras mezclar con un volumen
adecuado de solucion de carga. El tampon de electroforesis fue TBE (1x) y la
separacion se realizé a un voltaje comprendido entre 30 y 120 voltios (en
funcién del tamano de las moléculas y contenido en agarosa del gel), y durante
un tiempo también variable e inversamente proporcional al voltaje empleado. En
las electroforesis se incluyeron patrones para estimar la cantidad y tamafo de las
moléculas de ADN presentes. La visualizacion de las moléculas de ADN se

realizo tras exposicion del gel a luz ultravioleta en un trans-iluminador.

Reactivos
Marcadores:
500 ng de ADN del fago A digerido con las endonucleasas de restriccion EcoRI y
Hindlll (MBI-Fermentas)
500 ng del marcador de masa molecular 100 bp Ladder (Biotools)
Tampoén TBE:
TRIS-HCI1 90 mM (pH 8,0) que contenia H;BO; 90 mM y EDTA-Na, 2 mM
Soluciéon de carga para electroforesis de acidos nucleicos (6x):
TRIS-HC1 10 mM pH 7,6
Azul de bromofenol 0,03% (p/v)
Xilen-cianol FF 0,03% (p/v)
Glicerol 60% (v/v)
EDTA 60 mM
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8.2.- Electroforesis de ARN.

La integridad de las preparaciones de ARN tras la extraccion se comprobo
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en tampén TBE (1x)
suplementado con bromuro de etidio (0,5 ug/ml), utilizando el mismo tampon
como electrolito. La muestra de ARN (2 ug) se aplicod al pocillo del gel tras
mezclarla con un volumen adecuado de solucion de carga de ARN y calentar a
65 °C durante 10 min. La electroforesis se realiz6 a 50 voltios durante el tiempo
necesario para que las bandas correspondientes al ARN ribosdémico se separaran
suficientemente. La visualizacion de las moléculas de ARN se realizo tras

exposicion del gel a luz ultravioleta en un trans-iluminador.

Reactivos
Solucion de carga para electroforesis de acidos nucleicos ARN (6x):
MOPS-NaOH 20 mM pH 7,0
Azul de bromofenol 0,03% (p/v)
Xilen-cianol FF 0,03% (p/v)
Formamida (desionizada) 66% (v/v)
Formaldehido 23% (v/v)
EtBr 0,004% (p/v)

8.3.- Separacion eletroforética de proteinas.

Las electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida con SDS se realizaron
en geles segin Laemmli (1970) en células de electroforesis Mini Protean II y III
de Bio-Rad. La composicién del gel separador fue: TRIS-HC1 375 mM (pH 8.8),
SDS 0,1% (p/v), APS (persulfato amonico) 0,05% (p/v), N,N,N',N'-
tetrametildiamina (TEMED) 0,1% (p/v) y acrilamida/bis-acrilamida al 7,5 o
10%. La composicion del gel concentrador fue tampén TRIS-HCI 125 mM (pH
6,8), SDS 0,1% (p/v), APS 0,05% (p/v), TEMED 0,1% (p/v) y acrilamida/bis-

acrilamida 4%.
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En condiciones desnaturalizantes y reductoras las muestras se mezclaron
con tampon de carga de condiciones reductoras en una proporcion 1/1 (v/v) y se
calentaron a 100 °C durante 3 min. En condiciones no reductoras las muestras se
mezclaron con tampon de carga condiciones no reductoras y no se calentaron.

Las electroforesis se realizaron a 30 mA o a 15 voltios toda la noche.

Reactivos
Marcadores de masa molecular:

* Marcadores pretefiidos para SDS-PAGE de Bio-Rad: miosina (201,2 kDa), p-
galactosidasa (120,3 kDa), seroalbiumina bovina (100,2 kDa), ovoalbiumina (55,9
kDa), anhidrasa carbodnica (38,3 kDa), inhibidor de tripsina de soja (29,7 kDa),
lisozima (20,7 kDa) y aprotinina (7,0 kDa)

* Marcadores pretefiidos para SDS-PAGE de Fermentas (170, 130, 100, 70, 55, 40,
35, 25,15y 10 kDa)

* Marcadores sin tefiir para SDS-PAGE de Sigma-Aldrich: seroalbtimina bovina
(66 kDa), ovoalbtimina (45 kDa) y anhidrasa carbénica (29 kDa)

Tampon TRIS-Glicina (10x) (pH 8,3):
TRIS 250 mM
Glicina 520 mM
Tampon de electroforesis:
TRIS-Glicina (1x) que contenia SDS al 0.1% (p/v)
Tampoén de carga Laemmli, condiciones reductoras:
TRIS-HCI 100 mM (pH 6,8) que contenia -mercaptoetanol 71,5 mM, SDS al 2%
(p/v), azul de bromofenol al 0,025% (p/v) y glicerol al 10% (v/v)
Tampon de carga Laemmli, condiciones no reductoras:
TRIS-HCI 100 mM (pH 6,8) que contenia SDS al 2% (p/v), azul de bromofenol al
0,025% (p/v) y glicerol al 10% (v/v)
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8.4.- Tincion de los geles de acrilamida.

8.4.1.- Coomassie estandar.

Los geles de acrilamida se sumergieron en la solucion de tefiido durante 1 hora.
Posteriormente se realizaron una serie de lavados con solucién de desteiido

hasta alcanzar el grado de tincion deseado.

Reactivos
Solucion de tefiido:
Metanol 40% (v/v)
Ac. Acético 10% (v/v)
Coomassie R-250 0,1% (p/v)
Solucién de destefiido:
Metanol 40% (v/v)
Ac. Acético 10% (v/v)

8.4.2.- Coomassie un paso.

Los geles de acrilamida se sumergieron en la solucion de tefiido hasta alcanzar

el grado de tincion deseado como se indica en Zehr et al. (1989).

Reactivos

Solucion de teiiido:
Etanol 10% (v/v)
Ac. Acético 5% (v/v)
Coomassie R-250 0.0016% (p/v)

9.- SINTESIS DE ADNc

Se utilizé el producto SMART™ RACE cDNA Amplification Kit suministrado
por Clontech siguiendo las recomendaciones del fabricante. Con este método se
obtuvieron dos poblaciones de ADNc de primera cadena. La poblacion 5'-
RACE ADNc se obtuvo con un oligo dT (5’-CDS), realizandose Ila

retrotranscripcion en presencia del oligonucleétido SMART II de forma que éste
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se introduce en el extremo 5 del ADNc. La poblacion 3'-RACE ADNCc se
obtuvo realizando la retrotranscripcion con el oligonucledtido 3'CDS que
introduce en el extremo 3" la secuencia SMART I1.

Para la sintesis del 5'-RACE ADNc se mezclaron en un tubo estéril de
0,2 ml los siguientes componentes: 1 ug de ARN total, 1 ul del oligonucledtido
5’-CDS (oligonucleotido oligo dT de sintesis del 5'-RACE ADNc), 1 ul de
oligonucledtido SMART 1II y agua grado de mili-Q estéril hasta un volumen
final de 5 ul. Se incubd la mezcla a 70 °C durante 2 min, se enfrio en hielo
durante el mismo tiempo y se centrifugo brevemente. A continuacion, se
afiadieron 2 ul de tampdn de sintesis de primera cadena (5x), 1 ul de dNTPs (10
mM de cada uno), lul de DTT 20 mM y | ul de transcriptasa inversa
PowerScript. Se mezclo y se incubd a 42 °C durante 90 min en un incubador de
aire. Transcurrido este tiempo, se incubo la mezcla a 72 °C durante 7 min para
interrumpir la reaccion de sintesis de la primera cadena. Las muestras se
almacenaron a -20 °C y la sintesis de la segunda cadena se realiz6 con el primer
ciclo de la PCR.

Para la sintesis del 3’-RACE ADNc se procedi6 igual que para la sintesis
de 5'-RACE ADNGc, excepto que los oligonucledtidos 5'-CDS y SMART 1I se

sustituyeron por el oligonucleotido 3°-CDS.

Oligonucleotidos suministrados en el kit comercial:

SMART II: 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3'

3'-CDS: 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T);3 N N-3'
N=A,C,G,0T;N1=A,G,00)

5'-CDS: 5'—(T),5s Ny N-3'
N=A,C,G,0T; N;=A,G,00)

UPM Largo: 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGT
ATCAACGCAGAGT-3'

UPM Corto: 5'-CTAATACGACTCACTATAGGGC-3'

Nested A: 5'-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3'
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10- CLONACION DEL ADNc CODIFICANTE DE UNA
NUCLEOTIDASA
10.1.- Amplificacion de los fragmentos 5'-RACE y 3"-RACE.
Utilizando las dos poblaciones de ADNc obtenidas como se indica en el
apartado anterior (5-RACE y 3’-RACE ADNOCc) se realizan reacciones de PCR
con las parejas de oligonucledtidos NESTED-NTDI1 para el 3'-RACE y los
oligonucleétidos UPM-NTD2 para 5'-RACE utilizando el kit Advantage® 2
PCR Enzyme System (Clontech). Las mezclas de PCR contenian, en un volumen
total de 50 ul ajustado con agua, los siguientes componentes:
5 ul de tampon de PCR Advantage 2 (10x)
1 ul de mezcla ANTPs (10 mM de cada uno)
1 ul de polimerasa Advantage 2 (50x)
2,5 ul de ADNCc de primera cadena (5'-RACE o 3’-RACE ADNCc)
1 ul de oligonucleotido especifico del gen (NTD1 6 NTD2)
5 wul de oligonucleétido NESTED o UPM
Se realizaron reacciones de PCR con las siguientes condiciones:
35 ciclos (3’'RACE) - 40 ciclos (5'RACE)
94 °C durante 1 min
68 °C durante 1 min
72 °C durante 1,5 min
10 min de extension final a 72 °C
Los fragmentos amplificados se sometieron a electroforesis en geles de
agarosa y se purificaron siguiendo las instrucciones del kit NucleoTrap Gel
Extraction (Clontech Laboratories, Inc). Los fragmentos purificados se

introdujeron por ligacion en pGEM-T (Promega) como se indica en el apartado

11.1.
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10.2.- Amplificacion del ADNc completo.
El ADNc completo del gen que codifica la posible nucleotidasa se obtuvo
mediante PCR sobre ADNc de primera cadena en 5-RACE con la pareja de
oligonucledtidos NTD3 - NTDS utilizando el siguiente programa:
35 ciclos

94 °C durante 1 min

62 °C durante 1 min

72 °C durante 2 min

10 min de extension final a 72 °C

Oligonucleotidos:
NTD3------ 5-GACACTATAATGAATTATAGCTTCCA-3’
NTDS§------ 5"-TTAATGGTTGAGATTGTGAACAG-3’

11- LIGACION DE MOLECULAS DE ADN Y VECTORES
PLASMIDICOS
11.1.- Ligacion de moléculas de ADN en pGEM-T.
La clonacion de los fragmentos amplificados mediante PCR se realizé en el
vector pGEM-T (Promega). Este pladsmido es de alto nimero de copias y se
comercializa en forma abierta después de haber sido digerido enzimaticamente
mediante la endonucleasa EcoRV y haber sido modificado quimicamente
mediante la adicion de dos restos de timidina en la posicion 3’ de los dos
extremos romos. Estos residuos permiten la ligacion directa de los fragmentos
de ADN amplificados mediante PCR con ADN polimerasas termoestables que
afiaden sistematicamente un residuo de deoxiadenosina a los extremos 3’.

La cantidad adecuada de inserto se mezclé con pGEM-T, ADN ligasa de T4
y tampdn de ligacion (2x) siguiendo las recomendaciones de la casa comercial y
se incubo a 4 °C durante unas 14 h. La cantidad de inserto necesaria se calculo

segun la siguiente ecuacion:
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3 * Tamaiio del inserto (pb) * Cantidad de vector (ug)

Cantidad de inserto (ug)=
Tamafo del vector (pb)

Las células competentes se transformaron con el producto de la ligacion

como se ha indicado en el apartado 7.5.

11.2.- Seleccion de transformantes con pGEM-T.

La seleccion de transformantes positivos para las construcciones derivadas del
vector pGEM-T se realizdo sembrando las células transformadas sobre placas
LB-agar suplementado con ampicilina 0,1 mg/ml, IPTG 0,3 mM y X-gal 0,02
mg/ml. Estas placas se incubaron a 37 °C durante unas 14 h y las colonias
obtenidas se seleccionaron inicialmente por color. El color blanco es el resultado
de la interrupcion del gen de la f-galactosidasa mediante insercion del
fragmento de ADN exogeno, impidiendo asi la sintesis correcta de la enzima
que capacitaria a la bacteria para hidrolizar el X-gal y producir el compuesto (5-
bromo-4-cloro-3-indol) que colorea la colonia de azul. Los transformantes
seleccionados se cultivaron en medio liquido y la presencia del inserto correcto

se comprobo mediante PCR y mediante secuenciacion del plasmido aislado.

11.3.- Ligacion de moléculas de ADN en pET30b(+).

Para la sobreexpresion de proteinas recombinantes en E. coli se utilizd el vector
pET30b(+) (Novagen). Este plasmido es de bajo numero de copias y afiade a
uno o ambos extremos de la proteina recombinante una cola de histidinas que
permite su purificacion e identificacion. La cantidad de inserto necesaria se
calculd seglin la ecuacion descrita con anterioridad. Una vez determinados los
volumenes de inserto y vector necesarios, se mezclaron con 1 ul de ADN ligasa

de T4 y 1.5 wl de tampon de ligacion (10x) en un volumen final de 15 ul. La
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mezcla se incubd a 4 °C durante unas 14 h. Posteriormente se realizd la

transformacion de células competentes de la cepa de E. coli elegida.

11.4.- Seleccion de transformantes con pET30b(+).

La seleccion de transformantes positivos para las construcciones derivadas del
vector pET30b(+) se realizo sembrando las células transformadas sobre placas
LB-agar que contenian 0,03 mg/ml de kanamicina. Estas placas se incubaron a
37 °C durante unas 14 h. Las colonias obtenidas se analizaron mediante PCR y
aquellos clones en los que se amplifico un fragmento del tamafio esperado se
secuenciaron para confirmar la secuencia introducida y la ausencia de

mutaciones en el pldsmido recombinante.

12.- SECUENCIACION DE ACIDOS NUCLEICOS

Para secuenciar ADN bicatenario se utilizo el método “dye terminador” en un
secuenciador automatico ABI PRISM™ 373 (Applied Biosystem, Foster City,
CA, EEUU). La secuenciacion se realizo en el Servicio Centralizado de Apoyo a

la Investigacion de la Universidad de Cordoba.

13.- CLONACION EN VECTOR DE SOBREEXPRESION

13.1.- Clonacion para sobreexpresar una proteina con posible actividad
nucleotidasa.

A ambos lados de la region codificante del ADNc que codifica la posible
nucleotidasa se introdujeron sitios de corte para enzimas de restriccion Ncol y
Xhol mediante la amplificacion por PCR utilizando los oligonucleétidos NTEI,
que contiene los 18 primeros nucleoétidos de la region codificante y un sitio de
restriccion para la enzima Ncol en el extremo 5', y el oligonucledtido NTE2,
que corresponde al codon de terminacion y a los 15 nucleodtidos precedentes mas
un sitio de restriccién para la enzima Xhol en el extremo 5°. El fragmento de

ADN amplificado obtenido tras la reaccion de PCR se recort6 y purifico del gel
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de agarosa como se ha descrito anteriormente y se introdujo en el vector pGEM-
T mediante ligacion. Se transformaron células DHS5a y los transformantes
seleccionados por color se analizaron mediante PCR utilizando la pareja de
oligonucledtidos internos del vector pGEM-T (SP6 y T7) y la pareja de
oligonucledtidos especificos NTE1 y NTE2.

Los plasmidos de los transformantes positivos y el vector pET30b(+) se
sometieron a digestion con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol. A
continuacion se resolvieron mediante electroforesis de ADN en gel de agarosa y
se extrajeron los fragmentos de interés. Ambas moléculas de ADN se unieron
mediante ligacion como se ha indicado en el apartado anterior y a continuacion
se transformaron células de E. coli BL21. Los transformantes obtenidos se
confirmaron mediante PCR con la pareja de oligonucledtidos NTE1 y NTE2.
Los plasmidos de los transformantes positivos se secuenciaron para comprobar

la ausencia de mutaciones.

Reactivos
* Oligonucledtidos:
NTE1------ 5"-CTATCCATGGCAATGAATTATAGCTTCCAA-3’
NTE2------ 5"-CCAACTCGAGTCAACACATTTGAGAGAC-3’
* PCR
Polimerasa Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech)
Condiciones:
35 ciclos
95 °C durante 1 min
50 °C durante 1 min
72 °C durante 1 min y 30 seg

10 min de extension final a 72 °C
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13.2.- Clonacion para sobreexpresar una proteina a partir de un ADNc que
codifica una alantoinasa.

A ambos lados de la region codificante del ADNc que codifica una posible
alantoinasa se introdujeron sitios de corte para enzimas de restriccion BamHI y
Sall mediante amplificacion por PCR utilizando el oligonucle6tido ESA3, que
contiene los 18 primeros nucledtidos de la region codificante y un sitio de
restriccion para la enzima BamHI en el extremo 5', y el oligonucledtido ESA2,
que corresponde al codon de terminacion y a los 15 nucledtidos precedentes mas
un sitio de restriccion para la enzima Sall en el extremo 5°. El fragmento de
ADN obtenido tras la reaccion de PCR se recortd y purifico del gel de agarosa
como se ha descrito anteriormente y se procedidé a introducirlo en el vector
pGEM-T mediante ligaciéon. Se transformaron células DHS5a y los
transformantes seleccionados por color se analizaron mediante PCR utilizando
la pareja de oligonucleotidos internos del vector pGEMt (SP6 y T7) y la pareja
de oligonucleotidos especificos ESA3 y ESA2. El ADN plasmidico de los
transformantes positivos y el vector pET30b(+) se sometieron a digestiéon con
las enzimas de restriccion BanHI y Sall. A continuacion se resolvieron mediante
electroforesis de ADN en gel de agarosa y se extrajeron los fragmentos de
interés. Ambos fragmentos se unieron mediante ligacion y se transformaron
células BL21. Los transformantes obtenidos se confirmaron mediante PCR con
la pareja de oligonucledtidos ESA3 y ESA2 y los plasmidos de los positivos se

secuenciaron para comprobar la ausencia de mutaciones.

Reactivos
* Oligonucledtidos:
ESA2 5- ATTTAGTCGACTCATGTGGCTAGAATTTG -3°
ESA3 5- CGGATCCGATGCCTGGCCTGATTGAT -3’
* PCR

Polimerasa Advantage 2 Polymerase Mix (Clontech)
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Condiciones:
35 ciclos
95 °C durante 1 min
54 °C durante 1 min
75 °C durante 2 min

10 min de extension final a 72 °C

14.- SOBREEXPRESION DE UNA PROTEINA CUYO ADNc¢c CODIFICA
UNA ACTIVIDAD NUCLEOTIDASA

14.1.- Condiciones de expresion.

Las células de E. coli que contenian el plasmido recombinante pET30b(+) para
la nucleotidasa se cultivaron en matraces con 25 ml de medio de cultivo para
induccion (ver mas adelante), en agitacion a 200 rpm y a 37 °C. Alcanzada una
densidad optica de 0,6 a 595 nm, se afiadié IPTG a una concentracién final de 1
mM. Los cultivos se incubaron durante diferentes tiempos y a diferentes
temperaturas. La induccidon rutinaria se realizd a 30 °C durante 2 horas.
Terminada la induccion, las bacterias se recogieron por centrifugacion a 2.000 g

a4 °C y se utilizaron directamente para su lisis o se congelaron a -20 °C.

Reactivos

Medio de cultivo para induccién:
LB liquido
kanamicina 0,03 mg/ml

glucosa 1% (p/v)

14.2.- Procedimiento de lisis.

Las bacterias obtenidas de 25 ml de cultivo liquido se resuspendieron en 4 ml de
tampon de lisis (ver mas adelante). Las bacterias se rompieron por ultrasonidos
en un equipo Vibra Cell (Sonics and Materials INC., Danbury, Connecticut,
USA) aplicando 6 pulsos de 5 s cada uno, manteniéndose en todo momento las

muestras en hielo. El homogenado se centrifugd a 12.000 g durante 15 minutos
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y a 4 °C, y el sobrenadante obtenido se denominé extracto crudo de lisis. En

condiciones no desnaturalizantes, no se afadi6 urea al tampon de lisis.

14.3.- Purificacion en columna.

La proteina sobre-expresada se purificd por unién a Ni'* en columna de
Chelating sepharose (GE Healthcare) de 8 ml preparada siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se aplicaron 5 ml de extracto crudo de lisis sobre la
columna, se lavé con 7 volumenes de tampoén de lavado y por ultimo se
aplicaron 3 volimenes de tampdn de elucidon (ver mas adelante). Las fracciones
obtenidas se mantuvieron a 4 °C para su posterior analisis mediante SDS-PAGE
y Western blot. En condiciones no desnaturalizantes, no se afiadid urea a los

tampones utilizados.

Reactivos

Tampon de lisis:
TRIS-HC1 50 mM pH 7,8 que contenia PMSF 1 mM, NaCl S00 mM y urea 8 M

Tampon de lavado:
TRIS-HCI 50 mM pH 7,8 que contenia NaCl 500 mM, urea 8 M e imidazol 25
mM

Tampon de elucion:
TRIS-HCI 50 mM pH 7,8 que contenia NaCl 500 mM, urea 8 M e imidazol 300
mM

15.- SOBREEXPRESION DE UNA PROTEINA CUYO ADNc CODIFICA
UNA ALANTOINASA.

15.1.- Condiciones de expresion.

El procedimiento fue idéntico al descrito en el apartado 13.3.1 salvo que el

tiempo de induccion rutinaria se redujo a 1 hora.
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15.2.- Procedimiento de lisis.
El procedimiento fue idéntico al descrito anteriormente. El sobrenadante

obtenido se denomino extracto crudo de lisis.

15.3.- Purificacion en columna.

La proteina sobre-expresada se purificd por unién a Ni'™* en columna de
Chelating sepharose (GE Healthcare) de 8 ml preparada siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se aplicaron 5 ml de extracto crudo de lisis sobre la
columna, se lavdé con 4 volumenes de tampon de lavado 25 seguido de 4
volimenes de tampon de lavado 40 y por ultimo se aplicaron 3 volumenes de
tampon de elucion (ver mas adelante). Las fracciones obtenidas se mantuvieron
a 4 °C para su posterior analisis mediante SDS-PAGE y Western blot. En

condiciones no desnaturalizantes, no se afiadié urea a los tampones.

Reactivos

Tampon de lavado 25:
TRIS-HCI 50 mM pH 7,8 que contenia NaCl 500 mM, urea 8 M e imidazol 25
mM

Tampon de lavado 40:
TRIS-HCI 50 mM pH 7,8 que contenia NaCl 500 mM, urea 8 M e imidazol 40
mM

Tampon de elucion:
TRIS-HCI 50 mM pH 7,8 que contenia NaCl 500 mM, urea 8 M e imidazol 300
mM

16.- PROCEDIMIENTO DE DIALISIS

Las proteinas recombinantes purificadas se dializaron utilizando membranas de
celulosa para didlisis (Sigma-Aldrich). Las membranas se prepararon para su
uso lavandolas en abundante H,O desionizada y a continuacién se colocaron en

H,O miliQ durante unas 14 h y en agitacion continua a 4 °C.
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Reactivos
Tampon Salino (inoculacién):

Consistente en KH,PO, 1,5 mM, Na,HPO, 8,1 mM, NaCl 0,14 M y KCI1 2,7 mM

17.- OBTENCION DE ANTICUERPOS

Se utilizaron conejos blancos New Zealand como animal de produccion. Antes
de inyectar el antigeno por primera vez, se extrajo sangre de la arteria central de
la oreja de los conejos para obtener el suero pre-inmune. La sangre asi recogida
se incubd una hora a 37 °C para favorecer la formaciéon de un codgulo que
contuviera las células sanguineas. Después se centrifugd a 25.000 g durante 30
min y a 4 °C, se recogi6 el sobrenadante (suero) y se repartié en partes alicuotas
que se conservaron a -20 °C. El procedimiento para obtener el suero inmune fue
el mismo salvo que se realiz6 después de las distintas inmunizaciones y estos
sueros fueron titulados.

Para la inmunizacién se utilizo proteina purificada y dializada en tampon
salino. Las distintas concentraciones de proteina utilizadas se prepararon
conjuntamente y se conservaron a -20 °C hasta el dia de inoculacion. Se realizo
una primera inoculaciéon con adyuvante completo de Freund y 250 ug de
proteina. La segunda y tercera inoculacion se produjo con 125 ug de proteina y
adyuvante incompleto de Freund a los 21 y 42 dias de la primera inoculacion.
Las inmunizaciones se llevaron a cabo inyectando 2 ml de homogenado en 4

dosis a ambos lados de la zona dorsal de la escépula y las caderas de los conejos.

18.- ELECTROTRANSFERENCIA Y ENSAYO DE WESTERN BLOT

Después de las electroforesis, las proteinas presentes en el gel se transfirieron a
una membrana de PVDF (Sigma-Aldrich) mediante electrotransferencia en una
célula Mini-TransBlot (Bio-Rad) o por transferencia semiseca en TE 70 ECL

Semi-Dry Transfer Unit (Amersham Biosciences).
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La membrana de PVDF se activdo con un lavado en metanol absoluto
durante 3 min y se mantuvo en tampén de transferencia hasta su uso. La
transferencia se realizd a un amperaje constante de 240 mA durante 60 min a 4
°C, independientemente del sistema utilizado. Transcurrido este tiempo, la
membrana se lavd con tampén T-TBS y se bloqued con T-TBS suplementado
con 5% (p/v) de leche desnatada en polvo durante al menos 30 min, a

temperatura ambiente y en agitacion constante.

18.1.- Deteccion de proteina heteréloga con cola de histidinas.

Se utilizé el anticuerpo primario anti-histidinas (H1029 Sigma-Aldrich) a un
titulo de 1:5.000 en T-TBS suplementado con 0,5% (p/v) de leche desnatada en
polvo, durante 1 hora y a temperatura ambiente. A continuacion se lavo 3 veces
con T-TBS durante 10 min cada lavado. Se aplico el anticuerpo secundario anti-
inmunoglobulina de raton (A3562 Sigma-Aldrich) desarrollado en cabra y
conjugado con fosfatasa alcalina a un titulo de 1:10.000 en T-TBS durante 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente se lavd 3 veces con T-TBS durante 10, 10
y 5 min consecutivamente. La actividad fosfatasa alcalina asociada a los
anticuerpos secundarios se desarrolld6 mediante la adicion de la solucion de
revelado sobre la membrana de PVDF y, una vez desarrollado el color purpura,

la reaccion se pard mediante varios lavados con agua destilada.

18.2.- Deteccion de proteina nativa en tejidos vegetales.

Se utilizé como anticuerpo primario el suero inmune a un titulo de 1:2.500 en T-
TBS suplementado con 0,5% (p/v) de leche desnatada en polvo, durante 1 hora y
a temperatura ambiente. Se lavé 3 veces con T-TBS durante 10 min cada lavado.
Se aplico el anticuerpo secundario anti-inmunoglobulina de conejo (A3687
Sigma-Aldrich) desarrollado en cabra y conjugado con fosfatasa alcalina a un

titulo de 1:10.000 en T-TBS durante 1 h a temperatura ambiente. A

65



Francisco Antonio Quiles Luque Materiales y Métodos

continuacion, la membrana se lavé y se desarrollé como se indica en el apartado

anterior.

Reactivos
Tampon de electrotransferencia:

TRIS-Glicina (1x) (pH 8,3) que contenia metanol al 20%

T-TBS :
TRIS-HCI 24,8 mM (pH 7,4) que contenia KCI 2,7 mM, NaCl 137 mM y Tween-20
al 0,1% (v/v)
Solucion de revelado:
TRIS-HCI1 100 mM (pH 9,5)
MgCl, S mM
Fosfato de 5-bromo-4-cloro-3-indol (BCIP) 0,4 mM
Azul de nitrotetrazolio (NBT) 0,37 mM

19.- SEPERACION DE PROTEINAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA
DE INTERCAMBIO IONICO (DEAE)

El extracto crudo se cargd en una columna (9 x 2,6 cm) de Dietilaminoetil-
Sephacel® (DEAE-Sephacel®) (Sigma-Aldrich) equilibrada con tampén de
trabajo. La columna se lavé con 200 ml de tampon de trabajo que contenia NaCl
0,12 M y la elucion se realizé en dos gradientes: el primero de 0,12 a 0,30 M de
NaCl en un volumen de 300 ml de tampon de trabajo y el segundo de 0,30 a
1,00 M de NaCl en 100 ml. Todo el proceso se realizé a un flujo de 1 ml/min y

se recogieron fracciones de 2,5 ml.

Reactivos
Tampon de trabajo:
TRIS-HCI 20 mM pH 7,8 que contenia MnSO, 1mM
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20.- INMUNOPRECIPITACION
La inmunoprecipitacion se llevd a cabo utilizando proteina A unida a sefarosa.
Una pequeia cantidad de resina se introdujo en un vial de 1,5 ml y se procedi6 a
su hidratacion y lavado con T-TBS. 40 ul de la resina hidratada se coloc6é en un
vial limpio y se anadieron 50 ul de T-TBS y 3 ul de suero inmune. Se incubd en
hielo durante 90 min en agitacion y se lavo con T-TBS, recogiendo la resina por
centrifugando a 2.700 g durante 3 min y a 4 °C.

A los extractos proteicos se afiadié f-mercaptoetanol, SDS y glicerol
para unas concentraciones finales de 8,7 mM, 0,86% (p/v) y 10% (v/v),
respectivamente. A continuacion se incubaron a 100 °C durante 2 min, se
enfriaron en hielo y se colocé un volumen adecuado de éstos en la resina de
proteina A sefarosa con anticuerpo unido, preparada anteriormente. Se
incubaron a 4 °C y en agitacion durante unas 14 h. A continuacion se elimino el
sobrenadante tras centrifugar durante 1 min a 750 g y se lavd la resina por 3
veces con T-TBS. Eliminado el sobrenadante del ultimo lavado se afiadieron 35
ul de tampoén de carga Laemmli con f-mercaptoetanol y se incubd a 100 °C

durante 3 min para posteriormente analizar por SDS-PAGE.

21.- EXTRACCION DE PROTEINAS DE GELES DE ACRILAMIDA

La fraccion del gel en la que se encuentra la proteina de interés se recortd
utilizando una cuchilla limpia y se introdujo en un tubo de 1,5 ml. Se afiadieron
200 wl de T-TBS y se machac6 con ayuda de un bastoncillo hasta conseguir la
disgregacion homogénea del gel. A continuacidon se incubd durante 30 min en
hielo. El homogenado conseguido se colocd en un sistema de concentracion
Nanosep(R) Centrifugal Devices (PALL) con un corte de paso de 300 kDa. Se
centrifugd durante 3 min a 12.100 g en una centrifuga a 4 °C, lo que permitio
separar la proteina de la acrilamida, que quedd retenida en el filtro.
Opcionalmente se utiliz6 un Nanosep(R) con un corte de paso de 3 kDa para

concentrar o dializar la proteina extraida.
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22.- DEGLICOSILACION
Una cantidad apropiada de la proteina problema se diluy6 a 30 ul y se afiadieron
10 ul de tampdn fosfato. Se mezclo y se incubd la solucion a 100 °C durante 5

min. Transcurrido este tiempo se enfri6 en hielo, se afiadid 1 ul de N-glicosidasa

F (5000 U/ml) y se incub6 durante 3 h a 37 °C.

Reactivos

Tampon fosfato 250 mM, pH 7.0

23.- IDENTIFICACION DE PROTEINAS POR HUELLA PEPTIDICA
(MALDI-TOF)

Las bandas de proteina, visibles con tincion en Coomassie, se recortaron del gel
de acrilamida y se mandaron al Servicio Central de Apoyo a la Investigacion
(SCAI) de la Universidad de Cordoba (UCO) para someterse a un proceso de
identificaciéon de proteinas por espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF,
obteniéndose un espectro de masas (MS) denominado “Huella Peptidica”.
Adicionalmente, se obtuvieron espectros de fragmentacion (MS/MS) de las 3-5
masas mayoritarias dentro de cada una de las huellas peptidicas. El equipo
utilizado fue un Espectrometro de Masas MALDI-TOF/TOF (4700 Proteomics
Analyzer, Applied Biosystems).

La identificaciéon de proteinas se realizd automaticamente mediante el
sistema GPS (Global Protein Server) acoplado a los datos del TOF-TOF,
combinando ambos tipos de espectros (MS-MS/MS) obtenidos para cada
muestra y usando como motor de busqueda MASCOT (MatrixScience, UK)

sobre bases de datos publicas de secuencias de proteinas.

24.- BASES DE DATOS Y SOFTWARE DE PREDICCION Y ANALISIS
24.1.- Bases de datos.
NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
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ISI Web of Knowledge (http://wokinfo.com/).

Brenda, enzyme database (http://www.brenda-enzymes.org/).

The DFCI Medicago truncatula Gene Index Computational Biology and
Functional Genomics Laboratory at the Dana-Farber Cancer Institute and
Harvard School of Public Health
(http://compbio.dfci.harvard.edu/index.html).

Wed Phytozome (http://www.phytozome.net/).

24.2.- Software de prediccion y analisis.
HCpolya (http://zeus2.itb.cnr.it/~webgene/wwwHC polya.html) (Milanesi et
al. 1999)

TargetP Server v1.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/) (Emanuelsson
et al. 2000).
SignalP 4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al. 2011)

Conserved Domain Database and Search Service,

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi)  (Marchler-Bauer

etal. 2011).
NCBI-BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
FindPept tool, ExPASy - SIB Bioinformatics Resource Portal-

(http://web.expasy.org/findpept/) (Gasteiger et al. 2003).
NetNGlyc 1.0 Server (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).
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I1II.- RESULTADOS
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1.- ACTIVIDADES DEGRADADORAS DE UREIDOS DURANTE LA
GERMINACION Y POSTERIOR DESARROLLO DE PLANTULAS DE
JUDIA
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1.1.- Ureidos en diferentes especies.

Se analizo la concentracion de ureidos en cotiledones de plantulas de varias
especies en los dias 1 y 9 de desarrollo (Figura 8). En el primer dia ninguna de
las especies habia completado la germinacion y se observd un mayor contenido
de ureidos en judia y soja, las dos leguminosas ureidicas analizadas, siendo judia
la que presentd los niveles mas altos. Estas dos especies fueron las unicas que
mostraron incremento en la concentraciéon de ureidos desde el dia 1 al 9 de
desarrollo. Las concentraciones finales de ambas se igualaron al expresarlas por
g de peso fresco. En el resto de especies, la concentracion de ureidos en

cotiledones permanecid constante entre los dias 1 y 9.

Ureidos (umoles g PF)
[\S}

. I B n m m om

Judia Soja  Garbanzo Guisante  Maiz Girasol

Figura 8. Concentracion de ureidos en cotiledones de diferentes especies. Cotiledones de
de plantulas de diferentes especies con 1 (barras negras) y 9 dias (barras grises) de
desarrollo se utilizaron para determinar la concentracion de ureidos totales en los extractos
obtenidos a partir de estos. Los datos se expresan por g de peso fresco.

1.2.- Germinacion y desarrollo inicial de plantulas de judia.
En la Figura 9-A se muestran los diferentes estadios de judia durante la
germinacion y el desarrollo temprano, abarcando los primeros 6 dias desde el

inicio de la imbibicion (DDI). La emergencia radicular se produjo entre los dias
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2 y 3, delimitando la germinacion propiamente dicha y el desarrollo post-
germinativo (Figura 9-A). El peso fresco de la plantula completa incremento

inicialmente por el aumento de peso de los cotiledones hasta la emergencia

radicular y, a partir de ésta, por el aumento de peso del eje (Figura 9-B).

¢ 6 0|0 ®
Germinacién Desarrollo
) § 3
4 6

Peso (g)

Dias

Figura 9. Germinacion y desarrollo inicial de plantulas de judia. Las semillas de judia
se germinaron como se indica en Materiales y métodos. (A) Fotografias de semillas
completas y de los ejes embrionarios tomadas en los dias después de imbibicion (DDI)
indicados. La barra transversal indica el momento de aparicion de la radicula. (B) Peso
fresco de las plantulas completas (triangulos negros), de sus cotiledones (circulos

negros) y de sus ejes embrionarios (circulos blancos) para los DDI indicados. La flecha
indica el momento de aparicion de la radicula.

En el intervalo de tiempo analizado (hasta 6 DDI), el desarrollo de la
plantula se realiza a partir de la movilizacion de las reservas acumuladas en las
semillas. Se ha analizado la cantidad de globulinas solubles en ejes y cotiledones

de judia (Figura 10). La faseolina, proteina de reserva en Phaseolus vulgaris y
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cuya masa molecular oscila entre 51 y 45 kDa (Harada et al. 2010), es la
proteina mayoritaria en los extractos obtenidos a partir de semillas secas (calle
0, Figura 10-A). La cantidad de faseolina en los cotiledones se mantuvo
constante durante la germinacion (hasta los 3 DDI) y disminuy6 drasticamente a
los 6 DDI (Figura 10-A). Tras la aparicion de la radicula aumento la cantidad de
una proteina de 26 kDa que pas6é a ser la mayoritaria en los extractos de
cotiledones de 6 DDI (Figura 10-A). El patron de proteinas en los extractos
obtenidos a partir de ejes a 1 DDI fue distinta a la de cotiledones y la cantidad
de estas proteinas disminuyeron rapidamente durante la germinacion (Figura 10-

B).

kDa 0 1 3 6
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45— |
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Figura 10. Andlisis de las globulinas en cotiledones y ejes de judia. La abundancia de
globulinas en ejes y cotiledones durante la germinacion y desarrollo post-germinativo
inicial de plantulas de judia se analizo mediante SDS-PAGE. Los extractos fueron obtenidos
a partir de cotiledones (A) y ejes (B) a los DDI indicados en la figura. La carga en los geles
se realizo con respecto a unidad funcional de tejido. En la calle indicada como 0 se cargo el
extracto obtenido a partir de la semilla seca. En la parte izquierda se muestra la movilidad
de los marcadores de peso molecular.
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La concentraciéon de aminoacidos libres totales en los ejes y cotiledones
se analizé durante el mismo periodo de tiempo (Figura 11). La concentracion de
aminoacidos libres totales en semillas secas de judia fue de 63 umoles por
unidad. La cantidad de aminoacidos descendid6 durante el proceso de
germinacion (Figura 11-B) y a los 2 DDI la cantidad total en la plantula
completa fue de 48,3 wmoles, presentes fundamentalmente en los cotiledones
(45,7 umoles frente a 2,6 umoles totales en eje). Tras la aparicion de la radicula,
la cantidad de aminoécidos libres totales se incrementé y a los 6 DDI se
determinaron 59,2 wmoles por par de cotiledones y 23,3 umoles por eje. La
cantidad de aminoacidos libres descendid durante la germinacidén tanto en
cotiledones como en ejes cuando se expresé por g de peso fresco (Figura 11-A).
Durante el desarrollo post-germinativo, la concentraciéon de aminoacidos por
gramo de peso fresco se mantuvo constante tanto en ejes como en cotiledones

con un valor de 100 umoles de aminoacidos por gramo de peso fresco (Figura
11-A).
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Figura 11. Concentracion de aminodcidos libres durante la germinacion y desarrollo
inicial en plantulas de judia. Los extractos crudos fueron obtenidos a partir de cotiledones
(barras negras) y ejes (barras grises) en los dias indicados tras el comienzo de la imbibicion

(DDI). Los valores se representaron por gramo de peso fresco (A) y por unidad de tejido
(B).
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1.3.- Contenido de ureidos durante la germinacion y el desarrollo inicial de
judia.

La concentracion de alantoina y alantoato se determin6 en los mismos extractos
(Figura 12). El término ureidos totales engloba la suma de alantoina, alantoato y
ureidoglicolato. La concentracion de ureidos en semillas secas de judia fue de
1,3 umoles por semilla (Figura 12-B) y de 4 umoles por gramo de peso fresco,
que corresponde a una concentracion de ureidos en semilla seca de 0,1% (p/p)
(Figura 12-A). La cantidad total de ureidos descendié ligeramente durante la
germinacion y 48 horas después del inicio de la imbibicion se determinaron 1,18
umoles por plantula completa (Figura 12-B). La mayor parte se determinaron en
cotiledones (1,04 umoles) y tan solo una pequefia cantidad (0,14 umoles) en el
eje (Figura 12-B). En este estadio (2 DDI), la cantidad de ureidos expresados
frente a peso fresco fue similar en cotiledones y en ejes, correspondiendo a una
concentracion de 2 umoles/g de peso fresco (Figura 12-A). Después de la
aparicion de la radicula, la cantidad total de ureidos se increment6 en ambas
partes, siendo de 2,29 umoles en cotiledones y de 2,24 umoles en ejes a los 6
DDI (Figura 12-B). Este incremento también se observo al expresar la cantidad
de ureidos frente a peso fresco (Figura 12-A). Por lo tanto, se produce una
sintesis de ureidos durante los estadios iniciales del desarrollo de las plantulas.
La concentracion de ureidos a los 6 DDI fue mayor en ejes (Figura 12-A), y los
valores de 10 umoles/g PF corresponden al 0,2% (p/p) y a 0,1 mg de alantoato
por mg de proteina total presente en el extracto crudo. El acido alantoico

represent6 siempre alrededor del 95% de los ureidos totales.
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Figura 12. Concentracion de ureidos durante la germinacion y desarrollo inicial en
plantulas de judia. Los extractos crudos fueron obtenidos de cotiledones (barras negras) y
ejes (barras grises) en los dias indicados tras el comienzo de la imbibicion (DDI). Los
valores se representaron por gramo de peso fresco (A) y por unidad de tejido (B).

La distribucion de ureidos en las distintas partes de la plantula se ha
analizado a los 5 y 9 DDI (Tabla 1). La cantidad de ureidos por g de peso fresco
permanecid practicamente constante en cotiledones, raices e epicétilos, mientras
que descendid ligeramente en hipocétilos (Tabla 1). Los ejes de judia
experimentaron un gran incremento en su peso fresco durante este intervalo de
tiempo desde los 74 mg a los 5 DDI hasta los 418 mg a los 9 DDI. Paralelo a
este incremento se produjo otro en la cantidad total de ureidos aumentando

desde los 0,87 umoles a los 5 DDI hasta los 3,63 umoles a los 9 DDI (Tabla 1).

Tabla 1. Concentracion de ureidos en diferentes partes de plantula de judia. Plantulas de
5 vy 9 DDI fueron separadas en cotiledones, raices, hipocotilos y epicotilos. Se obtuvieron
extractos crudos y se determinaron los niveles de ureidos totales.

5 DDI 9 DDI
PF(g) umoles/gPF  wmoles/unidad | PF(g) wmoles/g PF  umoles/unidad
Cotiledones 0,597 3,73 2,22 0,559 3,68 2,06
Ejes completos 0,074 11,76 0,87 0,418 8,68 3,63
Raices 0.036 7.74 0.28 0.253 7.70 1.95
Hipocotilos | 0.029 17.33 0.50 0.127 10.53 1.34
Epicotilos 0.009 10.39 0.09 0.038 8.90 0.34
Plantula completa | 0.671 4.81 3.09 0.977 5.86 5.69
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1.4.- Actividades que catalizan la degradacion de los ureidos durante la
germinacion y el desarrollo inicial.

Las actividades enzimaticas implicadas en la degradacion de los ureidos se
determinaron en plantulas de judia durante la germinacion y el desarrollo post-
germinativo inicial (Figura 13). Las actividades que catalizan la degradacion de
alantoina y alantoato se detectaron en extractos crudos obtenidos a partir de
semillas secas; sin embargo, no se detectd la actividad que cataliza la
degradacion del ureidoglicolato (Figura 13). El valor de la actividad que cataliza
la degradacion de la alantoina fue de un orden de magnitud superior al valor de
la actividad que cataliza la degradacion de alantoato. Durante la germinacion, la
actividad alantoinasa descendi6 ligeramente en cotiledones mientras que las
actividades que catalizan la degradacion de alantoato y ureidoglicolato no
variaron (Figura 13). Las tres actividades se detectaron en los ejes embrionarios
a las 24 horas después de imbibiciéon y no variaron durante la germinacion
(Figura 13).

Los valores de las actividades enzimdticas si cambiaron de forma
importante tras la aparicion de la radicula (Figura 13). En cotiledones, la
actividad alantoinasa se increment6 (Figura 13-A y B) mientras que la actividad
que cataliza la degradacion del alantoato disminuy6 (Figura 13-C y D). La
actividad que cataliza la degradacion del ureidoglicolato no se detecté nunca en
los extractos obtenidos a partir de cotiledones (Figura 13-E y F). Este patron de
actividades enzimaticas en cotiledones (incremento en la actividad alantoinasa,
descenso en la actividad que cataliza la degradacion de alantoato y la no
determinacion de la actividad que cataliza la degradacion de ureidoglicolato) se
correlaciona con el incremento de la concentracion de alantoato observada en
cotiledones después de la germinacion. En ejes embrionarios, los valores de
actividad especifica incrementaron después de la germinacion para las tres

actividades (Figura 13).
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Figura 13. Actividades que catalizan la degradacion de ureidos durante la germinacion y
posterior desarrollo inicial de plantulas de judia. Las semillas de judia se germinaron como
se indica en Materiales y Métodos. Los extractos crudos fueron obtenidos de cotiledones
(barras negras) y ejes embrionarios (barras grises) a los DDI indicados. Se determino la
actividad de la alantoinasa (ALNasa) y las degradadoras de alantoato (ALCasa) y de
ureidoglicolato (UGasa). Las actividades enzimdticas se expresan frente a unidad de tejido
(A, Cy E), y frente a mg de proteina soluble total (B, D y F). El momento de la aparicion de
la radicula se indica con la flecha.
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1.5.- Efecto de la sacarosa y del nitrato en la cantidad de ureidos y actividad
alantoinasa.

La adicion de nitrato (10 mM) o sacarosa (50 mM) al medio de imbibicién no
afectd ni a la tasa ni a la velocidad de germinacion de judia, aunque la
disponibilidad de nitrato si dio lugar a un mayor desarrollo post-germinativo de
los ejes en plantulas analizadas a los 6 DDI (Tabla 2). Asociado al mayor
desarrollo, la cantidad total de ureidos por unidad de eje fue mayor en plantulas
desarrolladas con nitrato mientras que los valores fueron similares al control en
plantulas desarrolladas en presencia de sacarosa (Tabla 2). La concentracion de
ureidos expresada por g de peso fresco no se afectd en las distintas partes de
plantulas a los 6 DDI por presencia de estos compuestos en el medio de
imbibicion, salvo en epicotilos donde fue mayor en presencia de nitrato (Tabla
2).

Tabla 2. Concentracion de ureidos en las distintas partes de plintulas embebidas en
presencia de sacarosa o nitrato. Las plantulas se desarrollaron en presencia de sacarosa (50
mM) o de nitrato (10 mM) en el medio de imbibicion hasta los 6 DDI. Se obtuvieron los
extractos crudos a partir de las distintas partes indicadas de las plantulas y se determinaron
los niveles de ureidos totales. Los resultados son la media de tres experimentos.

PF (g) umoles/unidad umoles/gPF

Cotiledones

control 0,595 + 0,069 2,30+ 0,02 3,87+0,18

+ sacarosa 0,566 + 0,072 2,62 +£0,35 4,62 +£0,62

+ nitrato 0,564 + 0,034 2,10+ 0,05 3,72+ 0,15
Raices

control 0,116 + 0,033 0,91 +0,01 7,84 £0,62

+ sacarosa 0,104 £ 0,029 0,78+ 0,16 7,56 +0,31

+ nitrato 0,172 £ 0,041 1,27+ 0,18 7,42 £ 0,65
Hipocotilos

control 0,061 0,019 0,76 £ 0,01 12,45+ 0,56

+ sacarosa 0,068 £ 0,018 0,79 £ 0,05 11,61+ 1,68

+ nitrato 0,122 £ 0,027 1,42 +£ 0,07 11,72 £ 0,54
Epicétilos

control 0,028 + 0,005 0,20 + 0,04 7,14 £ 0,65

+ sacarosa 0,027 + 0,005 0,21 +£0,01 7,87+0,77

+ nitrato 0,042 + 0,007 0,48 + 0,03 11,42+0,78
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Los valores de la actividad alantoinasa tampoco se afectaron por la
presencia de estos compuestos cuando se expresaron frente a gramo de peso

fresco o frente a mg de proteina soluble (Figura 14).
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Figura 14. Actividad alantoinasa en plantulas embebidas en presencia de sacarosa o
nitrato. La actividad alantoinasa se determiné en los mismos extractos descritos en la Tabla
2 obtenidos a partir de plantulas embebidas en condiciones estandar (barras negras), en
presencia de sacarosa 50 mM (barras grises) o nitrato 10 mM (barras blancas). Las
plantulas se separaron en cotiledones (Coti), raices (Raiz), hipocotilos (Hipo) y epicatilos
(Epi). La actividad alantoinasa se expreso frente a peso fresco (A) o mg de proteina soluble

(B).

1.6.- Efecto del alopurinol y del fenil-fosforo-diamidato en los niveles de
ureidos y en la actividad alantoinasa.

Las plantulas de judia se desarrollaron en presencia de los compuestos
alopurinol (inhibidor de la xantina deshidrogenasa) y de fenil-fosforo-diamidato
(PPD, inhibidor de la ureasa) en el medio de imbibicion (Figura 15). La
inclusion de estos compuestos no afectd a la tasa de germinacion de judia. En
cuanto al desarrollo del eje, el alopurinol lo inhibié ligeramente cuando se
analiz6 a los 6 DDI mientras que PPD no afect6 (Figura 15-A). La presencia de

PPD en el medio de imbibicién no afect6 a la cantidad de ureidos en plantulas
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Figura 15. Efecto del alopurinol y del PPD sobre la concentracion de ureidos en plantulas
de judia. Semillas de judia se germinaron y crecieron como se indica en Materiales y
Meétodos en presencia de alopurinol 3 mM (barras grises), de PPD 0,1 mM (barras blancas)
o en ausencia de inhibidores (barras negras) durante 6 dias. Transcurridos éstos, las
plantulas se separaron en cotiledones (Coti), raices (Raiz), hipocotilos (Hipo) y epicotilos
(Epi) y se determino el peso fresco (A), los ureidos totales expresados por unidad de tejido

(B) y por peso fresco (C).

mientras que la inclusion de alopurinol la redujo en todas las partes de la

plantula, tanto por peso fresco como por unidad funcional (Figura 15). La
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cantidad total de ureidos en las plantulas desarrolladas en presencia de
alopurinol a los 6 DDI fue de 1,56 moles. Esta cantidad es muy similar a la
determinada en las semillas secas, lo que podria sugerir una distribucion de
ureidos desde los cotiledones a los ejes (Figura 15). Ninguno de los compuestos
afect6 al porcentaje relativo entre ambos ureidos en extractos crudos y el acido
alantoico supuso alrededor del 95% de los ureidos totales presentes.

Debido a la ausencia de efecto del PPD sobre el desarrollo y la cantidad
de ureidos se determiné la actividad ureasa en estas plantulas. La inclusion de
PPD al medio de imbibicion inhibi6 significativamente la actividad ureasa en los
extractos crudos obtenidos a partir de cotiledones y ejes en desarrollo,
determinandose valores del 20% con respecto a las plantulas no tratadas (Figura
16). Esta actividad remanente resultd limitante para el metabolismo de la urea
puesto que la concentracion de ésta fue mayor en estas plantulas tratadas (Figura
16-B). La concentracion de PPD utilizada inhibié completamente la actividad

ureasa ensayada in vitro en extractos crudos de judia.
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Figura 16. Efecto del PPD sobre la actividad ureasa y la cantidad de urea en plantulas de
Jjudia. Semillas de judia se germinaron y crecieron como se indica en Materiales y métodos
en ausencia (barras negras) y en presencia de PPD 100 uM (barras grises). Tras 6 dias de
imbibicion, la actividad ureasa (A) y la concentracion de urea (B) se determinaron en los
extractos obtenidos a partir de cotiledones y ejes.
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En los extractos obtenidos de estas plantulas se determind también la
actividad alantoinasa. Los valores de actividad alantoinasa en las distintas partes
de la plantula no se afectaron por la presencia de alopurinol o PPD en el medio

de imbibicion (Figura 17).
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Figura 17. Actividad alantoinasa en plantulas desarroladas en presencia de los inhibidores
alopurinol o fenil-fosforo-diamidato (PPD). Semillas de judia se desarrollaron en presencia
de alopurinol 3mM (barras grises), PPD 0.ImM (barras blancas) o en ausencia de
inhibidores (barras negras). Transcurridos 6 dias las plantulas se separaron en cotiledones
(Coti), raices (Raiz), hipocotilos (Hipo) y epicotilos (Epi). Se determino la actividad
alantoinasa presente en los extractos obtenidos a partir de estos tejidos y se represento
frente a g de peso fresco (A) y mg de proteina soluble (B).

1.7.- Efecto de la eliminacion de los cotiledones.

El metabolismo de ureidos se incrementa en los ejes en desarrollo tras la
germinacion. Para determinar si estos ejes tienen la capacidad de sintetizar
ureidos se eliminaron los cotiledones justo después de la germinacion y los ejes
se desarrollaron durante 4 dias adicionales en medios en presencia y ausencia de
alopurinol (Figura 18-A). Los ejes sin cotiledones se desarrollaron mucho mas
lentamente que en plantulas completas y el peso fresco fue el mismo

independientemente de la presencia o no de alopurinol (Figura 18-B).
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La cantidad de ureidos totales por unidad de eje también fue menor en
los ejes sin cotiledones con respecto a los desarrollados en su presencia como
consecuencia del menor peso fresco puesto que la concentracion de ureidos
expresada por g de peso fresco fueron similares a los de los ejes de plantulas
completas (Figura 18-C y E). La inclusion de alopurinol en el medio de
imbibicion inhibid este incremento en la concentracion de ureidos tanto como
ureidos totales como por gramo de peso fresco, siendo los valores similares a los
de ejes de 3 dias antes de eliminar los cotiledones (Figura 18-C y E). El efecto
del alopurinol fue especifico puesto que la inclusion de alopurinol al medio no
afect6 a los valores de aminoacidos totales (Figura 18-D y F).

También se determino el efecto de la eliminacion de los cotiledones en la
induccion de la actividad alantoinasa en ejes tras la germinacion (Figura 18-G y
H). La actividad alantoinasa no mostr6 grandes variaciones en los ejes de
plantulas a los 7 DDI independientemente de la presencia o ausencia de
cotiledones y de alopurinol, tanto si la actividad se refiere a peso fresco de tejido
(Figura 18-G) como si se refiere a cantidad de proteina soluble en los extractos

(Figura 18-H).

Figura 18 (pagina siguiente). Efecto de la eliminacion de los cotiledones y la presencia de
alopurinol sobre los niveles de ureidos y la actividad alantoinasa en ejes embrionarios. A
plantulas de judia de 3 dias se les eliminaron los cotiledones; una parte de estos ejes
embrionarios se homogenizaron en este momento (3 DDI, columnas negras) y el resto se
separaron en dos grupos que se mantuvieron durante 4 dias adicionales en ausencia (7
DDI-C, columnas gris claro) o presencia de alopurinol (7 DDI-C+AP, columnas gris
oscuro) en el medio de cultivo. Transcurrido este tiempo se obtuvieron los extractos crudos
a partir de estos ejes y los de ejes de plantulas control de 7 dias, desarrolladas en presencia
de cotiledones (7 DDI, columnas blancas).

(A). Esquema del proceso seguido con los distintos grupos de ejes utilizados.

(B). Peso fresco de los ejes.

(C). Cantidad de ureidos expresados por unidad de eje.

(D). Cantidad de aminodcidos expresados por unidad de eje.

(E). Cantidad de ureidos expresados por g de peso freso.

(F). Cantidad de aminodcidos expresados por g de peso fresco.

(G). Actividad alantoinasa expresada por g de peso fresco.

(H). Actividad alantoinasa expresada por proteina soluble total.
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1.8.- Efecto de NaCl durante la germinacion y el desarrollo de judia.

La salinidad es uno de los factores de estrés mas comun y que afecta a la
germinacion (Abogadallah y Quick 2009; Dasgan y Koc 2009; Voigt et al.
2009). La inclusion de cloruro sodico en el medio de imbibicion afectd al
desarrollo de las plantulas de judia (Figura 19-A). Concentraciones de NaCl de
hasta 150 mM no afectaron a la tasa de germinacién mientras que las semillas
sometidas a 200 mM de NaCl presentaron una tasa muy pequefia de germinacion
y las que germinaron apenas desarrollaron la radicula (Figura 19-A). El
desarrollo post-germinativo de las plantulas de judia se redujo en funcion de la

concentracion de sal a partir de 50 mM (Figura 19-A).
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Figura 19. Efecto de NaCl sobre la germinacion y desarrollo inicial de plantulas de judia.
(A) Fotografias de plantulas de judia de 8 dias embebidas en presencia de las
concentraciones de NaCl indicadas. (B) Peso fresco de los ejes embrionarios a los 6 (barras
negras) y 8 (barras grises) DDI de plantulas desarrolladas en presencia de NaCl 0, 50 y 100
mM.
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El peso fresco de los ejes embrionarios a los 6 DDI se redujo de forma
similar en plantulas desarrolladas en presencia de 50 y 100 mM de sal (Figura
19-B). A partir de este momento, el efecto fue distinto; con 50 mM de NaCl, el
peso fresco del eje se duplicod en las siguientes 48 horas, como sucedid con los
ejes de plantulas en ausencia de sal, mientras que 100 mM de NaCl impidio este
incremento de peso fresco (Figura 19-B).

Se estudio el efecto de la presencia de 50 y 100 mM de NacCl en el medio
de imbibicioén sobre el nivel de ureidos (Figura 20) y la actividad alantoinasa

(Figura 21) a los dias 6 y 8 después de la imbibicion.
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Figura 20. Concentracion de ureidos presentes en cotiledones y ejes de plantulas
desarrolladas en presencia de 50 y 100 mM de NaCl. Plantulas de judia se desarrollaron
desde el inicio en presencia de 0, 50 y 100 mM de NaCl en el medio de imbibicion. A los 6
(barras negras) y 8 (barras grises) DDI se separaron ejes y cotiledones, y se obtuvieron
extractos a partir de estos tejidos. Se determino la concentracion de ureidos en estos
extractos representindose en funcion del peso fresco (umoles g' PF) y la concentracién de
proteina soluble (umoles mg™).

91



Francisco Antonio Quiles Luque Resultados

Las plantulas desarrolladas en presencia de NaCl tenian una mayor
concentracion de ureidos por peso fresco tanto en cotiledones como en ejes en
desarrollo (Figura 20-A y B). Este incremento en la concentracion de ureidos
fue inferior o desaparecid cuando los valores de ureidos se expresaron por mg de
proteina (Figura 20-C y D). Asi, en ejes en desarrollo, la concentracion de
ureidos por mg de proteina fue superior unicamente con 50 mM de NaCl,
mientras que los valores fueron similares en el caso de 100 mM.

La actividad alantoinasa en estos extractos presentd mayores valores en
ejes en desarrollo tanto si se refirid por g de peso fresco como por mg de
proteina soluble total, mientras que la actividad apenas se vio afectada en los

extractos obtenidos a partir de cotiledones (Figura 21).
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Figura 21. Actividad alantoinasa en cotiledones y ejes de plantulas desarrollados en
presencia de NaCl 50 y 100 mM. En los mismos extractos indicados en la Figura 20 se
determino la actividad alantoinasa, representandose en funcion de la concentracion de
proteina soluble (umoles mg”) y del peso fresco (umoles g PF). Barras negras indican
extractos obtenidos a partir de plantulas de 6 dias de desarrollo y barras grises extractos
obtenidos a partir de plantulas de 8 dias.
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1.9.- Efecto de la etiolizacion en la cantidad de ureidos y actividad
alantoinasa.
El desarrollo post-germinativo de judia en ausencia de luz dio lugar al fenotipo
normal de etiolizacion: hipocétilos engrosados, mayor desarrollo de los ejes
embrionarios y ausencia de clorofilas (Tabla 3). La concentracion de ureidos fue
inferior en cotiledones y ejes embrionarios de plantulas desarrolladas en
condiciones de etiolizacion (Tabla 3). El contenido total de ureidos por par de
cotiledones fue también inferior en plantulas etioladas mientras que el contenido
total por eje embrionario fue similar al tener un mayor desarrollo los ejes de
pléntulas etioladas (Tabla 3).

La actividad que cataliza la degradacion de alantoina fue inferior en los
extractos obtenidos a partir de plantulas etioladas, tanto en cotiledones como en

ejes (Figura 22).

Tabla 3. Efecto de la etiolizacion en el desarrollo y concentracion de ureidos en plintula
de judia. Plantulas de judia se desarrollaron en condiciones estandar o ausencia de luz, y a
los 6 dias de desarrollo se separaron en ejes y cotiledones. El contenido de clorofila y de
ureidos se determino en los extractos obtenidos.

Tejido Tratamiento Peso Clorofilas Ureidos Ureidos
(2) (ug gPF") | umoles gPF"' | umoles unidad™
Control 0,566 + 0,027 18,9+9,8 3,158 £ 0,704 1,784 + 0,394
Cotiledones
Etiolado 0,496 + 0,032 0+0 2,381 +£0,265 1,182+ 0,146
Control 0,233 +0,073 | 77,1 £19,1 | 8,477+ 1,887 1,893 + 0,323
Ejes
Etiolado 0,279 £ 0,123 0£0 6,592 +£1,484 | 1,708+0,412
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Figura 22. Actividad alantoinasa en cotiledones y ejes de plantulas etioladas. En los
mismos extractos analizados en la Tabla 3 se determind la actividad que cataliza la
degradacion de la alantoina y se expreso frente a g de peso fresco (A) o mg de proteina
soluble (B). Barras negras representan los datos de plantulas desarrolladas en condiciones
estandar y barras grises en condiciones de etiolizacion.

1.10.- Metabolismo de ureidos durante germinacion y posterior desarrollo
inicial en otras especies de leguminosas.

El metabolismo de ureidos durante el desarrollo post-germinativo se estudi6 en
otras leguminosas como soja y garbanzo, y se compar6 con judia. Al expresar
los valores de ureidos frente a unidad de tejido, los cotiledones de judia, tras un
dia de imbibicion, presentaron mayores valores de ureidos que los de soja y
garbanzo (Figura 23-A). En soja, se observo acumulacion de ureidos por unidad
de eje y cotiledon a lo largo del desarrollo de la plantula mientras que en
garbanzo solo una ligera acumulacion en ejes a lo largo del desarrollo (Figura
23-A y B). Al referir la cantidad de ureidos a gramo de peso fresco de tejido, se
observo una tendencia similar en soja y judia tanto en cotiledones como en ejes

y con unos valores también muy semejantes, mientras que los valores de ureidos
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en cotiledones y ejes de garbanzo permanecieron en los valores bajos e
insignificantes con respecto a los de las otras plantulas (Figura 23-C y D).

En los mismos extractos acelulares, se determino la actividad alantoinasa
(Figura 24). En cotiledones, se detect6 dicha actividad en las tres especies tras 1
dia de imbibicion, aunque la mayor actividad se encontré en soja (Figura 24-A 'y
C). En las tres especies se produjo induccion de la actividad en cotiledones a lo
largo del desarrollo, presentando la mayor actividad en judia y la menor en

garbanzo (Figura 24-A y C).
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Figura 23. Concentracion de ureidos en cotiledones y ejes de varias leguminosas.

Semillas de garbanzo (—e—), soja (—0— ) y judia (—v ), se germinaron en las condiciones
descritas en Materiales y Métodos. Se obtuvieron extractos crudos de cotiledones y ejes para
los dias después de la imbibicion (DDI) indicados y se determino la concentracion de
ureidos en los mismos y se refirieron a unidad de tejido (A y B) o a g de peso fresco (Cy D).
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La actividad alantoinasa también fue mayor en los ejes en desarrollo en
soja y judia que en garbanzo (Figura 24-B y D). El mayor incremento de
actividad por unidad de tejido se observé en ejes de judia (B). Al expresar los
valores de actividad por mg de proteina soluble (D), se observd una tendencia
distinta en soja y judia: una elevada actividad inicial en soja que se mantuvo
constante hasta 7 DDI para descender a partir de ese momento frente a un

incremento inicial seguido de un descenso en judia, también a partir del 7 DDI.
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Figura 24. Actividad alantoinasa en cotiledones y ejes de varias leguminosas. Semillas de
garbanzo ( —e—), soja ( —0—) y judia (—v— ) se germinaron en las condiciones descritas en
Materiales y Métodos. Se obtuvieron extractos crudos de cotiledones y ejes para los dias
después de la imbibicion (DDI) indicados y se determino la actividad alantoinasa en los
mismos, los datos se refieren a unidad de tejido (A y B) o a g de peso fresco (Cy D).
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2.- EXPRESION DE UNA ALANTOINASA DE JUDIA EN E. coli.
OBTENCION DE ANTICUERPOS Y DETECCION EN TEJIDOS DE
JUDIA
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2.1.- Expresion heterologa de un ADNc que codifica una alantoinasa de
Phaseolus vulgaris.

Recientemente, nuestro grupo de investigacion ha depositado en las bases de
datos dos secuencias de ADNc, JQ282796 (ALNI) y JQ277455 (ALN2), que
codifican una actividad alantoinasa, presentando ALN2 niveles bajos de
expresion frente a ALNI (Diaz-Leal et al. 2012). Se procedid a sobreexpresar la
proteina codificada por el gen ALNI. En la secuencia de este gen se han descrito
dos posibles marcos abiertos de lectura (Raso 2008). El primero codifica una
proteina de 56 kDa que incluye una secuencia sefial de transporte hacia la ruta
de secrecion y el segundo codifica una proteina sin péptido senal de 45 kDa. La
expresion de la proteina codificada por el segundo marco abierto de lectura se
llevo a cabo en E. coli utilizando el procedimiento que se describe en Materiales
y Métodos. La proteina recombinante presentara una cola de histidinas en el
extremo amino terminal para su deteccion mediante la técnica de Western blot y
su purificacion mediante cromatografia de afinidad a Ni™.

Varios de los clones obtenidos se secuenciaron y se comprobo que la fase
de lectura era la correcta y no se habian producido mutaciones durante el
proceso de clonacion. En todos estos clones se encontrdo el mismo perfil de
expresion de la proteina recombinante Hys-PvALN. El andlisis mediante la
técnica de Western blot reveld la expresion de varias proteinas con colas de
histidinas tras la induccion de las células de E. coli con IPTG mientras que no se
observo expresion en células no inducidas (Figura 25-A). La proteina
mayoritaria tiene un peso molecular aparente de 61 kDa que es ligeramente
superior al esperado de 51 kDa. Las proteinas de menor masa molecular podrian
corresponder a proteinas degradadas o truncadas. Con el objetivo de disminuir el
porcentaje de proteinas de baja masa molecular, se analizd la expresion de la
proteina recombinante en células de E. coli inducidas a 30 °C con IPTG 1mM
durante 1 y 2 horas (Figura 25-B). La proteina recombinante se detecto tanto en

la fraccion soluble como insoluble aunque la mayor parte se encontré como
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proteina insoluble en los precipitados (Figura 25-B). La cantidad de proteina
soluble fue similar en ambos tiempos de induccidon, mientras que la cantidad de

proteina insoluble fue mayor tras 2 horas de induccién (Figura 25-B).

A B
-IPTG +IPTG 1 hora 2 horas
kDa kDa P S P S
200 = 200 = Fm =3
100 — 100 —
. = -
56 — N
- e o -
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38 =
30 — =
2 — 30 =
12 - 21 -

Figura 25. Estudio de la induccion de la proteina recombinante Hys-PvALN mediante
Western blot. (A) Expresion. Una cepa de E. coli que contenia el plasmido de expresion de
la proteina recombinante Hys-PvALN se cultivo como se indica en Materiales y Métodos
hasta alcanzar la densidad optica de 0,5. El cultivo se dividio en dos partes y a una de ellas
se anadio IPTG. Las células de ambos cultivos se recogieron tras 2 horas a 37 °C y se
rompieron mediante sonicacion. Los extractos crudos obtenidos se analizaron mediante la
técnica de Western blot utilizando anticuerpos frente a las colas de histidinas. (B)
Solubilidad. La misma cepa se cultivo hasta una densidad optica de 0,5 como
anteriormente. El cultivo se dividio en dos partes y se indujeron con 1 mM IPTG, a 30 °C y
durante 1 o 2 horas. Las células se recogieron y rompieron mediante sonicacion en
condiciones no desnaturalizantes. El homogenado se centrifugo y se separo en precipitado
(P) y sobrenadante (S). Los precipitados se resuspendieron en el mismo volumen de tampon
para mantener las proporciones. En estas fracciones se analizo la expresion de la proteina
recombinante mediante la tecnica de Western blot utilizando anticuerpos frente a las colas
de histidinas.

2.2.- Purificacion de la proteina recombinante.

El proceso de purificacion se llevo a cabo mediante cromatografia de afinidad en
Chelating-Sepharose cargada con Ni” como se indica en el apartado de
Materiales y Métodos. En condiciones no desnaturalizantes, se utiliz6 como

extracto crudo la fraccion soluble, descartandose la insoluble formada por los
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cuerpos de inclusion. En estas condiciones, la proteina recombinante presentd
mala adhesion a la columna y la mayor parte de la proteina recombinante se
obtuvo en la fraccién no retenida a la columna (Figura 26-A calle NR). La
proteina retenida se eluyd con tampdn que contenia imidazol 500 mM vy
representd un porcentaje muy bajo con respecto a la presente en el extracto
crudo (Figura 26-A calle 6). En condiciones desnaturalizantes, la purificacion se
llevo a cabo utilizando extracto crudo total, es decir, con proteina soluble y
cuerpos de inclusidon, en presencia de urea 8 M en los tampones. En estas
condiciones, no se observo proteina en la fraccion no retenida en la columna
(Figura 26-B calle NR); la proteina retenida se eluy6 utilizando imidazol 300

mM (Figura 26-B calles 5 y 6). La proteina eluida estaba purificada a

A B
kba E NR 1 2 3 4 5 6 | kba E NR1 2 3 4 5 6
120 — 120°=
45 —

W vy

—
45 — 29 =
hg — 24 —
24 = 17 —

Figura 26. Andlisis mediante Western blot del proceso de purificacion de la proteina
recombinante Hys-PvALN por cromatografia de afinidad.

(A) Condiciones no desnaturalizantes. El proceso se detalla en Materiales y Métodos. En
la calle E se cargo el extracto crudo obtenido por centrifugacion del homogenado tras
romper las células de E. coli inducidas por IPTG mediante sonicacion. La calle NR se cargo
con el extracto no retenido en la columna. En las calles 1, 2, 3 y 4 se cargaron las fracciones
obtenidas tras lavar sucesivamente la columna con tampon que contenia imidazol 100 mM.
Las calles 5 y 6 se cargaron con las fracciones obtenidas tras lavar con tampon de elucion
que contenia imidazol 500 mM.

(B) Condiciones desnaturalizantes. El proceso se detalla en Materiales y Métodos. En la
calle E se cargo el extracto crudo obtenido por centrifugacion del homogenado tras romper
las células de E. coli inducidas por IPTG mediante sonicacion en tampones que contenian
urea 8 M. La calle NR se cargo con el extracto no retenido en la columna. En las calles 1 y
2, yenlas 3 y 4, se cargaron las fracciones obtenidas tras lavar la columna con tampones
que contenian imidazol 25 y 40 mM, respectivamente. Las calles 5 y 6 se cargaron con las
fracciones obtenidas tras lavar con tampon de elucion que contenia imidazol 300 mM.
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homogeneidad electroforética (Figura 27), por lo que se utilizd este método de
purificacion en condiciones desnaturalizantes para la obtencion de gran cantidad
de proteina pura. La proteina pura no mostré actividad alantoinasa y no se
consiguid actividad tras diversos tratamientos (incubaciéon con manganeso, con

DTT, con glutation, etc.).

Figura 27. Andlisis mediante SDS-
KDa ' PAGE de la proteina recombinante
Hys-PvALN purificada. La proteina
purificada en condiciones
desnaturalizantes se dializo frente a
tampon salino y se resolvio
66 — mediante SDS-PAGE en condiciones
reductoras. El gel se tifio con
Coomassie un paso.

44 =

29 —

2.3.- Estudios inmunoldgicos.

2.3.1.- Anticuerpos policlonales frente a la proteina recombinante Hys-PvALN.

La proteina de fusion Hys-PvALN purificada se usd para obtener anticuerpos
policlonales en conejos. El suero post-inmune obtenido reconocid la proteina
recombinante Hys-PvALN utilizada en la inmunizacién, mientras que no se
obtuvo ninguna sefial utilizando el suero pre-inmune (Figura 28-A). Estos
mismos sueros se utilizaron en el analisis Western blot de los extractos crudos
obtenidos a partir de ejes de plantulas de judia (Figura 28-B). Se obtuvieron
varias bandas especificas utilizando el suero post-inmune que no se observaron
con el suero pre-inmune. La masa molecular de la banda superior podria

corresponder con la masa molecular esperada para la proteina deducida a partir
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de su secuencia nucleotidica de la alantoinasa de judia, mientras que las dos de
menor tamafo correspondieron con las dos proteinas purificadas anteriormente

(Raso et al. 2007D).

A |Pr0teina Hys-PvALN| B | Eje |
kDa  Suero (-) Suero (+) kDa Suero(-)  Suero (+)
170 =

170 =
66 — gl
45 — 100 —
35 — 66 —
55 =
25—
45—
17—
35—

Figura 28. Anadlisis mediante Western blot utilizando los anticuerpos policlonales
obtenidos. Proteina recombinante (A) y extracto crudo de ejes de judia (B) se resolvieron en
SDS-PAGE 10% y 8,5%, respectivamente. A continuacion se analizaron mediante Western
blot utilizando suero pre-inmune (Suero (-)) e inmune (Suero (+)). El suero pre-inmune se
utilizo en una relacion de 1:250 en ambos casos. El suero post-inmune se utilizo en una
relacion 1:250 frente a la proteina Hys-PvALN y en una relacion de 1:2500 frente a extracto
de eje.

2.3.2.- Analisis de expresion de alantoinasa en distintos tejidos mediante

Western blot.
El andlisis de expresion en diferentes tejidos y etapas de desarrollo de judia se
realizd mediante Western blot con anticuerpos policlonales frente a la proteina
heter6loga Hys-PvALN.

Las tres proteinas reconocidas por los anticuerpos policlonales indicadas

previamente se detectaron en las distintas partes de los ejes de plantulas de judia
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a los seis dias de desarrollo (epicotilo, hipocoétilo y raiz) y la abundancia relativa
fue similar, aunque la proteina de menor masa molecular fue ligeramente
superior en epicotilo e hipocotilo (Figura 29-A). En distintas partes de plantas
adultas (hojas, tallos, raices y nddulos) cultivadas en condiciones de fijacion de
nitrogeno y analizadas a los 35 dias de desarrollo, se detectaron estas tres bandas
con diferente intensidad relativa (Figura 29-B). Se observo la reactividad con los
anticuerpos de una nueva proteina con masa molecular aproximada de 50 kDa
fundamentalmente en hojas, tallos y nodulos. En este ultimo tejido Ia
abundancia relativa de esta nueva proteina es superior a la que se observo en los

otros tejidos.

A ) B C
Ep Hi Ra Ho Ta Ra No Va Cu Se
kDa kDa kDa
170 — 170 =
170 =
75— =
75 = N
50— 50—
50—
35— _— 35 = b
25— 3= 25—
25—

Figura 29. Analisis de expresion de la alantoinasa en diferentes tejidos en judia. Los
extractos crudos obtenidos a partir del tejido que se indica se analizaron mediante Western
blot utilizando los anticuerpos policlonales obtenidos. La carga se realizo en cada calle por
peso fresco de tejido.

(A) En ejes de plantulas de 6 dias. Los ejes se dividieron en epicotilo (Ep), hipocotilo (Hi) y
raiz (Ra).

(B) En planta adulta. Los extractos se obtuvieron a partir de hojas (Ho), tallos (Ta), raices
(Ra) y nodulos (No) de plantas de 35 dias, cultivadas en condiciones de fijacion de
nitrogeno.

(C) Partes de fruto en desarrollo. Los extractos se obtuvieron a partir vainas (Va), cubiertas
(Cu) y semillas (Se) de frutos en desarrollo provenientes de plantas cultivadas en
condiciones de fijacion.
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También se analizaron los extractos obtenidos a partir de vainas,
cubiertas y semillas de frutos en desarrollo (Figura 29-C). De nuevo se
detectaron las proteinas inmunoreactivas ya descritas. La banda de 40 kDa
presentd una intensidad muy similar en los tres tejidos, aparte de ser la unica
detectada en semillas en formacidon. Las otras dos proteinas de 66 y 37 kDa
fueron mucho mas abundantes en cubiertas (Figura 29-C).

La distribucion relativa de estas proteinas se analizd en ejes y cotiledones
de judia durante la germinacion y desarrollo post-germinativo (Figura 30). Las
tres proteinas se detectaron en ejes en desarrollo de 1 dia, asi como en
cotiledones de semillas secas, y la abundancia relativa de las proteinas no vari6
significativamente a lo largo del desarrollo. Puesto que la cantidad cargada en
cada calle fue similar en referencia al peso fresco, se puede deducir que las
proteinas en ejes disminuyeron a lo largo del desarrollo, lo que se aprecia por el

descenso en la intensidad de las bandas.

A DDI B DDI
kbDa 1 2 3 4 6 kba 0 1 2 3 4 6
170 = 170 =
70—
70—
55—
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Figura 30. Anadlisis de expresion de la alantoinasa de judia durante la germinacion y
desarrollo post-germinativo. Extractos obtenidos a partir de ejes (4) y cotiledones (B) a los
dias tras inicio de la imbibicion (DDI) indicados, se analizaron mediante Western blot
utilizando anticuerpos policlonales generados frente a la proteina Hys-PvALN. La carga en
cada pocillo se realizo frente a peso fresco.
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Los anticuerpos policlonales obtenidos frente a la proteina de judia se
han utilizado en el analisis mediante Western blot de extractos crudos de ejes y
cotiledones de soja y garbanzo (Figura 31). En todos los casos se obtuvieron
multiples bandas de inmunoreactividad tanto en ejes como en cotiledones. Al
igual que en judia, las bandas de mayor intensidad obtenidas en extractos crudos
de ejes de soja corresponden a proteinas de baja masa molecular (30, 42 y 44
kDa) aunque también se observd inmunoreactividad con proteinas de mayor

masa molecular (de 62 a més de 120 kDa, aproximadamente).

‘ Ejes ‘ ‘ Cotiledones ‘
kDa J S G kDa J S G
170 = 170 — ‘
100 — 100 —
66 — 66 —
55— 5=
45 = 45 —
37— 37—
25 = 25 =

Figura 31. Anadlisis de expresion de la alantoinasa en ejes y cotiledones de judia, soja y
garbanzo. Plantulas de judia (J), soja (S) y garbanzo (G) de 7 dias de desarrollo se
separaron en ejes y cotiledones. Los extractos obtenidos a partir de estos tejidos se
analizaron por Western blot utilizando los anticuerpos policlonales obtenidos. La carga se
realizo en cada calle por peso fresco de tejido.

2.4.- Purificacion mediante inmunoprecipitacion e identificacion de la
proteina de 66 kDa por la técnica MALDI-TOF/TOF.
Como se observa en todos los tejidos de judia, los anticuerpos policlonales

desarrollados en conejo frente a la proteina recombinante reconocen tres
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proteinas en extractos crudos de judia mediante analisis de Western blot. Las
proteinas de menor masa molecular correspondieron con las proteinas
purificadas anteriormente en judia (Raso et al. 2007b). Sin embargo, la proteina
de 66 kDa no se habia descrito anteriormente y podria corresponder también a la
alantoinasa puesto que su masa molecular es muy similar a la deducida a partir
del gen. Esta proteina se detecté mediante Western blot inicamente en extractos
desnaturalizados mediante calor y agente reductor por lo que el proceso de
inmunoprecipitacion se llevo a cabo tras someter a los extractos crudos a este
tratamiento. La inmunoprecipitacion se realizd con extractos de cubiertas de
semillas de frutos ya que fue donde la intensidad de la banda correspondiente a
esta proteina fue mayor. El andlisis mediante Western blot del proceso de
inmunoprecipitacion reveld que los anticuerpos precipitan, en las condiciones
ensayadas, la proteina de 66 kDa junto con la proteina mas pequefia (Figura 32-
C). La tincion del gel con coomassie demostrd que la proteina de 66 kDa fue la
mayoritaria en el inmunoprecipitado junto con la correspondiente a los
anticuerpos (Figura 32-D).

La fraccion del gel que contenia a la proteina de 66 kDa se recorto y se
determino6 la huella peptidica, como se indica en Materiales y Métodos. Los
datos obtenidos se introdujeron en el motor de busqueda MASCOT y se obtuvo
la informacion que se indica en la Tabla 4. El término Puntuacion de la proteina
se definen como -10*Log(P), siendo P la probabilidad de que la equivalencia
establecida entre la proteina problema y la obtenida de la base de datos sea un
evento aleatorio. La proteina de 66 kDa se emparejo con la proteina alantoinasa
de Robinia pseudoacacia con un valor de puntuacion de la proteina de 116,
considerandose como significativos (p<0,05) valores superiores a 71 (Tabla 4).
Con un valor inferior al de significacion se identificé la proteina problema como

una dihidroorotasa de Medicago truncatula.
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Figura 32. Purificacion mediante inmunoprecipitacion de la proteina de 66 kDa. (A-C)
analisis mediante Western blot del proceso de inmunoprecipitacion utilizando acticuerpos
policlonales generados frente a la proteina Hys-PvALN. En (4) se cargo la proteina presente
en el extracto crudo, en (B) la proteina no unida a anticuerpo y en (C) la proteina
precipitada. En la calle (D) se muestra la tincion de Coomassie correspondiente a la
proteina precipitada. C y D contienen la misma cantidad de proteina.

Tabla 4. Resultados de la identificacion por huella peptidica (MALDI-TOF). La proteina
precipitada con los anticuerpos obtenidos frente a la proteina Hys-PvALN se recorto del gel
tras separacion mediante SDS-PAGE. La proteina contenida en el fragmento del gel se
analizo mediante huella peptidica.

Cobertura
Masa Puntuacion Péptidos d
e
Nombre Especie tedrica dela Expect: que se ) N° acceso
) secuencia
(kDa)/ pl proteina ajustan
%
) Robinia 56,61/ .
A Alantoinasa 116 1.8 e-6 6 8 2i|39653353
pseudoacacia 5,36
o Medicago 55,62/ .
B | Dihidroorotasa 66 0,17 4 5 2i|124360607
truncatula 5,29

De los péptidos obtenidos tras digestion de la proteina con tripsina y

determinados por MALDI-TOF, 6 se ajustaron en sus masas a los descritos para
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la alantoinasa de Robinia completando un 8% de la secuencia. Dos de estos
fragmentos (A y B) fueron analizados por MS/MS aportando una Puntuacion de
ion de 56 y 40, respectivamente (Tabla 5). El término puntuacidon de idn se
define como -10*Log(P), siendo P la probabilidad de que la equivalencia
establecida entre la proteina problema y la obtenida de la base de datos sea un
evento aleatorio. Para el péptido A, el algoritmo calculé un valor de referencia
de 44 a partir del cual se consideré como péptidos idénticos (p<0,05). Este valor,
en el caso del péptido B, descendio a 41 para indicar identidad y a 32 para

altamente similar.

Tabla 5. Resultados del analisis MS/MS. A dos de los péptidos mayoritarios analizados por
MALDI-TOF se les obtuvieron sus espectros de fragmentacion (MS/MS) y los datos
obtenidos se analizaron a través del motor de busqueda MASCOT. El término Valor de
referencia es el valor a partir del cual la secuencia obtenida se puede considerar idéntica (1)
o altamente similar (S)

Valor de Puntuacion de
Péptido Peso observado | Peso calculado . . expect
referencia ion
1 | VLDTFVR 849.48 848.48 43 () 56 0.0034
41 ()
2 | TEWEGFDTGTR 1298.56 1297.56 32(8) 40 0.074

Las secuencias con mayor probabilidad obtenidas por el motor de
busqueda MASCOT se localizaron en la proteina ALN1 (Figura 33, secuencias
subrayadas). Utilizando el software FindPept se emparejaron 8 de las masas
obtenidas por MALDI con sus posibles secuencias en la proteina ALN1 (Figura
33, secuencias con fondo verde). Sin embargo, cuando se realiz6 con la
secuencia de la proteina ALN2, el software solo localiz6 un tnico péptido.

El estado de glicosilacion de la proteina de 66 kDa purificada mediante
inmunoprecipitacion y recorte en gel tras SDS-PAGE, se analiz6 mediante
tratamiento con la enzima N-glicosidasa F y andlisis posterior mediante Western

blot (Figura 34). La masa molecular de la proteina descendi6 solamente 2-3 kDa
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(Figura 34, +E) frente al control de purificacion (Figura 34, C) y sin tratar
(Figura 34, -E).

1- .MDOFIWRVLPLLSILVSFLVFFYFONSHTAQLYPLIKFPRSKCSLLPHHH.-50

51-.FWISSKRIVTPOGIISGSVEINEGRIVSVIEGYGKQOGOSKQEEIIDYGDA.-100
101.-VVMPGLIDVHVHLDEPGRTEWEGFDTGTRAAAAGGVTTVVDMPLNNYPST.-150
151.-VSKETLKLKLDAAEDKIYVDVGFWGGLVPENALNLTILDDLLSAGVLGVK.-200
201.-SFMCPSGINDFPMTTIDHIKAGLSVLAKYKRPIVVHAELQQDYGNHLDIN.-250
251 .-DNRDPHDYLTYLNTRPPSWEEAATRQLVGVSKDTGIGGPLEGAHVHIVHL.-300
301.-SDSSASLDLIKEAKSRGDSITVETCPHYLAFTSEEIPNGDTRFKCSPPIR.-350
351.-DAHNKDKLWEAVLEGHIDLLTTDHSPTVPELKLLEEGDFLKAWGGISSLQ.-400
401.-FNLPVTWSYGKKYGLTLEQLSLLWSKRPAALAGIESKGTIEVGNHADIVV.-450
451.-WQPEQEFDLDDNYPVFIKHYELSAYMGRRLSGEVLDTEFVRGNLVFKDEKH.-500
501 .-APAACGVOILAT .ttt eeeeeesssssssseocoooooosssssasnnscss =512

Figura 33. Localizacion de las secuencias identificadas por MALDI-TOF en la secuencia
de la proteina ALNI1. Los fragmentos subrayados indican los péptidos identificados tras
busqueda en el motor MASCOT. En fondo verde, los péptidos identificados por el software
FindPept utilizando las masas obtenidas por MALDI y la secuencia de la proteina ALNI
como base.

kDa

170 =

100 —

66 —
55—

45—
35—

25 =

Figura 34. Andlisis del estado de glicosilacion de la proteina de 66 kDa. Proteina
alantoinasa purificada por inmunoprecipitacion y recorte en gel tras SDS-PAGE (C), se
incubo en presencia (+E) y en ausencia (-E) de N-Glicosidasa F. Las reacciones se
analizaron mediante Western blot utilizando anticuerpos policlonales frente a la proteina de
Sfusion Hys-PvALN.
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2.5.- Cromatografia DEAE-Sephacel de extractos de frutos. Analisis
mediante Western blot.
La cromatografia de intercambio i6nico en DEAE se habia usado para separar
las dos proteinas con actividad alantoinasa purificadas previamente (Raso et al.
2007b). Se analizaron por Western blot las fracciones con actividad alantoinasa
obtenidas tras cromatografia DEAE-Sephacel de extractos obtenidos a partir de
frutos en desarrollo (Figura 35). En el perfil cromatografico se encontr6 cuatro
picos con actividad alantoinasa (Figura 35-A linea continua). En la fraccion de
carga de la columna, aparece una pequefia cantidad de actividad alantoinasa no
retenida en la columna Los dos principales picos de actividad se separaron en el
gradiente de NaCl (120 mM — 300 mM). Un cuarto pico aparecid en el lavado
final a 1000 mM de NaCl.

El primer pico de actividad en el gradiente presentd tres bandas: una de
64 kDa y dos inferiores de 40 kDa y 37 kDa. La banda superior presenté mayor
intensidad en la fraccion 40 correspondiendo con el maximo de actividad del
pico, mientras que la de 40 kDa presentd mayor intensidad en las fracciones 40
y 44 (Figura 35-B). La banda de 37 kDa presentdé menor intensidad que las dos
superiores y se observo solo en este pico. El segundo presentd un méaximo de
actividad menos definido que el anterior observandose por Western blot una
unica banda de unos 40 kDa que, al igual que la actividad, presentd mayor
intensidad en las fracciones 52, 58 y 62. La banda de 40 kDa se distribuy6 por
ambos picos presentando un punto de inflexidon en la fraccion 48 coincidiendo
con la separacion de los dos. El tercer y ultimo pico presentd un maximo de
actividad en la fraccién 84. El andlisis por Western blot de esta fraccion generd

una Unica banda de un peso aproximado de 66 kDa.
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Figura 35. Cromatografia en DEAE-Sephacel y Western blot de las fracciones obtenidas.
(A) El extracto crudo de fruto fue aplicado a la columna (9 x 2,6 cm) de DEAE-Sephacel. La
cromatografia se realizo con tampon TRIS suplementado con las concentraciones de NaCl
indicadas (--). Todo el proceso se ralizo a un flujo de 1 ml/min y se recogieron fracciones de
2,5 ml, en las que se determiné la concentracion total de proteina (absorbancia a 280 nm,
(O)) y la actividad alantoinasa (®). (B) Se realizé un Western blot con las fracciones
indicadas abarcando la carga (-8), los dos picos de actividad centrales de la cromatografia
(28 a 70) y el tercer pico de actividad (84).
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3.- ACTIVIDADES FOSFATASAS DE NUCLEOTIDOS DURANTE LA
GERMINACION Y POSTERIOR DESARROLLO DE PLANTULAS DE
JUDIA
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3.1.- Actividades fosfatasas en plantulas de Phaseolus vulgaris.

Las actividades fosfatasas se analizaron en extractos crudos obtenidos a partir de
ejes de plantulas de judia de 8 dias de desarrollo utilizando un ensayo de
actividad en gel con IMP y p-nitrofenilfosfato (pNPP) como sustratos. Se
detectaron dos actividades fosfatasas mayoritarias con masas moleculares de
110 y 55 kDa (Figura 36). En el ensayo de actividad con pNPP como sustrato, la
actividad mayoritaria correspondi6 a la proteina de 110 kDa, mientras que con
IMP la proteina de 55 kDa mostrd6 mayor actividad. Las dos actividades
enzimaticas se diferenciaron entre si por su sensibilidad al molibdato: este anion
inhibié completamente la actividad de la proteina de 110 kDa con ambos

sustratos mientras que no afectd a la actividad de la proteina de 55 kDa (Figura
36).

-Mo +Mo

‘s PNPP  IMP ba PNPP  IMP

200 = 200 —

90'- 90 =
50 - SEE |

35 = 35 =
28 = 28 —
18 —

18 =

J

10° 307

Figura 36. Actividades fosfatasas dcidas en ejes de plantulas de judia. Las actividades
fosfatasas se determinaron en extractos de ejes de judia de 8 dias de desarrollo mediante el
ensayo en gel (SDS-PAGE) frente a p-nitrofenilfosfato (pNPP) o IMP como sustratos (5 mM
en ambos casos) y en ausencia (-Mo) o presencia (+Mo) de molibdato sodico 5 mM. Las
reacciones se pararon a los 10 min para pNPP —Mo y a los 30 min para el resto de
sustratos.
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Las actividades fosfatasas acidas se determinaron entonces en extractos
crudos obtenidos a partir de ejes a lo largo de la germinacion y desarrollo post-
germinativo temprano utilizando IMP como sustrato tanto en presencia como
ausencia de molibdato en la mezcla de reaccion (Figura 37). La actividad
fosfatasa de 55 kDa se detecto tras la germinacion (3 DDI) y fue mayor en los
ejes de 6 DDI (Figura 37), mientras que la actividad de 110 kDa se detecto

unicamente en los extractos 6 DDI y se inhibié totalmente en presencia de

molibdato.
-Mo +Mo

kDa ! ) 3 6 kDa ! 3 - 6 _
170 — 170 =
100 — 100 —

55— 1 R 55—

45— 45—

35— 35—

Figura 37. Actividad nucleotidasa (55 kDa) y fosfatasa dacida (110 kDa) en extractos de
ejes de diferente desarrollo. Las diferentes actividades fosfatasas se determinaron en gel de
acrilamida (SDS-PAGE) utilizando IMP como sustrato, en ausencia (-Mo) o presencia
(+Mo) de molibdato sodico y extractos de ejes de 1, 3 y 6 DDI.

La actividad fosfatasa resistente a molibdato (55 kDa) también se
determind mediante método colorimétrico en los extractos crudos con IMP
como sustrato y afladiendo molibdato a la mezcla de reaccion. La presencia de

DOC en el tampén de extraccion no afectd a los valores de actividad en los
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extractos crudos y tampoco la congelacion de los extractos crudos a -20 °C
durante un tiempo inferior a una semana. Esta actividad mostrdé dependencia de
la cantidad de extracto crudo afiadido y linealidad de al menos durante 60
minutos cuando el ensayo se realiz6 a 35 °C. La actividad mostré un pH 6ptimo
para IMP como sustrato de 5,5 (Figura 38-A) y una temperatura 6ptima de 60 °C
cuando el ensayo de actividad se realiz6 durante 15 minutos (Figura 38-B). La

Km aparente calculada para extractos crudos con IMP como sustrato fue de 1,54
mM.

40 - - 140
A B
- 120
T30 A e
g - 100 &
E E
= C80
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= - 60 g=
o o
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Q Q
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- 20
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2 4 6 8 10 30 40 50 60 70
pH Temperatura °C

Figura 38. Determinacion de pH y temperatura optimos para la actividad fosfatasa
resistente a molibdato. Se han utilizado extractos crudos obtenidos a partir de ejes de judia
de 6 dias de desarrollo. (A) pH optimo. La actividad fosfatasa se midio mediante método
colorimétrico con IMP como sustrato, en presencia de molibdato y a distintos pH en los
siguientes tampones: succinato (3,2 - 5,2), MES-NaOH (5,5 - 6,7), TES-NaOH (6,8 — 8,2) y
CHES (8,6 — 10). (B) Temperatura optima. La actividad fosfatasa se determino con IMP
como sustrato en presencia de molibdato a las temperaturas indicadas utilizando tampon
MES pH 5,5. El ensayo de actividad se realizo durante 15 minutos.

Las actividades fosfatasas se determinaron en los extractos de
cotiledones y ejes durante el desarrollo mediante el ensayo colorimétrico frente
a IMP como sustrato (Figura 39). En cotiledones, la actividad total increment6

con el desarrollo tanto en referencia al peso fresco como a la unidad funcional;
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la actividad resistente a molibdato incrementé muy significativamente al inicio
de la germinacion y luego mas ligeramente (Figura 39). En ejes, la actividad
total referida a peso fresco incrementd entre los dias 1 y 3 (DDI) y decreci6 a
partir de ese momento; un patrén bastante parecido sigui6 la actividad resistente
a molibdato en la fase inicial, y luego se mantuvo practicamente constante.
Cuando se refirio a la unidad funcional, tanto la actividad total como la
resistente a molibdato de los ejes incrementaron con el desarrollo, siendo la total
practicamente el doble de la resistente a molibdato (Figura 39). En este periodo
hay un gran desarrollo del eje embrionario y por ello las actividades fosfatasas

incrementan tan significativamente al expresarlas frente a unidad de tejido.

1200 - - 600
A B

1000 - - 500~
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e 800 - 400 Z
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2 600 300 E
€ 400 F 200
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Cl C3 C6 C9 El E3 E6 E9 Cl C3 C6 C9 E1 E3 E6 E9

Figura 39. Actividad fosfatasa en plantulas de judia. La actividad fosfatasa tanto resistente
a molibdato (barras negras) como total (barras grises) se determino mediante sistema
colorimétrico en extractos obtenidos a partir de cotiledones (C) y ejes (E) de plantulas de
1,3, 6 y 9 DDI. Se utilizo IMP como sustrato. Los datos se expresaron en mU por gramo de
peso fresco (A) y mU por unidad de tejido (B).

En las distintas partes de plantulas de judia de 6 DDI, la actividad fue
muy baja en cotiledones en comparacion con raiz, hipocétilo y epicotilo (Figura
40). Referida a peso fresco, la mayor actividad se encontrd en epicotilo que en

este estadio representa tnicamente el 14% del peso total del eje. La actividad fue
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superior en hipocétilo y raiz cuando los valores se refirieron a cantidad de

proteina soluble (Figura 40-B).
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Figura 40. Actividad fosfatasa resistente a molibdato en las diferentes partes de la
plantula. La actividad fosfatasa resistente a molibdato se determino en extractos crudos
obtenidos a partir de cotiledones (Coti), raiz (Raiz), hipocotilo (Hipo) y epicotilo (Epi) de
plantulas de judia a los 6 dias de desarrollo. La actividad se determiné con IMP como
sustrato. Los datos se refieren a g de PF (A) y mg de proteina soluble (B).

3.2.- Actividad fosfatasa resistente a molibdato con distintos sustratos.

La actividad fosfatasa resistente a molibdato se ensayo en gel utilizando varios
compuestos fosforilados como sustratos. Con todos los nucleétidos ensayados
excepto con AMP se obtuvo una Unica banda de actividad fosfatasa resistente a
molibdato y con masa molecular de 55 kDa (Figura 41). La actividad fue mayor
con los mononucledtidos XMP e IMP, y el sustrato artificial 4-NPP. No se
detect6 actividad con otros compuestos fosforilados como Glicerol-P o G6-P en

las condiciones de ensayo (Figura 41).
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AMP XMP GMP IMP CMP UMP  Glice-P G6P pNPP
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200 = -

Figura 41. Actividad fosfatasa resistente a molibdato en gel con varios sustratos. Extractos
de ejes de 7 DDI se resolvieron en SDS-PAGE 10% en condiciones no reductoras y tras la
electroforesis se cortaron las calles de gel y se ensayo la actividad con los sustratos
indicados a una concentracion final de 5 mM. (AMP) adenosina monofosfato, (XMP)
xantosina monofosfato, (GMP) guanosina monofosfato, (IMP) inosina monofosfato, (CMP)
citidina monofosfato, (UMP) uridina monofosfato, (Glice-P) glicerol monofosfato, (G6P)
glucosa 6 fosfato y (pNPP) 4-nitro-fenil-fosfato.

Con el objetivo de determinar posibles diferencias en la actividad
fosfatasa resistente a molibdato con nucledtidos de purinas o pirimidinas como
sustratos a lo largo del desarrollo de ejes se determino la actividad en gel con
GMP y CMP (Figura 42). La cinética de induccion de la actividad fue similar
para ambos sustratos y no se observd ninguna otra proteina con esta actividad
(Figura 42). Ademas, el extracto crudo se sometid6 a cromatografia de
intercambio 16nico en DEAE vy la actividad resistente a molibdato se midié en
las fracciones resultantes con GMP o CMP como sustratos (Figura 43). Con
ambos nucledtidos se obtuvo un unico pico de actividad a lo largo del

cromatograma y que coincidio para ambos (Figura 43).
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Figura 42. Actividad fosfatasa resistente a molibdato con CMP y GMP como sustratos en
ejes en desarrollo. La actividad fosfatasa resistente a molibdato se determino en gel con
CMP o GMP como sustratos en extractos crudos obtenidos a partir de ejes en desarrollo de

Judia de 3, 6 y 9 dias.
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Figura 43. Cromatografia de intercambio ionico en DEAE-Sephacel. El extracto crudo
obtenido a partir de ejes de 6 dias se cargo en columna (5 x 2,5 cm) de DEAE-Sephacel y se
sometio a un gradiente de NaCl (--). La concentracion total de proteina (absorbancia a
280nm (A\)) y la actividad fosfatasa resistente a molibdato frente a GMP (O) y CMP (@) se

midieron en las fracciones resultantes.
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3.3.- Actividades fosfatasas en plantulas desarrolladas en presencia de
alopurinol y ribavirina.
La actividad fosfatasa resistente a molibdato y la total se determinaron en
extractos de plantulas de judia de 6 DDI germinadas en presencia de alopurinol
3 mM (inhibidor de la xantina deshidrogenasa), ribavirina 0,4 mM (inhibidor de
la IMP deshidrogenasa) y de ambos (Figura 44). Los valores de la actividad
resistente a molibdato no mostraron diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos (Figura 44-A). En contraposicion, la actividad fosfatasa
total, en ausencia de molibdato, descendié en un 10% en plantulas germinadas
en presencia de ribavirina (Figura 44-B).

En los mismos extractos se determiné la concentracion de ureidos, y se
observd descenso tanto con alopurinol como con ribavirina aunque sin efecto

cooperativo entre ambos (Figura 44-C).
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Figura 44. Actividades fosfatasas dcidas y ureidos en plantulas germinadas en presencia
de alopurinol y ribavirina.. Plantulas de judia de 6 DDI germinadas en presencia de
alopurinol 3 mM (Al), ribavirina 0,4 mM (R) o la suma de ambos compuestos (A+R), se
separaron en cotiledones (barras negras) y ejes (barras grises), y se determinaron la
actividad fosfatasa resistente a molibdato, la actividad fosfatasa total y los ureidos
presentes en los extractos obtenidos. En la determinacion de las actividades se utilizo IMP

como sustrato.
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4.- EXPRESION DE UNA NUCLEOTIDASA DE JUDIA EN E. coli.
OBTENCION DE ANTICUERPOS Y DETECCION EN TEJIDOS DE
JUDIA

125



Francisco Antonio Quiles Luque Resultados

126



Francisco Antonio Quiles Luque Resultados

4.1.- Clonacion de una secuencia que codifica una actividad nucleotidasa.
Con objeto de clonar el ADNc que codifica la enzima responsable de la
actividad 5'nucleotidasa en judia, se buscaron secuencias en las bases de datos
que codifiquen nucleotidasas citosélicas. En plantas, se identificaron las
secuencias AK100007 de Oryza sativa, AY107829 de Zea mays y la EST
TC98544 de Medicago truncatula, presentando un alto grado de similitud con
secuencias de nucleotidasas de vertebrados y bacterias, cuya funcionalidad se
habia demostrado. A partir del alineamiento de dichas secuencias con el paquete
informatico DNASTAR se disefiaron los oligonucledtidos NTD1 y NTD2
(Figura 45). Con ellos se amplific6, mediante PCR y utilizando ADNc de frutos
de judia, un fragmento de 213 pb cuya secuencia presentd semejanza con las
posibles nucleotidasas (Figura 46, secuencia en azul). Estos mismos
oligonucledtidos (NTD1 y NTD2) se utilizaron para la amplificacion de los
fragmentos 5y 3'del ADNc mediante la técnica de 5'- y 3’-RACE-PCR. Las
secuencias obtenidas para estos fragmentos fueron solapantes entre si y con el
fragmento de 213 pb secuenciado previamente. E1 ADNc completo se amplifico
mediante PCR utilizando oligonucleotidos especificos pertenecientes a ambos
extremos del ADNc (NUP-NTD8, NUP-NTD10, NTD3-NTD8, NTD3-NTD10),
y su secuencia correspondio con la obtenida previamente para los fragmentos
independientes (Figura 46).

El ADNc completo PvP5N presentd una longitud de 1286 pb. Mediante
la aplicacién informética HCpolya (ver Materiales y Métodos) para la
identificaciéon de posibles sefiales de poliadenilacion se encontraron dos
secuencias para ARNs eucarioticos situadas entre los nucleétidos 1138 y 1147,y
1169 y 1175 (Figura 46). El mayor marco abierto de lectura correspondi6 a un
tamano de 999 pb y codificaria un péptido de 333 aminoacidos con una masa
molecular de 37802 Da, un punto isoeléctrico de 5,8 y una carga neta de -10,3 a
pH 7,0. El analisis de la secuencia aminoacidica con el programa TargetP Server

v1.1 (ver Materiales y Métodos) sugiere una localizacion citoplasmatica para la
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4

proteina. Distintas caracteristicas estructurales asi como perfiles de
hidrofobicidad y propiedades antigénicas se muestran en la Figura 47.

El andlisis con el programa Conserved Domain Database and Search
Service (v2.16) de la secuencia aminoacidica predicha para el ADNc de PvP5N
indica que tiene dominios similares a los presentes en miembros de la

superfamilia “Haloacid dehalogenase-like hydrolases” (HAD, cl00375) (E =7 x

BK100007 ——————mmm—mmmmmme e GATCTTCGAAATGCGGCCCATGACGAGCCCACCTCTCCTCTCGCCCTCCTCC 52
BY107829  m oo e oo e GCACGAGCTC 10
TC98544  ————mm——mmmmme e TGTAATTCATGCAGAGGCTGATGAGACATATGAATCACATTTTCTTAATTAGTTT 55

AK100007 cciiccicccereTEreciicctfccccTc@rEcTeTeccEccecEc - - --Beclcecct®---Eeee 115
AY107829 TCRYCCRCCG————[oeTCCisCCABCTCTC GCCCCTClCCGCeG———-IAECETACCABCGGECGG 72
TC98544 GTEATE T TGTTTT[Q&CATINT T T®TGGT CAAATGA[TTAT{HeCCTCCLIAMT{ECAATC®ATCETCA 125

AK100007 TRcEETcElcciicccercEccececcrecrerccTececTecTecaTerechccicereerecflcce 185
AY107829 G T. TGIACTTCCEeCGAMCGCCTCCGCTCCTCCTCCE®CGCTGCCATGHNCC] CCGCTTC;E?;A 142
C| -

TC98544 T—-p\CTCCC TCASTTTTC TCAAGGGTTTEATTTTCTACAITTISGTTGTGGARAAT 194
AK100007 CCGCCACCAGAAACCCCGGETCCGHNCIEINCeCCeIICGECGACGGC[BVCGCECGo:VAGGusClelsiCle,CCLYUNC 255
AY107829 CCGCC--——-————- CCCCAETCCGHNClegnCle.CCle2\CCICACTACT{SVTGCECGoL.V: C (GAT® 203
TC98544 ATTTGGAAATGGAGGATAT@®AAAT GleG T TClTGTTTT! CC. AAIRNGTUINGCINGOXAA THY 264

AK100007 C sccleleleunanle '$ATCGC| scAleGlE chichEcaliiacifederaccilc 325
AY107829 T cacc® WATCGCS S GAIGlE T I, . A 273
TC98544  TT| | TCAAMG Gl m e TEC THYGE T GTTAET 334
NTD1
AK100007 o Cl8C GGG ECALACHAGECAIGCEIT o T/ NeGCAEClele AN oerNeGAlETAMGAGCCANEA G n /BT E
AY107829 oleCleCGle I D I I C o I O R R M 54
TC98544 T| & CAAGEAGIICABCCHETIMNTEIAGC A ATMTCC AT AUGAINGCCAAINR GCEGC 404
AK100007 eTleTiveleneCAMTACCASCCIAT AT T/leCClolelXoA T/elelele C T8 GAGAAGE oA A ECT A TIRAL]
AY107829 ChTHORATCCECI O A Al i I coaciticceammcTcc I R e oot 413
TC98544 Ty AT CoA O T A T T O R A T T e N CAGAAG R AA 474
AK100007 : TFVACETINARGGCEN 535
AY107829 A AGLYAGH: CTTACATASGAAECHA cACAAa 483
TC98544 GAANCIAT: AL XA ARLYY
AK100007 icT/decTenTCChy C Th AdY el \AGC T T T TRGAETIN TTGGAGGAEAGA NI
AY107829 G CTEATGCEWA TN Cr AEGGHIGTEeNeleAGC TS TTTRCAETIN TTGGAGCAEACANEEY
TC98544 TG TAACK T AING GG THRNSlEA GC Ty TT Ty G AR TiMI TTGGAGGARAGAN R
AK100007 GRTINEIISE UATINe'T AT THNT C TGy Ak I NeGAGGT U TeGGCAGAAINSTOCINEA
AY107829 CCI R Ao T ACh IY\GAGGT U T8 GGCAGAALGY 622
TC98544 AEC‘T WTEVATATT®TCTGC! UG AINA TOA T TUNIAGA GG TINOTINAGGCAGAA T CIE:L!

Q 3 Q

Q Q@

AK100007 nlenpy GA 689
AY107829 ANAA GA 637
TC98544  GEGAT[ECIEdE-——- 695

Figura 45. Diserio de los oligonucledtidos NTD1 y NTD2. Las secuencias AKI100007 de
Oryza sativa, AY107829 de Zea mays y TC98544 de Medicago truncatula se alinearon y los
nucleotidos conservados en las tres se marcan en negro. Los rectangulos engloban las areas
utilizadas para el disenio del oligonucledtido y en rojo la secuencia correspondiente a los
oligonucleotidos elegidos.
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107) y multidominios para la familia 5’-Nucleotidasa de pirimidinas (UMPH-1,
pfam05822) (E =3 x 10™").

acgcggggacactataatgaattatagcttccaatttcaagttcaagee 33
M N Y S F Q F Q V Q A
atcgtccacacctcctttecgeccaacgeccacttectectettttetececgttacacagectcaaggagaaat 102
I v H TS F R Q R H F s S F L R Y T A S R R N
ttagaaatgaaggaagtgaaggatgcttcggacttgttggtgggtgaccctgectttgatggagacgaaa 171
L EM K E V K DA S DU L L V GD P ATLME T K
attgaagcaattcgtttgggtggtccccagaagett 240
I EA I R L G G P OQ K L QV I A DUF DA ATTL T
309
K F s v N G T R G QO S S H G L L Q Q G N P E Y
378
DA K ROQOOUL Y E Y Y H P L EF S P T I G L E
ctctgcttgttgagggaggacttaca 447
E K T K L.M E E W W G K T HATUL L V E G G L T
tatgaatcaataaggcaatctgttgctaatgccaacatagctttcagggaaggtgttcctgaacttttt 516
Yy E S I R Q s v A N A NI A F R E G V P E L F
gagtttctggaggaaagagacattcctgtgttaatattctectgcagggctcgectgataccattgaagag 585
E F L E E R DI P V L I F S A G L A D T I E E
gtcctaaggcagaaacttcacagatccttcaagaatgtgaggatagtatccaacagaatggtatttgat 654
vV L R Q K L #H R S F KN VR I VS N R MV F D
gacaatggcagccttgtatcatttaaaggaaaattgattcatagcttaaataaaaatgagcatgctctt 723
D N G S L v S F K G K L I H S L N K N E H A L
gatatggcagctcctgttcatgagaggtttggtgatatggatggtcctactgatgacaatgectcattg 792
D M AAPV HE RV FGDMUDGU?P T DUDDNA S L
aagaagagaaccaatgttctccttctcggtgatcatcttggagacttgggaatgtctgatggtttgaat 861
K K R T NV L L L. G D H' L GDUL G M S D G L N
tatgagactcgaatatccttgggattcctgaaccacaacattgagaactcactcagctgctatcgagaa 930
Yy E TR I $S L G F L N H NI E N S L S C Y R E
gcttttgatgtggtttttgtgaatgatgcacctatgtggggagtaatcaaattggtctctcaaatgtgt 999
A F DV VF VNDA AUPMWSGV I KL V S Q M C
tgagtggtggtgcatgattatttctagttatggtatattcttagcagtcctcattettttttgettgat 1068
*

atatcttaggattcctcattatcaaattcatattatctatagttttaagaaaactgttcacaatctcaa 1137
ccattaaaatgttttgtttcgctgaataatgttataaatattgtcaaaagaatggcatcaatcagatgt 1206
gtaactgctggaactacagctgtttttttttaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaaa 1270

Figura 46. Secuencia nucleotidica correspondiente al ADNc de pv5n y la secuencia
aminoacidica deducida. La secuencia nucleotidica se numera desde el primer codon de
iniciacion. Se representa el codon de inicio de traduccion para el ORF de mayor tamario y
las dos posibles sefiales de poliadenilacion marcadas de amarillo. En azul se representa la
secuencia obtenida tras amplificar con los oligonucleotidos NTDI y NTD2.

En la Figura 48 se muestra el alineamiento de la secuencia aminoacidica
de PvP5N de judia con otras nucleotidasas de pirimidinas disponibles
actualmente en la base de datos GENBANK y localizadas mediante la técnica
BLAST. La secuencia PvP5N presenta un gran nimero de aminoacidos

conservados y que coinciden con los dominios descritos para UMPH
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(5'nucleotidasa de pirimidinas tipo 1). Los aminodcidos marcados con triangulos
rojos corresponden a los aminoacidos que delimitan el sitio activo de la
nucleotidasa de raton (Bitto et al. 2006). En la secuencia se localizaron los
motivos M(I) (DxDx[T/V][L/V/I]), M(I) (§ § § [T/S], siendo § aminoacidos
hidrofébicos), M(IIT) (K[§ § §], siendo § aminoacidos implicados en una alfa-
helice) y M(IV) (DD o GDx(3-4)D), caracteristicos de la superfamilia HAD
(Burroughs et al. 2006), y el Motivo S (Px(7-8)[R/K]xGF[W/L]) (Rinaldo-
Matthis et al. 2002) (Figura 48, rectangulos rojos).

I T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Aminoacidos
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320

L] Reg. a hélice (Garnier-Robson)
] Reg. o hélice (Chou-Fasman)
L] Reg. hoja p (Garnier-Robson)
L] Reg. hoja p (Chou-Fasman)

B Reg. de giro (Garnier-Robson)

B Reg. de giro (Chou-Fasman)

O Estructura enrollada (Garnier-Robson)

= O Perfil de hidrofobicidad (Kyte-Doolittle)

L] Reg. anfipaticas a (Eisenberg)

B Reg. anfipaticas B (Eisenberg)
ml—l———— B Reg. flexibles (Karplus-Schulz)

1.;_ AM@‘”M' wﬂwmvﬁv%p, Aﬂvﬁ‘n@eﬁ‘ﬂ EA'@WA@F@ A.w@:m'%ﬁﬂ@ygpw

@ indice de antigenicidad (Jameson-Wolf)

b DA Al f/\/\/\ /\\\jm A N\M A AJ\/\W/\ A a

I Al

Probabilidad de superficie (Emini)

Figura 47. Caracteristicas estructurales, perfil de hidrofobicidad y propiedades
antigénicas de la proteina PvP5N.

Figura 48 (pdgina de la derecha). Alineamiento de la secuencia aminoacidica de la
proteina codificada por PvP5N con varias nucleotidasas de pirimidinas. El alineamiento se
realizo por el método Clustal V del programa BioEdit. Los aminodcidos conservados en
todas las secuencias se colocaron en fondo negro y en fondo gris para los aminodcidos
conservados en al menos 5 secuencias. Los rectiangulos rojos engloban los motivos
caracteristicos M(1), M(1l), M(I1l) y M(IV) de la superfamilia HAD (Burroughs et al. 2006),
y el motivo M(S) descrito por (Rinaldo-Matthis et al. 2002). Los triangulos rojos identifican
a los residuos relacionados con el centro activo de P5N de raton (Bitto et al. 2006). El
alineamiento incluye las secuencias de PvP5N (proteina deducida del ADNc clonado de
Phaseolus  vulgaris), Vitis  vinifera (GSVIVG01034599001), Ricinus communis
(XP_002514465), Oryza sativa (Os03g44660), Zea mays (GRMZM2G157310), Arabidopsis
thaliana  (AT2G38680), Physcomitrella  patens (Ppls59 93V6), Homo sapiens
(NP_001002010) y Mus musculus (NP_080280).
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PVP5N MNY-————mmmmm e e m o SFQFQV--QAIVHTS——=—————=—~ FRQRHFSSFLRYT-—————— 29
Vitis MSYL-——mmmmm e PRSSSGSS--VIISSII———————m——— IKPVRFPRVWCCT——mmm e 32
Ricinus MDM——————mm e SKV--TVIDDVL-—————————— S 14
Oryza MRPMT----SPPLL----——— SPSSSSSRL--LLLRLLL-—==—=—————————— SRRRSPAS-———————— 34
Zea MRPMT----NPPLL----——— SPSPFP——--- LLLRLLH-—————————— LSRAPRRRNPTTG-—————— 36
Arabidopsis 1 2

Physcomitrella MSGVAVGAWSPQALVRCATFCTPHTSTPSVGHALLQHFLRGWPGNEVKRNVRSVGFSTGTACAAGVCKKT 70
Homo MRAPSM---DRAAVARVGAVASASVCALVAGVVLAQYIF-—————- TLKRKTGR-———————————————— 44
Mus 000 === M---DRAAVARVGAVASASVCAVVAGVVLAQYIF—————— TLKRKTGR-==——=——=——mmmmm - 39
PvYP5N = ———=——=——-ASR--——-RNLEMKEVKDASDL—=— == === ————————— - — o — o — LVGDPALMETK 57
vitis =~ ---—--HTPINQTQ-----TAMEQLDPSKSSQV—————-———mm oo mmm e VVPHPHLLHAK 65
RiCINUS e e LONK 18
Oryza ~  —=----RSPPPPLR-----RRLPLLAASMSSSSSTAATRN-—=—=———————————— PGSVVADADGLARK 77

Zea
Arabidopsis @ --------=———————————————_PCELSANT————————————— VIAHPRALTDK 21
Physcomitrella FFCPFHSNSSSLRLYHRTSRLPYQQLALNGRLAGSCKSVSSMEKQHVNTRLTAPDCPDVVIGNPVQLEEK 140

Homo = ---=---—=———————-KTKIIEMMPEFQKSSVR-=— == === — e e e — —— IKNPTRVEEI 71
Mus === 0=-=—-===-——————————-KTKITEMMPEFQKSSVR- === == m e e e —— IKNPTRVEEI 66
PvP5N A IG-0SS| Y---EY)HPLIXFSPTI 123
Vitis IG-0SS| Y---DY)HPLIHISPST 131
Ricinus IG-0SS| F---EY)HPLI¥FSSVI 84
Oryza IG-0SS| F---EHMHPIHICPDI 143
Zea IG-0SS| Y---QHMHPI|HICPDI 142
Arabidopsis JGROTS| Y---DH){HPLIHISPVI 88
Physcomitrella H JAG-OST) F-—--EYMYPLIFISPTL 205
Homo JACP-TC| LOLKEKMYATI|3VDPVL 140
Mus JCP-TC| LOLKEQMYATI|JVDPVL 135
PvP5N EGGLTYESIRQS;ANANIAFREGVPEL 193
Vitis IEGGLTYDAITKS‘ANSMITFREGVVEL 201
Ricinus IEGGLTYDAIRES‘ANSIIAFRDGVVEL 154
Oryza IEGGLTYEAIRQS\ADAKITFRDGVVKL) 213
Zea IEGGLTYEAITKS‘SDAAIAFREGVVEL 212
Arabidopsis IEGGLTYDAIKKS‘ANSSIAFREGVSEL 158
Physcomitrella IEGGLNYESIVSS‘ANATISFRDRITEF 275
Homo QQALPKAKLKEIMAESDVMLKEGYENF 210
Mus IEQGIPKAKLKEI\YADSDVMLKEGYENF] 205
PVvP5N DMAAPVHERFG-DMDGPTDDNA 262
Vitis DMAGPLHDELG-DSDGPNEDSA 270
Ricinus DMAAPVHEHLG-DVDGLLVNNS 223
Oryza DMAAPVHDNLG-DPNGYTDDYS 282
Zea DMAAPVHGNPG-DPNGSMDDYS 281
Arabidopsis DMAAPLHDRLGVDIGEEDEENV 228
Physcomitrella EMAAPLHDDDG-NLVGENTGAA 344
Homo Re— e NTEYFN 264
Mus Ko —m e NTDYFS 259
PvP5N L) FIRNHNTENS REAF\iFVNDAPMWGVIKLVSQ 331
Vitis SVKKRTIYVL) FIRIDNVEKS [RKAFD LA YLNDGPMWGVVKLVSQ 339
Ricinus LVKKRTIYWVL) FIRINNTENN RESFT\Y\YLNDASMWGVVKLASQ 292
Oryza LVKKRTIYWVL) FIRNINNTEKS SEAFI\WYLNDAPMVGVVELVSE 351
Zea LVKKRTYWVL) F NIEKS! SSAFTI\WYLNDAPMHGVVQLVSE 350
Arabidopsis NMKER L) FIRIDNTEKS [RESFP LA YLNDAPMWGALELVSR 297
Physcomitrella IIQGRSRVLI FINENAEN KKAFI‘ILNDGSLKPVIELVKE 413
Homo QLKDNSIWII YIMIDRVDELIFE DSYPI\WLVODESLEVANSILQ- 333
Mus QLKDNSIYI T YIMIDRVDELI®E DSYWI\YLVKEESLEVVNSILQ- 328
PvP5N MC 334

Vitis LCSTEG-—====—=——— D 346

Ricinus LCASAV-—————————— S 299

Oryza LC-————— - P 354

Zea LC-—————— - ———— P 353

Arabidopsis LFSTEAINLTAFIDVKEP 315

Physcomitrella L-—-—-—-—————————— RT 416

Homo = ——mmmmmmm———— KIL 336

Mus 00 mmememmmmm—ee o KTL 331

Figura 48.
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La comparacion de la secuencia aminoacidica predicha de la P5SN de
Phaseolus vulgaris mostr6 menor distancia filogenética con la secuencia de
Arabidopsis (crucifera) que con las de Oriza y Zea (gramineas) (Figura 49).

En la Tabla 6 se muestra la identidad en porcentajes, poniéndose de relieve la
similitud existente entre la PSN de Phaseolus y el resto de plantas: un 66,5%
con Arabidopsis (crucifera) y un 60,2% con Physcomitrella (briofito). La tabla

de divergencias expone numéricamente la representacion grafica hecha en la

Figura 49.
Oryza sativa
Zea mays
Ricinus communis
PvP5N
_: Vitis vinifera
Arabidopsis thaliana
— Physcomitrella patens
—— Homo sapiens
L' Mus musculus
85.4
! ! ! ! ! ! ! T 1
80 70 60 50 40 30 20 10 0

Divergencia

Figura 49. Distancias filogenéticas entre diferentes nucleotidasas de pirimidinas.
Cladograma construido con el alineamiento multiple de la Figura D4. El alineamiento
incluye las secuencias de PvP5N (proteina deducida del ADNc clonado de Phaseolus
vulgaris), Vitis vinifera (GSVIVG01034599001), Ricinus communis (XP_002514465), Oryza
sativa (0s03g44660), Zea mays (GRMZM2G157310), Arabidopsis thaliana (AT2G38680),
Physcomitrella patens (Ppls59 93V6), Homo sapiens (NP001002010) y Mus musculus
(NP_080280).

Tabla 6. Grado de identidad y divergencia a nivel proteico entre las nucleotidasas de
pirimidinas de distintos organismos, incluida la de P. vulgaris en estudio.

1 2 3 4 5 6 7 8 9
PvP5N 66,5 70,9 63,2 60,5 62,5 52,4 29,3 30,5 1
Vitis vinifera 42,4 71,2 63,3 61,0 67,6 52,3 27,4 28,7 2
Ricinus communis 34,3 36,3 69,6 66,6 66,6 56,9 30,1 31,4 3
Oryza sativa 47,6 44,8 36,5 79,3 60,0 51,7 25,3 29,0 4
Zea mays 53.0 51,0 42,0 19,6 59,7 49,6 24,7 28,4 5
Arabidopsis thaliana 41,6 33,7 37,6 44,9 43,7 50,5 24,8 25,7 6
Physcomitrella patens 66,8 66,8 57,8 67,8 75,0 63,9 28,3 29,9 7
Homo sapiens 129,5 | 134,8 | 126,9 | 139,2 | 139,2 | 119,0 | 1404 93,7 8
Mus musculus 1249 | 129,5 | 120,5 | 131,7 | 131,6 | 119,4 | 133,2 6.6 9

1 2 3 4 5 6 7 8 9
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4.2.- Expresion de un ADNc que codifica una nucleotidasa de Phaseolus
vulgaris en E. coli.

La regién codificante del ADNc clonado que codifica una posible nucleotidasa
de judia se inserto en el plasmido pET-30b+ siguiendo el protocolo descrito en
Materiales y Métodos. El plasmido resultante se introdujo en células de E. coli
BL21. Estas células sobreexpresaron la proteina recombinante tras induccidon
con IPTG 1 mM (Figura 50-A). La proteina recombinante no se detectd en las
células no inducidas ni en células no transformadas. La proteina recombinante
tenia una masa molecular de aproximadamente 44 kDa que coincididé con la

esperada (43 kDa). La abundancia relativa de las proteinas inferiores observadas

A B Horas C
-IPTG +IPTG Sob Pre
kDa kpa 0 1 2 3 kDa
120 —
120 = 170 —
56—
[ N— 66 =
38 38— 55 —
30—
30— 45 =
21—
21— 35=
25 =

Figura 50. Sobreexpresion de la proteina recombinante Hys-PvP5N. (A) El clon que
contenia la construccion PvP5SN-pET se cultivo hasta una densidad optica a 600 nm de 0,5 y
a continuacion se indujo durante 90 minutos a 37 °C sin y con IPTG 1 mM. La suspension
de bacterias se mezclo directamente con tampon de carga y, tras hervir, la expresion se
analizo mediante técnica de Western blot utilizando anticuerpos antihistidinas. (B)
Bacterias transformadas con la construccion PvPSN-pET se cultivaron a 37 °C hasta
alcanzar una Agyy de 0,5. Se aiiadio IPTG hasta alcanzar una concentracion de 1 mM y se
descendio la temperatura a 30 °C. La expresion de la proteina recombinante se analizo
como se ha descrito anteriormente a los tiempos de induccion indicados. (C) Tras inducir
con IPTG durante 120 min a 30°C como se ha indicado en B, las células se rompieron
mediante sonicacion, se centrifugaron a 12.000 g durante 15 min y se separaron la fraccion
soluble (Sob) del precipitado (Pre) que se resuspendio en el mismo volumen de tampon. La
expresion de la proteina recombinante se analizo mediante Western blot como se ha
indicado anteriormente.
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tras inducir las células con IPTG durante 90 min a 37 °C (Figura 50-A)
disminuy6 cuando la induccidn se realizé a 30 °C durante 120 min de cultivo
(Figura 50-B). La proteina recombinante se encontrd principalmente en la
fraccion insoluble, lo que indica la formacion de cuerpos de inclusion (Figura
50-C). La inducciéon con IPTG a una temperatura de 15 °C no aument6 la
proporcion de proteina soluble frente a proteina insoluble presente en los

extractos al compararla con la presente a 30 °C.

4.3.- Purificacion de la proteina recombinante.
La proteina recombinante se purificO mediante cromatografia de afinidad, como
se describe en Materiales y Métodos, en condiciones desnaturalizantes y no
desnaturalizantes. En condiciones no desnaturalizantes, la cantidad de proteina
que se retuvo en la columna fue muy baja y, por tanto, el rendimiento de este
sistema de purificacion fue igualmente muy bajo (Figura 51-A). La purificacion
en condiciones desnaturalizantes se llevdo a cabo en presencia de urea y se
obtuvo un mayor rendimiento en la recuperacion de proteina pura (Figura 51-B).
Las fracciones de proteina pura obtenidas se dializaron frente a un

tampon salino y el grado de pureza se analiz6 mediante SDS-PAGE (Figura 52).
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A EC NR L E B EC NR L E
kDa kDa
120 = 120 —
56 =—
56 — et —
— 38 =
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30— -
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2] = p—

Figura 51. Anadlisis del proceso de purificacion de la proteina recombinante PvP5N.
Bacterias que contenian el plasmido PvPSN-pET se indujeron durante 2 horas a 30 °C con
IPTG 1 mM, como se indica en Materiales y Métodos. Las células se recogieron mediante
centrifugacion.

(A) Condiciones no desnaturalizantes. Las células se resuspendieron en el tampon de lisis
no desnaturalizante y se rompieron por sonicacion. Tras centrifugar, la fraccion soluble
(EC) se aplico a una columna de afinidad Chelating Sepharose Fast Flow(CSFF) cargada
con Ni**. Se recogieron las proteinas no retenidas (NR), se eliminaron las proteinas mds
débilmente unidas con tampon con imidazol 0,025 M (L) y se purifico la proteina Hys-PvP5SN
con tampon con imidazol 0,3 M (pH 7,4) (E).

(B) Condiciones desnaturalizantes. El proceso fue igual al descrito en (A) pero a los
tampones se le aniadio urea hasta alcanzar una concentracion final de 8 M.

Figura 52. Andlisis mediante SDS-
kDa PAGE de la proteina recombinante
Hys-PvP5N purificada. La proteina
purificada en condiciones
desnaturalizantes se dializo frente a
tampon salino y se resolvio mediante
SDS-PAGE (10%) en condiciones
66 — reductoras. EI gel se tifio con
Coomassie un paso.

44 —

29 —
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4.4.- Actividad de la proteina recombinante Hys-PvPSN.

La proteina purificada no mostré actividad fosfatasa en las condiciones de
ensayo utilizadas: proteina purificada en condiciones desnaturalizantes o no
desnaturalizantes, pH acido o alcalino, ausencia o presencia de Mg, etc. Sin
embargo, la proteina recombinante soluble presente en los extractos crudos
obtenidos a partir de cultivos bacterianos transformados con el gen de la
nucleotidasa si present6 actividad (Figura 53). La induccion con IPTG de células
transformadas con el plasmido PvPSN-pET produjo una mayor actividad
fosfatasa, tanto con CMP como con AMP como sustratos (Figura 53). El valor
de actividad en la fraccion insoluble fue insignificante, lo que indica que la
proteina en cuerpos de inclusién no muestra actividad. La actividad fosfatasa del
sobrenadante de las células no inducidas se debe a la actividad bacteriana,
puesto que fue similar en células no transformadas y transformadas con un gen
control e inducidas con IPTG.

El efecto del molibdato y de varios detergentes sobre la actividad
nucleotidasa de los extractos de células de E. coli que sobreexpresan la proteina
a partir del gen de judia se analiz6 in vitro (Figura 54). Para cuantificar la
actividad nucleotidasa endogena de E. coli, se utilizaron extractos de células
transformadas con el plasmido pET que contenia un gen control y se habian
inducido con IPTG. La actividad nucleotidasa sobreexpresada mostr6 actividad
en presencia de molibdato y de varios detergentes. Solo el detergente io6nico
SDS inhibi6 dicha actividad, presentando un nivel identico al obteniendo para la

actividad endogena de E. coli (Figura 54).
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Figura 53. Actividad nucleotidasa en los extractos crudos de E. coli. Las células de E. coli
transformadas con el plasmido PvP5SN-pET, no inducidas (-IPTG) o inducidas con IPTG
(+IPTG) durante 3 h a 18 °C, se recogieron y lisaron como se ha indicado previamente.
Tras centrifugar se separaron el sobrenadante (barras grises) y el precipitado se
resuspendio en el mismo volumen de tampon (barras negras), y se determino la actividad

nucleotidasa con CMP (A) o AMP (B) como sustratos.
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Figura 54. Efecto de varios compuestos sobre la actividad nucleotidasa expresada en E
coli. Extractos obtenidos por lisis y centrifugacion de cultivos bacterianos inducidos para la
expresion de la proteina control Hys-PvALN (barras negras) y la proteina heterologa Hys-
PvP5N (barras grises). Se determiné la actividad nucleotidasa de los extractos en presencia
de: molibdato amonico (1 mM), molibdato sodico (5 mM), DOC (0,013%, p/v), SDS (0,1%,

p/v) y Tween20 (0,1%, p/v).
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4.5.- Anticuerpos policlonales obtenidos frente a la proteina recombinante
Hys-PvP5N.

Los anticuerpos policlonales contra la proteina de fusiéon Hys-PvP5N
purificada se generaron en conejo. El suero post-inmune obtenido reconocid,
mediante analisis de Western blot, la proteina recombinante Hys-PvP5N
utilizada en la inmunizacion, mientras que no se obtuvo ninguna sefal utilizando
el suero pre-inmune (Figura 55). Estos mismos sueros se utilizaron en el
Western blot de extractos crudos obtenidos a partir de ejes de plantulas de judia
y se obtuvieron varias bandas de inmunoreactividad especificas con el suero
post-inmune. Una de ellas podria corresponder con la proteina 55 kDa que
muestra actividad fosfatasa resistente a molibdato en los ensayos de actividad en
gel. Para confirmarlo, se realiz6 una inmunodeteccion (Western blot) de los

extractos de distintas partes de plantulas de judia de 6 dias de desarrollo (Figura

| Proteina Hys-PvP5SN | | Eje |
Suero (-) Suero (+) «Da Suero (-) Suero (+)
170 = 200=
125 =
100 =
66 — 100 =
55=
45 =
55—
35 =
25 = 38—
21 =

Figura 55. Anadlisis del suero pre-inmune y post-inmune obtenido contra la proteina
recombinante Hys-PvP5N. La técnica de Western blot se realizo con los sueros preinmune y
post-inmune obtenido para la proteina Hys-PvP5N con la proteina purificada y extracto
crudo de ejes de judia. La electroforesis SDS-PAGE se realizo al 8,5% de acrilamida y en
condiciones reductoras. Los sueros se utilizaron en una relacion de 1:5.000 en TTBS sin la
adicion de leche desnatada.
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56). En los mismos extractos se determind también la actividad fosfatasa
resistente a molibdato con IMP como sustrato. Los anticuerpos policlonales
inmunoreaccionaron con gran nimero de proteinas presentes en los extractos,
pero se observo una correlacion entre la intensidad de la banda sefialada con una

flecha y la actividad determinada in vitro (Figura 56).
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Figura 56. Andlisis de expresion de la actividad fosfatasa resistente a molibdato en
plantulas de 6 dias. En la parte izquierda se muestra el Western blot utilizando anticuerpos
antinucleotidasa en condiciones no reductoras y sin calentar las muestras a 100 °C para los
extractos obtenidos de la division de la plantula de judia en epicotilo (Ep), hipocotilo (Hi),
raiz (Ra) y cotiledon (Co). En estos mismos extractos se determino la actividad fosfatasa
resistente a molibdato (parte derecha) con IMP como sustrato.
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IV.- DISCUSION
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Los ureidos juegan un papel esencial como las principales moléculas
transportadoras de nitrégeno en algunas leguminosas tropicales en condiciones
de fijacion, pero su rol como transportadores en otras situaciones con alta
movilizacion de nitrogeno ha recibido menor atencion. Los ureidos se detectaron
en las semillas secas de judia (Figura 12), lo que podria ser la consecuencia del
papel de estos compuestos como transportadores de nitrégeno durante el llenado
de la semilla (Raso et al. 2007b). Igualmente, los ureidos podrian tener un papel
fisiologico como moléculas de almacenamiento durante la germinacién. En
judia, durante la germinacion sensu stricto, se produce un descenso en los
niveles de ureidos y aminoacidos, lo que sugiere su uso como fuente de
nitrogeno. La imbibicion de las semillas conlleva la activacion del metabolismo
durante las estadios iniciales de la germinacion. Durante esta fase se produce
una movilizaciéon de reservas que provee de azucares y aminoacidos al
metabolismo recién iniciado, pero que es muy pequefia en comparacion a la
movilizacion que se produce tras la germinacion (Nonogaki et al. 2010). La
diferenciacion entre germinacion y desarrollo post-germinativo se observo
facilmente en la distribucion de globulinas que se produce en judia entre los dias
1 y 3 tras el inicio de la imbibicién (Figura 10). La degradacion de proteinas de
reserva a lo largo del desarrollo en plantulas de varias especies, incluida judia,
se ha estudiado y se ha concluido que en cotiledones se inicia una vez agotadas
las reservas de estas proteinas en ejes (Tiedemann et al. 2000).

La concentracion de ureidos incremento en cotiledones y en ejes de judia
tras la germinacioén (Figura 12), lo que podria indicar que Phaseolus vulgaris
utiliza estos compuestos como moléculas para la movilizacion de nitrogeno
durante el desarrollo de la plantula. Este incremento en ureidos fue
comparativamente mayor que el producido en aminodcidos, aunque la
concentracion de ureidos fue inferior a la de aminodcidos totales en el periodo
estudiado. La cantidad de ureidos totales por plantula a los 6 dias de desarrollo

fue de 3,5 veces mayor con respecto a la semilla seca mientras que la cantidad
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de aminoacidos solubles se incrementd solo en 1,3 veces. Al expresar por g de
peso fresco, la concentracion de ureidos se incrementd, sobre todo tras la
germinacion (Figura 12), mientras que la de aminodcidos libres totales
descendié inicialmente para mantenerse tras la germinacion (Figura 11). La
degradacion de proteinas de reserva (globulinas) en cotiledones durante esta fase
mantendria la concentraciéon de aminoacidos. Ademas, el nitrégeno liberado
contenido en los ureidos seria reasimilado en aminoacidos (Zrenner et al. 2006).
Por lo tanto, existe un patrén diferente entre el metabolismo de ureidos y el de
aminoacidos durante el desarrollo inicial de plantulas de judia.

Los ureidos producidos durante el desarrollo de plantulas de judia
proceden de la oxidacion de las purinas puesto que la inclusion de alopurinol al
medio de imbibicion redujo la concentracion de ureidos en todos los tejidos
(Figura 15-B y C). El nitrogeno derivado del metabolismo de ureidos puede ser
importante para el desarrollo de las plantulas como se deduciria de la reduccion
de peso fresco de las plantulas desarrolladas en presencia de alopurinol (Figura
15-A). Con la concentracion de alopurinol utilizada el efecto en el desarrollo fue
pequefio y, por tanto, indicaria un papel poco importante de los ureidos. La
concentracion de inhibidor empleada fue aquella que tuvo efecto en la
concentracion de ureidos sin interferir enormemente en el desarrollo de las
plantulas, puesto que concentraciones mayores producian un retraso muy
importante en el desarrollo de estas.

Durante las ultimas décadas ha existido una controversia sobre la ruta de
degradacion de ureidos en plantas, que ha girado fundamentalmente entorno al
producto nitrogenado liberado: urea o amonio. Recientemente se ha sefialado
una ruta de degradacion de ureidos en la que todo el nitrégeno es liberado sin la
mediacion de moléculas de urea (Serventi et al. 2010; Werner y Witte 2011). Sin
embargo, los datos en leguminosas apuntan hacia una dependencia parcial de la
ureasa en la ruta de degradacion (Munoz et al. 2001; Todd y Polacco 2004;
Muiioz et al. 2006; Todd et al. 2006; Mufioz et al. 2011). En germinacion, la
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inclusion en el medio de imbibicion de un inhibidor de la ureasa (PPD) no afecté
a la acumulacion de ureidos ni al desarrollo de las plantulas (Figura 15). En
Arabidopsis, sin embargo, las semillas almacenadas durante 4 afios presentaron
una inhibicidn de la germinacion en presencia de PPD, que revertia al introducir
una fuente externa de nitrogeno (Zonia et al. 1995). Este hecho pone de
manifiesto la importancia de la ureasa para el reciclaje del nitrogeno contenido
en la urea. En judia, el inhibidor si produjo un aumento de la concentracion de
urea en la plantula, siendo mayor en cotiledones (Figura 16). La urea juega un
papel como fuente primaria de nitrégeno tomada activamente del suelo por las
plantas, pero también es un intermediario en el catabolismo de la arginina en
procesos de movilizacion de nitrogeno desde tejidos fuente (Witte 2011).
Durante la germinacion de soja, se produce un incremento de la actividad
arginasa (Goldraij y Polacco 1999) y la arginina es degradada en la mitocondria
(Goldraij y Polacco 2000), generando ornitina y urea. En muchas plantas, la
arginina es el metabolito mas importante en el almacenamiento de nitrégeno en
semillas (Vanetten et al. 1967). Los niveles de aminoacidos solubles detectados
inicialmente (Figura 11) y la degradacion de proteinas de reserva (Figura 10)
serian las fuentes de este aminoacido y, como consecuencia, tras su degradacion,
de la urea acumulada. En las plantulas tratadas con PPD, la actividad ureasa
remanente en los extractos podria ser suficiente para mantener un nivel de
degradacion de urea que no afecte a la germinacion y desarrollo de la plantula,
pero si produzca una acumulacion de ella.

La importancia del nitrégeno para las plantulas de judia en crecimiento
queda patente por el incremento en el desarrollo del eje embrionario tras anadir
nitrato al medio de imbibicién (Tabla 2). Esta incorporacion no afect6 a la
cantidad de ureidos en ejes durante el desarrollo temprano, lo que sugiere que la
sintesis de ureidos es independiente de la presencia de nitrato en el medio. Lo
mismo se ha descrito en soja, donde incluso se produjo un aumento de la

concentracion de ureidos en ejes de plantulas tras 10 dias en presencia de nitrato
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en el medio (Polayes y Schubert 1984). Por su parte, la expresion del gen de la
alantoinasa en Robinia pseudoacacia (Yang y Han 2004) y en A. thaliana
(Werner et al. 2008) se reprimio6 en presencia de nitrato durante el desarrollo de
plantulas, aunque en estos estudios no se determind la concentracion de ureidos.
En judia, durante la floracion y el llenado inicial de las semillas se produce un
incremento del nivel de ureidos independientemente de si la planta esta
nodulada o se utiliza nitrato como fuente de nitrogeno y se ha sugerido la
movilizacion de nitrogeno a partir de tejidos en senescencia como origen de
estos ureidos (Thomas et al. 1979, 1980; Diaz-Leal et al. 2012). La
disponibilidad de sacarosa durante el desarrollo temprano de judia no afect6 a la
concentracion de ureidos ni a su crecimiento (Tabla 2). Sin embargo, la adicion
de sacarosa si provoco una reducciéon de la concentracion de ureidos en
cotiledones de Arabidopsis (Martin et al. 2002). En esta planta, el balance
carbono-nitrégeno mas que el contenido de carbohidratos tendria un papel
predominante en la regulacion del crecimiento de las plantulas (Martin et al.
2002).

La importancia del metabolismo de los ureidos en semillas de judia
también se deduce a partir del patron de actividades enzimaticas involucradas en
su metabolismo (Figura 13). La actividad alantoinasa ha sido previamente
estudiada en soja (Polayes y Schubert 1984) y en Robinia pseudoacacia donde
también se estudio la expresion diferencial del gen durante la germinacién y el
desarrollo inicial de las plantulas (Yang y Han 2004). Sin embargo, es la
primera vez que las actividades que catalizan la degradacioén del alantoato y
ureidoglicolato se estudian durante la germinacion. Las actividades que catalizan
la degradacion de la alantoina y el alantoato se detectaron en los extractos
crudos obtenidos a partir de semillas secas de judia, mientras que no se detecto
la actividad que cataliza la degradacion de ureidoglicolato (Figura 13). Los
patrones de las actividades enzimaticas en cotiledon y ejes durante el desarrollo

de plantulas apoyan el papel propuesto para los ureidos como moléculas
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utilizadas para la movilizacidon de nitrogeno desde los cotiledones hasta los ejes
(Polayes y Schubert 1984). La ausencia de actividad degradadora de
ureidoglicolato en cotiledones indica que este tejido es incapaz de liberar todo el
nitrégeno contenido en los ureidos y que, al menos parte de éste, seria liberado
en los ejes en desarrollo. De acuerdo con esta funcion, las tres actividades estan
presentes en niveles altos en ejes embrionarios durante la germinacion y
desarrollo post-germinativo temprano. Sin embargo, debe dejarse claro que los
ejes tienen capacidad de sintetizar ureidos sin ninguna sefial derivada de los
cotiledones, ya que los ureidos se acumularon en ejes de plantulas a las que se
habian eliminado los cotiledones (Figura 18-C y E). Ademas, puesto que esa
acumulacion es mucho menor en presencia de alopurinol, se confirma que
dichos ureidos proceden de la oxidacion de purinas que tiene lugar en los
propios ejes (Figura 18).

El 4cido alantoico represento casi la totalidad de los ureidos presentes en
los extractos crudos de judia, siendo la alantoina inferior al 5%. Esto podria ser
consecuencia de la alta actividad alantoinasa presente en plantulas de judia y,
como se ha sugerido anteriormente (Thomas y Schrader 1981), la actividad que
cataliza la degradacion de alantoato seria el paso limitante en la degradacion de
ureidos en plantulas. Estas diferencias también se observan durante el desarrollo
de plantas adultas de judia tanto a nivel de expresion como de actividad para
ambas enzimas (Diaz-Leal et al. 2012).

La movilizaciéon del nitrogeno fijado como ureidos estéd restringida a un
grupo pequefio de leguminosas. La razdn de la existencia de esta estrategia no se
conoce. La sintesis de ureidos desde el di-nitrogeno en noddulos es un
mecanismo complejo en el cual al menos 20 enzimas diferentes se ven
involucradas. Este hecho contrasta con las cuatro actividades que catalizan la
sintesis de asparragina. A pesar de la complejidad bioquimica de la ruta
metabolica, el coste en términos de ATP por 4&tomo de N asimilado y el balance

N:C de los ureidos (revisado por Todd et al. 2006) podria ayudar a entender la
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estrategia de los ureidos. El metabolismo de ureidos también podria tener un
papel crucial durante el desarrollo post-germinativo de algunas plantas. Aunque
las proteinas contienen la mayoria del nitrdgeno almacenado en semillas de
leguminosas, otras moléculas ricas en nitrdgeno como los acidos nucleicos
transcritos durante la maduracion de la semilla estan presentes en las semillas
secas (Bewley 1997). El contenido de este tipo de acidos nucleicos en semillas
secas podria constituir una reserva de nitrogeno que, tras su movilizacion en
forma de ureidos desde los cotiledones, se utilice para la sintesis de nuevos
acidos nucleicos y aminodcidos en ejes en desarrollo. El elevado incremento en
ureidos producido durante la germinacion en judia podria indicar que este papel
necesitaria ser considerado.

En cotiledones de judia y soja, la concentracion de ureidos incrementd
durante el desarrollo post-germinativo mientras que se mantuvieron niveles
bajos en cotiledones de las otras plantulas analizadas (Figura 8). Soja y judia se
clasifican como plantas ureidicas al utilizar mayoritariamente los ureidos como
molécula de transporte del nitrogeno fijado en nddulos hasta el resto de tejidos
de la planta (Schubert 1986). Garbanzo presenta un comportamiento mixto al
utilizar tanto ureidos como amidas en un porcentaje similar en el transporte del
nitrogeno fijado (Thavarajah et al. 2005) y guisante es una planta amidica tipica
(Schubert 1986). Por lo tanto, a la vista del comportamiento de estas especies
durante el proceso de fijacién y de germinacioén podria existir una correlacion
entre la utilizacion de ureidos en cotiledones y en el transporte del nitrogeno
fijado en plantas adultas. La diferenciacion en plantas ureidicas puede tener
otras implicaciones en el metabolismo del nitrégeno aparte del transporte del
nitrogeno simbiodticamente fijado desde los nddulos hasta las partes superiores
de la planta.

El analisis comparativo del metabolismo de ureidos en garbanzo, soja y
judia ha puesto de manifiesto diferencias importantes en estas especies. El papel

de los ureidos en germinacion se habia estudiado previamente en soja (Polayes y
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Schubert 1984), mientras que no existia informacion para judia y garbanzo. Con
respecto a garbanzo, un incremento de ureidos por g de peso fresco de hasta 6
veces superior en cotiledones y ejes de judia y soja (ureidicas) (Figura 23), y
niveles superiores de actividad alantoinasa, acorde con los niveles de ureidos, lo
que indicaria la importancia de los ureidos para estas especies (Figura 24). En
garbanzo, los niveles de ureidos y de actividad alantoinasa reflejan, al
compararlos con los de soja y judia, el caracter pseudo-ureidico de esta especie y
podria indicar un protagonismo intermedio por parte de los ureidos en el periodo
de germinacion en consonancia con lo descrito en plantas de garbanzo en
fijacion (Thavarajah et al. 2005).

La habilidad de las plantas para tolerar altas concentraciones de sal esta
determinada por multiples rutas bioquimicas que facilitan la retencion y/o
adquisicion de agua, proteccion de las funciones del cloroplasto y el
mantenimiento de la homeostasis i6nica (Parvaiz y Satyawati 2008). Estas rutas
bioquimicas incluyen las implicadas en la sintesis de metabolitos osmoticamente
activos, proteinas especificas y determinadas enzimas que controlan el flujo de
iones, agua y soportan la eliminacion de radicales libres de oxigeno (Parvaiz y
Satyawati 2008). La presencia de NaCl en el medio de imbibicion produjo una
disminucién del peso de ejes de judia (Figura 19-B), como se habia observado
previamente en otras especies como el caupi (Gomes et al. 2008) y que se habia
relacionado con el retraso producido en la movilizacion de reservas en los
cotiledones (Voigt et al. 2009). En presencia de NaCl se produjo un aumento de
la concentracién de ureidos y de la actividad alantoinasa tanto en cotiledones
como en ejes (Figura 20 y 21) que podria tener como funcién el aumento de la
presion osmotica de los tejidos para evitar la pérdida de agua. El déficit de agua
y la salinidad, especialmente bajo condiciones de alta intensidad luminica o en
combinacion con otros estreses, altera la homeostasis de las células y causa un
incremento de las especies reactivas de oxigeno (ROS) (Miller et al. 2010). Los

ureidos se han relacionado con el alivio de los efectos de las moléculas ROS en
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plantas (Brychkova et al. 2008). Mutantes de Arabidopsis deficientes en xantina
deshidrogenasa, enzima clave en la biosintesis de ureidos, acumulan xantina y
presentan sintomas de senescencia tras ser sometidas a tratamientos de
oscuridad, aumentando los niveles de ROS tras ser reexpuestos a luz. La
inclusion de alantoina y alantoato redujo los niveles de ROS vy, por tanto, los
ureidos podrian tener un papel paliando los efectos de los ROS al favorecer la
relacion N:C de las células (Brychkova et al. 2008). La induccion de actividades
enzimaticas implicadas en el control de las especies reactivas de oxigeno se ha
correlacionado con la tolerancia a sal (Wahid et al. 2007; Abogadallah et al.
2010). Los efectos negativos del estrés salino en plantas de judia en crecimiento
vegetativo se redujeron mediante pretratamiento con acido abscisico (Khadri et
al. 2006). Por el contrario, mutantes de Arabidopsis incapaces de acumular acido
abscisico en situaciones de estrés salino mostraron un fenotipo de tolerancia a
NaCl que revertia al introducir ABA en el medio de germinacién (Ruggiero et
al. 2004). Se ha sugerido que el mecanismo que proporciona tolerancia a sal
durante el proceso de germinacién es diferente del mecanismo involucrado
durante el crecimiento vegetativo (Abogadallah et al. 2010).

La etiolizacion de plantulas de judia dio lugar a las caracteristicas
asociadas a este proceso, aumento en la longitud y grosor del hipocotilo, y
ausencia de clorofila. Estas plantulas presentaron niveles inferiores de ureidos y
actividad alantoinasa (Tabla 3 y Figura 22). Como se ha indicado anteriormente,
la introduccidon en el medio de los ureidos alantoina y alantoato redujo los
efectos producidos por compuestos ROS en plantas de Arabidopsis deficientes
en xantina deshidrogenasa tras reexponer a la luz (Brychkova et al. 2008). Este
dato sugiere una relacion entre fotosintesis y produccion de compuestos ROS.
La menor produccion de compuestos ROS debido a la ausencia de luz podria ser
la causa de la menor cantidad de ureidos y la menor actividad alantoinasa al ser

menores los requerimientos de ureidos.
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La expresion heterdloga de una proteina en un sistema como E. coli y la
insercion en esta de un epitopo, permite la obtencion de grandes cantidades de
proteina y su purificacion mediante el uso de este. E1 ADNc que codifica una
posible alantoinasa de judia (JQ282796) se expresd en E. coli y la proteina
recombinante con colas de histidinas se purific6 mediante cromatografia de
afinidad. La proteina purificada se utilizé para la obtencién de anticuerpos
policlonales en conejo. En soja ya se habian desarrollado previamente
anticuerpos frente a la proteina purificada a partir de cotiledones, e identificaron
la alantoinasa en extractos crudos como una proteina de 30 kDa (Webb y Lindell
1993). Mediante estos anticuerpos se purificaron dos actividades en soja, una a
partir de extractos de nodulos y otra de cotiledones (Bell y Webb 1995). Los
anticuerpos obtenidos en este trabajo reconocieron en extractos crudos tres
proteinas con pesos moleculares de 66, 40 y 37 kDa (Figura 28-B). Las dos
inferiores coincidieron en tamafo con las actividades alantoinasa de judia
purificadas a partir de frutos (Raso et al. 2007b) y la superior fue identificada
por MALDI-TOF/TOF como alantoinasa, indicando asi la existencia de 3
proteinas en judia. Esto implicaria cuatro posibilidades que se discuten
posteriormente: la presencia de 3 genes diferentes, el procesamiento por
“splaicing” alternativo del ARNm, la modificacion post-traduccional de una
proteina inicial o la combinacion de las tres anteriores.

La funcion del gen que codifica la alantoinasa se confirmé en Robinia
pseudoacacia y Arabidopsis thaliana mediante complementacion de mutantes
de levaduras (Yang y Han 2004) y de Arabidopsis (Werner et al. 2008). La
disponibilidad reciente de los genomas completos de soja, judia y Arabidopsis
permite identificar el nimero de genes que existe para una determinada
actividad (www.phytozome.net). Mientras que en Arabidopsis se ha encontrado
una unica copia del gen de la alantoinasa, en soja se han identificado 4 y en
judia 2 genes (ALNI y ALN2). Las secuencias depositadas en la base de datos

codifican para proteinas de un tamafio muy similar: 55,4 kDa en Arabidopsis,
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56,6 kDa en soja y 56,7 en judia. Por lo tanto, aunque las distintas proteinas
inmunoreactivas pudieran proceder de diferentes genes, las proteinas
sintetizadas a partir de los mismos deben de presentar el mismo tamafio, hecho
que no sucede.

El analisis del ARNm de diferentes tejidos no apoyo el proceso de
“splaicing” alternativo como origen de las proteinas mas pequefias. Estas
podrian ser el resultado de la rotura durante el proceso de extraccion y
manipulacion de una proteina de mayor tamafio. Sin embargo, los datos sugieren
la sintesis de una proteina inicial que es procesada posteriormente mediante
modificaciones post-traduccionales entre las que se destacaria la accion de una
proteasa. Las proteinas deducidas a partir de estos genes presentan un péptido
senal de localizacion de la proteina en reticulo endopldsmico, localizacién que
fue confirmada por (Werner et al. 2008). Las secuencias presentan un sitio de
corte para eliminar dicho péptido, aproximadamente en el aminoacido 30, lo que
produce una pérdida de unos 3,7 kDa (Figura 57). Adicionalmente existiria un
nuevo proceso proteolitico que explicaria los tamafios observados en planta. La
secuenciacion del extremo amino terminal de la actividad alantoinasa purificada
a partir de cotiledones de soja (Webb y Lindell 1993) apoya esta hipotesis al
situar dicho extremo en el aminoacido 254 de la secuencia deducida del gen,
formada por unos 512 aminoéacidos para los cuatro genes (Figura 57). El
tratamiento con N-glicosidasa demostrd que la proteina de 66 kDa se encuentra
ligeramente glicosilada (Figura 34). Esta modificacion estd también presente en
las dos actividades de inferior peso molecular (Raso et al. 2007b) y se identifica
un motivo de N-glicosilacion mediante el algoritmo NetNGlyc 1.0 Server en las
secuencias de proteina para los genes ALNI (Figura 57) y ALN2 de judia. Esta
modificacion por N-glicosilacion también se deduce para las proteinas
codificadas por los 4 genes de soja y otros depositados en las bases de datos para

otras especies.
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1—.MDQFIWRVLPLLSILVSFLVFFYFQNSHTIQLYPLIKFPRSKCSLLPHHH.—50

51-.FWISSKRIVTPQGIISGSVEINEGRIVSVIEGYGKQGQSKQEEIIDYGDA.-100
101.-VVMPGLIDVHVHLDEPGRTEWEGFDTGTRAAAAGGVTTVVDMPLNNYPST.-150
151.-VSKETLKLKLDAAEDKIYVDVGFWGGLVPENALNLTILDDLLSAGVLGVK.-200
201.-SFMCPSGINDFPMTTIDHIKAGLSVLAKYKRPIVVHAELQQODYGNHLDIN.-250
251.-DNRDPHDYLTYLNTRPPSWEEAATROLVGVSKDTGIGGPLEGAHVHIVHL.-300
301.-SDSSASLDLIKEAKSRGDSITVETCPHYLAFTSEEIPNGDTRFKCSPPIR.-350
351.-DAHNKDKLWEAVLEGHIDLLTTDHSPTVPELKLLEEGDFLKAWGGISSLQ.-400
401.-FNLPVTWSYGKKYGLTLEQLSLLWSKRPAALAGIESKGTIEVGNHADIVV.-450
451.-WOPEQEFDLDDNYPVFIKHYELSAYMGRRLSGEVLDTFVRGNLVFKDEKH.-500

501 .-APAACGVOILAT . c ettt et eeeessssssssssssssssssssscnsscss -512

Figura 57. Localizacion de las secuencias identificadas por diferentes métodos en la
proteina codificada por el gen ALNI. Con fondo rojo se indica el sitio de corte para la
eliminacion del péptido senial de localizacion en reticulo endoplasmico predicho por el
software TargetP 1.1 Server. Con fondo azul se indica el sitio de N-glicosilacion predicho
por software NetNGlyc 1.0 Server. Con fondo verde, la secuencia que corresponde con el
extremo N-terminal secuenciado para una alantoinasa purificada a partir de cotiledones de
soja (Webb y Lindell 1993). Con fondo amarillo se indican los fragmentos secuenciados a
partir de la proteina alantoinasa Isol purificada de frutos de judia (Raso et al. 2007b). Los
fragmentos subrayados indican los péptidos identificados por la técnica MALDI-TOF/TOF
de la proteina purificada por inmunoprecipitacion

La proteina alantoinasa sobreexpresada en E. coli se encontrd
mayoritariamente formando cuerpos de inclusion y solo una pequefia proporcion
como proteina soluble. Ninguna de estas formas presentd actividad alantoinasa,
probablemente debido a la necesidad de modificaciones postraduccionales que
no se realizan en un sistema de expresion procariota, como por ejemplo la N-
glicosilacion. También puede deberse a la falta de un entorno proteico adecuado.
En este sentido, se ha propuesto el requerimiento de una proteina accesoria para
la activacion completa de la alantoinasa recombinante de E. coli sobreexpresada
en la cepa C41(DE3) (Mulrooney y Hausinger 2003). La alantoinasa
sobreexpresada no seria completamente activa en las células recombinantes
debido a la insuficiente expresion de una proteina accesoria necesaria para la

introduccion y correcta unién del 16n divalente (Mulrooney y Hausinger 2003),
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de forma similar a lo que ocurre para la actividad ureasa (Mobley et al. 1995;
Witte et al. 2005). Esta hipotesis se basa en la limitada accesibilidad al centro
activo por parte de quelantes como el EDTA y en la baja recuperacion de la
actividad alantoinasa recombinante tras la adicion del i6n divalente a la mezcla
de reaccion. Sin embargo, las actividades purificadas en judia si se inhibieron
por EDTA (un 50 y un 40%) y la incubacion con diferentes iones recuperd
parcialmente la actividad (Raso et al. 2007b). Por tanto, si existe una proteina
que favorezca la unién del i6n divalente en judia, no parece ser tan
imprescindible para la recuperacion de la actividad.

La actividad alantoinasa es muy elevada en cubiertas (testa) de semillas
en formacion (Raso et al. 2007b). Los cotiledones en formacion de soja crecen
en un medio cuya Unica fuente de nitrégeno es la alantoina pero solo incorporan
el 50% del nitrogeno producido en la degradacion de ésta, quedando el resto en
el medio en forma de amonio (Coker y Schaefer 1985). Sin embargo, la cubierta
presentd altos niveles de actividad glutamina sintasa y alantoinasa (Coker y
Schaefer 1985). En judia, se ha observado este mismo patron de actividad
alantoinasa indicando el importante papel que realiza la cubierta en la
degradacion y asimilacion del nitrégeno transportado por los ureidos (Raso et al.
2007b). La proteina de 66 kDa aparece con mayor intensidad en cubierta de
semillas, siendo casi imperceptible en el embrion en llenado. Esta proteina de 66
kDa se ha purificado en este trabajo mediante inmunoprecipitacion utilizando
extractos completamente desnaturalizados y, por tanto, no se pudo determinar la
actividad enzimatica de dicha proteina. En el caso de soja, la enzima
desnaturalizada con urea 8 M pudo recuperar la actividad tras eliminacion de la
urea por dialisis (Bell y Webb 1995). Los intentos llevados a cabo para
inmunoprecipitar en condiciones nativas no dieron resultado, posiblemente
debido al hecho de que la proteina utilizada para la obtencion de anticuerpos
estaba desnaturalizada y los anticuerpos obtenidos identifican epitopos o

determinantes antigénicos que estan ocultos en la proteina nativa. Mediante
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cromatografia de intercambio i6nico en DEAE se ha conseguido separar la
proteina de 66 kDa de las otras alantoinasas utilizando extractos crudos
obtenidos a partir de frutos (Figura 35). El andlisis mediante la técnica de
Western blot reveld6 que esta proteina se eluyd de la columna con alta
concentracion de NaCl y el andlisis de actividad de estas fracciones reveld que
presentaban actividad alantoinasa (Figura 35, fraccion 84).

Los anticuerpos obtenidos en este trabajo inmunoreaccionaron con
diferentes proteinas de extractos de ejes y cotiledones de soja (Figura 31), entre
ellas varias con masas moleculares similares a las purificadas previamente en
esta especie (Webb y Lindell 1993; Bell y Webb 1995). El resto de proteinas
presentaron masas moleculares superiores y, aunque no fue posible determinar
sus actividades, su presencia en soja podria apoyar la hipdtesis de que la
actividad alantoinasa sufre diferentes modificaciones tras su sintesis.
Recientemente se ha clonado en nuestro grupo un gen que codificaria una
alantoinasa de garbanzo que presentaria una masa molecular de 55,2 kDa
(Cabello, Pineda y Piedras, datos no publicados). En extractos de garbanzo, los
anticuerpos también reconocieron varias proteinas de masas moleculares
inferiores a las previstas (Figura 31).

El metabolismo de ureidos se induce durante el desarrollo post-
germinativo de judia. Estos compuestos se sintetizan mediante la oxidacion
enzimatica de las purinas, lo que implica la desfosforilacion de nucledtidos, la
hidrolisis de los correspondientes nucledsidos y la desaminacion y oxidacion de
las bases de purina (Zrenner et al. 2006). El primer paso consiste en la
desfosforilacion del nucledtido y podria estar catalizado por una fosfatasa
inespecifica o una 5'nucleotidasa especifica. Se ha descrito que las fosfatasas
acidas pueden desfosforilar in vitro mononucledtidos como AMP (Penheiter et
al. 1997; Ferreira et al. 1998; Garcia et al. 2004), GMP (Penheiter et al. 1997,
Leelapon et al. 2004) y UMP (Garcia et al. 2004). Igualmente, otras actividades

como las fitasas y fosfatasas acidas purpuras pueden producir la hidrdlisis del
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grupo fosfato de los nucleodtidos (Greiner 2002; Lung et al. 2008; Kuang et al.
2009). La gran diversidad de sustratos potenciales y el gran nimero de
actividades fosfatasa acida presentes, complican la identificacion de funciones
especificas para cada una. En Arabidopsis, se han identificado al menos 29
secuencias diferentes en el genoma que codificarian fosfatasas acidas purpuras,
constituyendo el grupo de fosfatasas mas numeroso en este organismo (Tran et
al. 2010). En ejes en desarrollo de judia se llevdo a cabo un escrutinio de
actividades fosfatasas utilizando como sustrato el nucledtido IMP mediante
ensayo en gel, que permite la identificacion de las actividades mayoritarias en
las condiciones de ensayo. El objetivo fue el andlisis de estas actividades
durante la germinacion y desarrollo inicial de judia, y su posible implicacién en
la sintesis de ureidos durante este periodo.

Se ha utilizado el IMP como sustrato fundamental al ser el producto final
de la ruta de sintesis de purinas y punto comun en la interconversion entre las
distintas purinas (Zrenner et al. 2006). El sustrato sintético pNPP se utiliz6 como
indicador de actividad fosfatasa al ser un sustrato universal de dicha actividad
(Takai y Mieskes 1991). En los extractos de eje se detectaron dos bandas
mayoritarias de actividad de 55 kDa y 110 kDa que se diferenciaron en la
sensibilidad a molibdato y en la especificidad al nucledtido (Figura 36). La
actividad de 55 kDa fue resistente al molibdato y mostré6 mayor especificidad
frente al IMP. Las fosfatasas acidas de plantas se inhiben fuertemente por
analogos del fosfato como el molibdato (Duff et al. 1994), por lo que la
resistencia a molibdato es una propiedad novedosa para estas enzimas. En
leguminosas ureidicas se han caracterizado varias fosfatasas inhibidas por
molibdato y con tamafios similares a 110 kDa. Asi, se ha purificado
parcialmente una actividad fosfatasa a partir de hojas (123 kDa) y nddulos (110
kDa) de judia (Garcia et al. 2004). En ejes embrionarios de judia de 3 dias se
purific6 una actividad fosfatasa de 96 kDa y que presentd actividad

cloroperoxidasa dependiente de vanadato (Yoneyama et al. 2004). En semillas
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secas de soja se purificaron 3 isoformas de fosfatasa &cida con masas
moleculares muy cercanas a 55 kDa: AP1 (51 kDa), AP2 (58 kDa) y AP3A (52
kDa) (Ferreira et al. 1998). Sin embargo, estas ultimas se purificaron a partir de
semillas y presentaron inhibicidn en presencia de molibdato.

El sistema de actividad en gel proporciona informacién sobre cudntas
actividades mayoritarias se encuentran en el extracto a analizar y la actividad
relativa de cada una de ellas, asi como el posible efecto producido sobre estas
por parte de distintos sustratos e inhibidores. Los ensayos de actividad en gel se
realizaron afiadiendo SDS a los geles y al tamp6n de electroforesis por lo que las
actividades observadas fueron resistentes. Se ha descrito que la fosfatasa acida
purificada a partir del hongo Penicillium chrysogenum (Haas et al. 1991) y las
tres actividades fosfatasas 4cidas purificadas a partir de plantulas de Arachis
hypogaea, PI1, Plla y PIIb (Gonnety et al. 2006), se inhiben por SDS a una
concentracion de 0,1% p/v. Asi, las diferencias observadas entre el sistema
colorimétrico y el sistema en gel en las mismas condiciones se interpretaron
como procesos de inhibicion o desactivacion de las diferentes actividades
fosfatasas presentes en un extracto crudo como consecuencia de la presencia de
SDS en el gel de acrilamida.

Las dos actividades descritas incrementaron tras la emergencia de la raiz
en ejes embrionarios (Figura 37), coincidiendo con el incremento en la
acumulacion de ureidos (Figura 12). Sin embargo, la actividad de 55 kDa se
detectd6 en gel en estadios mds tempranos y se correlaciond mejor con el
incremento de ureidos. Este dato podria indicar la implicacion de esta actividad
en el incremento de ureidos observado durante la germinacion y posterior
desarrollo de la plantula.

Con todos los nucledtidos ensayados (purinicos y pirimidinicos),
exceptuando el AMP, se ha observado actividad en gel correspondiendo a la
proteina de masa molecular de 55 kDa. Recientemente, hemos comprobado que

la proteina de 55 kDa si cataliza la hidrélisis de AMP aunque el pH 6ptimo con
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este sustrato es ligeramente superior al mostrado con el resto de los nucleotidos
y, ademas, la actividad se inhibié parcialmente a la concentracion de AMP
utilizada en el ensayo en gel (5 mM) (Cabello-Diaz et al. 2012). Nucleotidasas
purificadas a partir de membrana plasmatica (Sharma et al. 1986) y de aparato
de Golgi (Mittal et al. 1988) de Arachis hypogaea junto con una nucleotidasa
descrita en judia (Lai et al. 1971), catalizan la hidrolisis de AMP pero no la del
resto de nucledtidos y todas ellas se obtuvieron a partir de cotiledones. En
microsomas de tallo de plantulas de maiz, se ha descrito la purificacion de una
actividad nucleotidasa que cataliza la hidrolisis de todos los nucleotidos,
presentando mayor actividad con nucleo6tidos purinicos que con pirimidinicos
(Carter y Tipton 1986). Sin embargo, no presentd actividad en presencia de
pNPP ni se estudid la posible resistencia a molibdato. Dicha actividad estaba
formada por un dimero con un peso aproximado de unos 50 kDa (Carter y
Tipton 1986).

Con los nucleotidos XMP e IMP se obtuvieron las bandas de mayor
intensidad en gel (Figura 41). Este dato va en concordancia con la idea de que la
xantosina e inosina son intermediarios de la principal ruta catabolica de purinas
(Zrenner et al. 2006). Con el objetivo de buscar otras actividades 5'-
nucleotidasas en los ejes en desarrollo se analizo la actividad en gel durante el
desarrollo de la plantula de judia frente a una purina (GMP) y una pirimidina
(CMP) (Figura 42), asi como el andlisis con los dos sustratos de las fracciones
obtenidas tras separar las proteinas de un extracto crudo en DEAE (Figura 43),
como se ha descrito para varias fosfatasas de soja (Ferreira et al. 1998) y para las
actividades nucleotidasas de maiz (Chen y Kristopeit 1981). Los resultados
obtenidos en ambos andlisis (Figuras 42 y 43) corroboran la hipdtesis de una
unica actividad enzimatica mayoritaria resistente a molibdato en ejes de judia a
lo largo del desarrollo temprano.

Como se ha indicado, en plantas se han estudiado muchas actividades 5’'-

nucleotidasa pero sus correspondientes genes aun no han sido identificados. El
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uso de las bases de datos permite identificar dominios conservados en la
secuencia en estudio. La identificacion de estos puede ser la tinica pista hacia la
funcion celular o molecular de una proteina, ya que indica similitud local o
parcial a otras proteinas, algunas de las cuales pueden haber sido caracterizadas
experimentalmente (Marchler-Bauer et al. 2011). En el caso de plantas, los
genes identificados con funciéon nucleotidasa no han sido caracterizados
experimentalmente. La funcién se ha asignado por similitud de dominios con los
genes de nucleotidasas de humano y ratoén si caracterizados. Este estudio se
abordd con la intencion clonar, expresar y verificar la funcién de un gen que
codifique una actividad 5 -nucleotidasa de judia.

Se ha clonado un ADNc completo con homologia a las secuencias de
nucleotidasas depositadas en las bases de datos (Figura 48). El peso molecular
deducido para la secuencia obtenida (37,8 kDa) fue inferior al peso molecular de
la actividad detectada en ejes de plantulas de judia en desarrollo (55 kDa). Gran
parte de las nucleotidasas descritas en plantas son glicoproteinas (Carter y
Tipton 1986; Sharma et al. 1986; Doremus y Blevins 1988; Mittal et al. 1988;
Yokoyama y Hirai 1989; Gupta y Sharma 1996), hecho que podria explicar la
diferencia de peso existente entre la actividad determinada en los ejes en
desarrollo y la deducida a partir de la secuencia clonada. Sin embargo, se
describe una nucleotidasa purificada de trigo que no se unié a concanavalina-A,
indicando asi la ausencia de glicosilacion (Chen y Kristopeit 1981).

La proteina codificada por el ADNc clonado (PvP35N) se localizaria en el
citoplasma segun el algoritmo de prediccion TargetP 1.1 Server. Las actividades
nucleotidasas descritas en plantas presentan un amplio rango de localizaciones
subcelulares. Se han purificado o caracterizado en plantas a partir de membrana
plasmatica y aparato de Golgi (Sharma et al. 1986; Mittal et al. 1988; Gupta y
Sharma 1996), de microsomas (Carter y Tipton 1986) y del citoplasma (Chen y
Kristopeit 1981; Doremus y Blevins 1988; Yokoyama y Hirai 1989). En

humanos, donde estas actividades se han estudiado en mas detalle, tanto a nivel
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bioquimico como de secuencia, se identifican 7 nucleotidasas, 5 de las cuales
son citosoOlicas mientras que las otras dos se localizan una en la mitocondria y
otra en la cara externa de la membrana plasmatica (Bianchi y Spychala 2003).

La secuencia aminoacidica deducida presenté dominios conservados que
indican la pertenencia de la proteina a la superfamilia HAD, compuesta por L-2-
haloacido dehalogenasas, epdxido hidrolasas, fosfomutasas, fosfoserine
fosfatasas y nucleotidasas entre otras actividades (Burroughs et al. 2006). Se
presentan los 4 motivos conservados M(I), M(II), M(IIT) y M(IV) descritos para
la superfamilia HAD (Burroughs et al. 2006) (Figura 48, rectangulos de color
rojo). Los restos aspartato del motivo M(I) estdn implicados en el mecanismo
catalitico de gran numero de miembros de la superfamilia HAD, entre los que se
incluyen las nucleotidasas (Burroughs et al. 2006). En las nucleotidasas de
humanos se describe un quinto motivo denominado MS (Rinaldo-Matthis et al.
2002), presente también en la secuencia clonada PvP5N (Figura 48), e implicado
en el reconocimiento del sustrato.

Se identifican multidominios para la familia 5'Nucleotidasa de
pirimidinas (UMPH-1, pfam05822) y el alineamiento con secuencias de
nucleotidasas de pirimidinas de diferentes especies muestra una serie de
aminoacidos altamente conservados (Figura 48). Entre ellos destacan los
residuos Asp’™®, Asp’®, Thr’®, Lys®®, Gly*™*, Asp*”” y Asp®” al coincidir con los
descritos para la nucleotidasa PSN de ratén donde delimitan el sitio activo (Bitto
et al. 2006). Los residuos Asp’*, Asp ", Asp®”>, ademas, producen la union del
sustrato en el sitio activo (Bitto et al. 2006). Sin embargo, la actividad clonada
presentd la misma actividad en presencia de pirimidinas (CMP) como de purinas
(AMP) (Figura 53). Este dato, junto con el hecho de que el grado de identidad
de la secuencia de humanos y raton es del 30%, podria sugerir que en plantas la
secuencia clonada no es especifica de pirimidinas

La proteina clonada present6 actividad en los extractos crudos de E. coli

que la sobreexpresaban al utilizar el ensayo descrito por Amici et al. (2002) para
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una nucleotidasa de pirimidinas de humanos. Sin embargo, en estas condiciones
la proteina purificada no presento6 actividad. En ninglin caso, la proteina Pv-P5SN
expresada mostrd actividad nucleotidasa en las condiciones de ensayo utilizadas
para la actividad nucleotidasa de ejes. Los intentos de proteger o restaurar la
actividad mediante la adicién de Mg, puesto que se ha descrito dependencia de
este cation por parte de la nucleotidasa de raton (Bitto et al. 2006), o la
incubacion de la enzima con el eluato de la purificacion no fueron fructiferos, lo
que sugiere que durante el proceso de purificacion se produce una inactivacion
irreversible de la enzima.

Las actividad fosfatasa resistente a molibdato de ejes de judia presenta
propiedades distintas a la actividad clonada presente en extractos de E. coli; las
diferencias afectan a pHs 6ptimos, pesos moleculares e inhibicién por SDS para
la nucleotidasa clonada (Figuras 36, 38, 46 y 54). Esto sugiere que ambas
actividades son distintas o que la falta de modificaciones postraduccionales de la
proteina sobreexpresada en E. coli modifica sus propiedades.

Para la obtencion de anticuerpos, la proteina clonada se purificd en
condiciones desnaturalizantes debido a la baja eficiencia obtenida en
condiciones no desnaturalizantes. Los anticuerpos generados identificaron varias
proteinas en los extractos crudos de judia (Figura 56), lo que podria indicar la
presencia de diferentes actividades con epitopos similares a los que se unirian
los anticuerpos policlonales. Apoyando esta idea esta el hecho de que la familia
HAD presente motivos altamente conservados y la presencia de diferentes
actividades fosfatasas purificadas y caracterizadas a partir de plantas. De manera
mas especifica para nucleotidasas, se realizd una busqueda en las bases de datos
de los organismos recientemente secuenciados como Glycine max, Arabidopsis
thaliana y Phaseolus vulgaris, utilizando como base las secuencias de las 7
nucleotidasas descritas en humanos junto con la secuencia de la clonacion de la
actividad PvP5N. El alineamiento de las secuencias obtenidas (Figura 58)

muestra 5 grandes grupos de nucleotidasas que se pueden estructurar en dos
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atendiendo a la especificidad de sustrato (purinas o pirimidinas) de las
secuencias de humanos utilizadas para su identificacion. En soja se pueden
encontrar hasta 8 posibles enzimas distintas para purinas y hasta 6 para
pirimidinas. Arabidopsis, una no leguminosa, presenta 3 enzimas frente a
purinas y 2 frente a pirimidinas. En judia se identifican hasta 7 genes que
codifican una actividad nucleotidasa, 4 de los cuales podrian presentar cierta
especificidad frente a purinas y 3 frente a pirimidinas. Ninguna de las secuencias
encontradas para plantas han sido clonadas, expresadas y purificadas

anteriormente.

G.max 73kDa Glyma04g03410
P.vulgaris 75kDa Phvulv091012118
=+ G.max 74kDa Glyma06g03500
G.max 40kDa Glyma07g17600
G.max 64kDa Glyma17g36900
A.thaliana 74kDa AT1G75210

G.max 70kDa Glyma17g07760
4E P.vulgaris 63kDa Phvulv091016156
A.thaliana 64kDa AT2G23890
G.max 71kDa Glyma13g17950
G.max 71kDa Glyma17g04580
P.vulgaris 67kDa Phvulv091007230
A.thaliana 73kDa AT5G48960
G.max 60kDa Glyma15g21240
P.vulgaris 44kDa Phvulv091006214
G.max 39kDa Glyma10g33910
G.max 43kDa Glyma10g12660
G.max 39kDa Glyma20g33690
A.thaliana 36kDa AT2G38680
Pv-P5N
A.thaliana 40kDa AT4G33140
G.max 31kDa Glyma17g37490
« P.vulgaris 41kDa Phvulv091001743
G.max 34kDa Glyma09g09070
P.vulgaris 35kDa Phvulv091006206
G.max 30kDa Glyma13g17590

Purinas

Pirimidinas

325.5

I I I I I I
300 250 200 150 100 50 0

Aminodcidos sustituidos por cada 100 residuos

Figura 58. Arbol filogenético con secuencias de posibles nucleotidasas. Secuencias
aminodcidicas de Glycine max, Arabidopsis thaliana y Phaseolus vulgaris obtenidas en la
base de datos Phytozome, se alinearon mediante el sofiware Lasergene-MegAlign y el
método ClustalV, representdndose el drbol filogenético. La secuencia aminoacidica de la
proteina clonada PvP5N para una nucleotidasa de Phaseolus vulgaris fue idéntica a la
encontrada en la base de datos con el nombre Phvulv091027178.
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V.- CONCLUSIONES
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1.- Los ureidos adquieren una gran importancia durante la germinacion y el
posterior desarrollo de las plantulas ureidicas en comparacion con otras
plantulas. La especializacion del metabolismo ureidico podria no ser exclusivo
del transporte de nitrogeno fijado en plantas adultas y se sugiere que la
implicacion de ureidos en plantulas sometidas a diversas condiciones adversas

es un aspecto a tener en cuenta en el estudio del papel de estos metabolitos.

2.- Las actividades alantoinasas purificadas hasta el momento podrian ser el
resultado de las modificaciones postraduccionales a las que son sometidas las
proteinas sintetizadas inicialmente. Entre estas modificaciones, la proteolisis
seria la principal causa en el cambio de tamafio. Las implicaciones que estas
modificaciones pueden tener sobre la regulacion de la actividad alantoinasa son

un campo para futuros estudios.

3.- Se ha caracterizado una actividad fosfatasa resistente a molibdato que utiliza
como sustratos los nucledtidos monofosfato y cuyo patron de induccion se

correlaciona con la sintesis de ureidos.

4.- La presencia en la secuencia de la nucleotidasa PvP5N de todos los residuos
considerados esenciales junto con los dominios conservados y la actividad
fosfatasa frente a los sustratos CMP y AMP, permite concluir que el gen PvP5SN

codifica una nucleotidasa.
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Abstract:

French bean (Phaseolus vulgaris) is a legume that transports
most of the fixed nitrogen from the nodules to the aerial parts
as ureides. These compounds have a high N/C ratio, which
makes them ideal for the transport and storage of nitrogen.
Germination and seedlings growth are two crucial stages in
the life cycle of plants. In these periods, plants are
heterotrophic and they dependent on the reserves
accumulated in the seeds. The plants become autotrophic
before the nutrients are depleted.

In this work, we have studied nucleotide and ureide
metabolism in French bean during germination and seedlings
development. Dried common bean seeds accumulate ureides
and they show high levels of allantoinase activity. After radicle
protusion, ureide metabolism is induced mainly in developing
axes. The enzymatic activities involved in the degradation of
ureides (allantoin, alantoate, and ureidoglicolate degrading
activities) are induced in developing axes, suggesting a role of
these compounds in the mobilization of nitrogen during
germination and seedling growth. Antibodies against the
common bean allantoinase were raised by using purified
protein overexpressed in Escherichia coli and they recognize
at least three proteins in crude extracts from common bean.
The first step in the pathway from purines to ureides is
catalysed by a phosphatase, which transforms nucleotides to
nucleosides. A molibdate resistant phosphatase activity has
been determined and characterized from developing axes.
The values of phosphatase activity during germination and
seedling  development correlates with the ureide
accumulation pattern. Molibdate-resistant phosphatase was
determined with both purine and pyrimidine nucleotides as
substrates. A cDNA encoding a putative pyrimidine
nucleotidase was cloned from French bean. However, the
overexpressed protein showed activity with both pyrimidines
and purines as substrates.
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Resumen:

La judia (Phaseolus vulgaris) es una leguminosa que
transporta la mayoria del nitrégeno fijado en los nddulos
hacia las partes aéreas en forma de ureidos. Estos
compuestos tienen una elevada relacion N/C, lo que los
convierte en moléculas ideales de transporte y
almacenamiento de nitrégeno. La germinaciéon y desarrollo
postgerminativo son dos etapas cruciales en el ciclo de vida
de las plantas. En estos periodos, las plantas son
heterotréficas ya que dependen completamente de las
reservas acumuladas en las semillas. Antes de que los
nutrientes se agoten, las plantulas pasan a un metabolismo
autotrofico.

En este trabajo se ha estudiado el metabolismo de ureidos y
nucleétidos en plantulas de judia durante la germinacién y
desarrollo postgerminativo temprano. Las semillas de judia
presentan niveles muy altos de ureidos ademas de elevados
valores de actividad alantoinasa. Tras la emergencia radicular,
se produce una induccién del metabolismo de ureidos
principalmente en los ejes en desarrollo. Las actividades
enzimdticas implicadas en la degradacion de los ureidos
alantoina, alantoato y ureidoglicolato se inducen en ejes en
desarrollo, lo que sugiere un papel importante de estos
compuestos en la movilizacion del nitrégeno durante la
germinacion y desarrollo postgerminativo. Se han obtenido
anticuerpos frente a la proteina alantoinasa sobreexpresada
en E. coli, que reconocen al menos tres proteinas en extractos
de judia. En la ruta de sintesis de ureidos a partir de purinas,
el primer paso estaria catalizado por una actividad fosfatasa
que catalizaria la conversién de nucleétidos a nucledsidos. Se
ha determinado y caracterizado una actividad fosfatasa
resistente a molibdato, inhibidor de fosfatasas acidas, en ejes
de judia y cuyo patrén temporal de actividad correlaciona con
el aumento de ureidos. Se determiné actividad tanto con
nucledtidos purinicos como pirimidinicos. Se ha clonado un
ADNCc que codifica una nucleotidasa con dominios similares a
los de una nucleotidasa especifica de pirimidinas. Sin
embargo, la proteina sobreexpresada presentd actividad tanto
con pirimidinas como purinas.
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