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Aspectos estructurales y funcionales de la asparraginasa en pino
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La asparragina es un metabolito clave en plantas para el transporte y reserva temporal
de nitrogeno. La principal via de movilizacién del nitrogeno contenido en el grupo
amido de este aminoacido implica a la enzima asparraginasa (ASPG, EC 3.5.1.1), que
cataliza la hidrélisis de asparragina a aspartato y amonio. Las asparraginasas de plantas,
al igual que todas las enzimas de la familia Ntn-hidrolasas, son sintetizadas como
precursores inactivos. La enzima activa es un heterotetramero con dos tipos distintos de
subunidades (o y P) producidas por el procesamiento autocatalitico del precursor. En
angiospermas se han identificado genes que codifican dos subtipos de asparraginasas
(Bruneau et al. 2006), las K -independientes y las K'-dependientes, con al menos un
gen codificante para cada tipo en los genomas que han sido secuenciados. La
caracterizacion de ambos subtipos indica que la forma K'-dependiente seria maés
eficiente en la movilizacion del nitrégeno amido de la asparragina bajo condiciones de
alta demanda metabdlica de nitrégeno (Bruneau et al. 2006), mientras que el papel de
las K'-independientes estaria relacionado con su actividad isoaspartil dipeptidasa. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha realizado una caracterizacion de las distintas formas
presentes y sus funciones en gimnospermas. Una busqueda en el transcriptoma
disponible de Pinus pinaster (Canales et al. 2014) nos permitié identificar un total de
tres genes con similitud a asparraginasa. S6lo uno (PpASPGI), identificado previamente
por nuestro grupo de investigacion (Canas et al. 2006), presenta mayor similitud con las
asparraginasas K'-dependientes. El principal inconveniente para la caracterizacion de
estas proteinas es su baja abundancia. Para soslayar este impedimento se expresaron
transitoriamente los tres genes de pino en un sistema heterologo, se purificaron las
proteinas recombinantes y se compararon sus caracteristicas. Por otro lado, esta
aproximacion nos ha permitido también estudiar como afecta al procesamiento del
precursor y a la actividad de la enzima la presencia de una extension de 70 aminoacidos
en el extremo carboxilo de la subunidad a de PpASPGI, que no esta conservada en las
proteinas ortblogas de especies angiospermas. Finalmente, con el objetivo de dilucidar
posibles funciones, hemos realizado un analisis de expresion de los tres genes
identificados, asi como el aislamiento y analisis del promotor del gen PpASPGI.
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