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1. EL GIRASOL.

1.1 Aspectos generales.

El girasol (Helianthus annuus L.) es una planta anual dicotiledénea

perteneciente a la familia de las Compuestas, que crece bien en climas templados. Por

52%) es una tipica planta oleaginosa.

su alto contenido de aceite en la semilla (48

el cultivo del girasol, ha experimentado un importante

afios,

En los ultimos

desarrollo, triplicaindose la superficie mundial dedicada a su cultivo desde 1961 hasta

2004, pasando de 6,6 a 21,3 millones de hectdreas (Ha). Y practicamente, casi se ha

cuadriplicado su produccion pasando de 6,8 a 26,2 millones de toneladas (T). Como se

puede observar en la Figura 1.1., esta tendencia ascendente tanto de la produccién

mundial como de la superficie cultivada se mantiene durante los ultimos afios, aunque

en Espafia se ha producido en este mismo periodo comprendido entre 1990 y 2005 un

ligero descenso en ambos parametros, como se aprecia en la Figura 1.2 (Faostat, 2007).
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Figura 1.1. Evolucién de la superficie cultivada y la produccion mundial a lo largo de los afios

(Faostat, 2007).
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(Faostat, 2007).
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Las razones del éxito de este cultivo pueden resumirse en dos, el girasol es una
planta ristica de fécil cultivo y de buena adaptacion a una gran variedad de suelos. Su
aceite ha encontrado, desde el primer momento, una excelente acogida entre los
consumidores y ha obtenido el respaldo de cientificos y dietistas, especialmente, como
sustitutivo de las grasas de origen animal. La relativa sencillez de las técnicas
industriales para su extraccion, asi como su facil conservacion, son otras de las ventajas
para su industrializacién y su comercio (Alba y Llanos, 1990).

Actualmente, el girasol es una de las cinco oleaginosas para consumo humano

mas cultivadas en todo el mundo.

1.2. Historia, origen v botanica de Helianthus annuus L.

El girasol pertenece al orden Synandrales, familia Asteridae, género Helianthus
y especie annuus. El nombre latino del género alude a la forma y aspecto de la
inflorescencia y el de la especie a la caracteristica de anualidad del ciclo vegetativo-
reproductivo de la planta. Se trata de una planta anual, con un desarrollo vigoroso en
todos sus organos. El género Helianthus comprende 68 especies, de las que annuus
tiene la mayor extension geografica y es la mas variable del género. Dentro de esta
especie existen numerosos tipos o subespecies cultivadas como plantas ornamentales,
oleaginosas y forrajeras.

En cuanto al origen del girasol actual, algunos autores piensan que Helianthus,
con un nimero de cromosomas n=17, procede de la hibridacion de dos especies
ancestrales del género Viguiera, con n=8 y n=9 (Jackson y Murray, 1983). Asi se
produjo un hibrido con 17 cromosomas que pas6 a tener 34 al duplicarse
espontaneamente evitando la inestabilidad en meiosis. De esta forma, aunque se
comporte como un diploide en general, hay que tener en cuenta el hecho de un posible
origen tetraploide y de que existan cromosomas homedlogos.

Las variedades de girasol cultivadas en el mundo son el resultado de un largo
proceso de adaptacion a distintos ambientes y de seleccion, dirigida normalmente a la

obtencién de plantas con mayor contenido en aceite.

1.3. Morfologia y fisiologia.

La raiz es del tipo pivotante y con un sistema de raices secundarias de las que
nacen las terciarias, que exploran el suelo en sentido horizontal y vertical.

Normalmente, la longitud de la raiz principal sobrepasa la altura del tallo. La raiz



Introduccion

cuando tropieza con obstaculos desvia su trayectoria vertical y deja de explorar las
capas profundas del suelo, llegando a perjudicar el desarrollo del cultivo y, por tanto, el
rendimiento de la cosecha.

El tallo es de consistencia semilefiosa y maciza en su interior, siendo cilindrico,
con un didmetro variable entre 2 y 6 cm y una altura hasta el capitulo entre 40 cm y 2 m.
La superficie exterior del tallo es rugosa, asurcada y vellosa; excepto en su base. En la
madurez, el tallo se inclina en la parte terminal debido al peso del capitulo.

Las hojas son alternas, grandes, trinervadas, largamente pecioladas, acuminadas,
dentadas y de aspera vellosidad tanto en el haz como en el envés. El nimero de hojas
varia entre 12 y 40, segun las condiciones de cultivo y la variedad. El color también es
variable y va de verde oscuro a verde amarillento.

La inflorescencia consiste en un disco de 10 a 40 cm de didmetro (segun
variedades y condiciones de cultivo), que puede ser plano, céncavo o convexo. El
capitulo del girasol cultivado es solitario, rotatorio y estd rodeado por bracteas
involucrales. El nimero de flores varia entre 700 - 3000 en variedades para aceite y
hasta 6000 o mas, en variedades de consumo directo. Estd formado por un tejido de
naturaleza esponjosa en el que se insertan las flores que nacen sobre su cara superior
(Figura 1.3. A). El verticilo o anillo exterior del capitulo estd formado por flores
liguladas, estériles, dispuestas radialmente (Figura 1.2. B: e), con una funcién de
exhibicion y atraccion visual para los insectos polinizadores. Las flores propiamente
dichas son las tubulosas, que estdn en el interior del capitulo y forman circulos espirales
desde el centro (Figura 1.2. B: a-d). Estas flores estan formadas por un ovario inferior,
dos sépalos, una corola en forma de tubo compuesta por cinco pétalos, y cinco anteras

unidas a la base del tubo de la corola.

e dc b a

Figura 1.3 A. Seccion longitudinal de un capitulo de girasol; B.
Flores liguladas () y tubulosas en diferentes estadios de desarrollo:
antes de abrirse (a); abriéndose (emergencia de estambres) (b);
abierta (c) y después de fecundada (d) (Alba y Llanos, 1990).
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El fruto, es un aquenio de tamafio comprendido entre 3 y 20 mm de largo, 2 y 13
mm de ancho, y 2,5 y 5 mm de grueso (Figura 1.4). Las flores del centro del capitulo
generalmente no se transforman en frutos. El pericarpio (envuelta exterior del fruto) es
duro y fibroso, y queda pegado a la semilla menos en sus aristas. La membrana seminal
crece con el endospermo y forma una pelicula fina que cubre el embrion de la semilla y
asegura la adherencia entre pericarpio y semilla. Los cotiledones representan la reserva

energética de la semilla, y entre estos esta la gémula.

Figura 1.4. Seccién longitudinal de un aquenio: 1. Pericarpio; 2.
Gémula; 3. Cotiledon; 4. Membrana seminal (Vrianceanu, 1977).

La duracién del ciclo del girasol depende de la variedad y el momento de la
siembra, y se divide en varias etapas (Alba y Llanos, 1990).

La germinacién y emergencia van desde la siembra hasta la apariciéon de los
cotiledones. En funcién de la humedad y la temperatura puede durar de 10 a 30 dias. La
formacion de las primeras hojas va desde la emergencia hasta la aparicion de 4-5 pares
de hojas. Durante esta fase se produce un rapido crecimiento de la raiz, lo que
condiciona el posterior vigor de la planta. En esta etapa, la disponibilidad de agua es
muy importante, siendo perjudicial tanto la falta como el exceso de ésta. Esta fase dura
entre 15 y 25 dias.

A partir de este momento, tiene lugar la fase de crecimiento mas activa y de
méxima absorcion de elementos minerales del suelo, que dura hasta el principio de la
floracién. Cuando se forma el botén floral es cuando la planta es més sensible al estrés
hidrico. Esta fase tiene una duracién entre 40 y 50 dias. La floracién comprende todo el
periodo en el que las flores se van abriendo.

Las primeras flores en abrir son las de la parte de afuera del capitulo y continua
con la apertura de los anillos exteriores hacia el centro, a razén de 1 a 5 anillos diarios.

En esta etapa se determina el nimero de flores que van a convertirse en semillas. En
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este momento la planta es muy sensible a la falta de agua y a las temperaturas elevadas.
Las flores liguladas (pétalos amarillos) que rodean el capitulo se secan y empiezan a
caerse un dia después de abrirse las ultimas flores del centro del capitulo. El proceso
tarda en completarse de 10 a 12 dias. La polinizacion y fecundacion, llevada a cabo por
insectos, es generalmente alogama (fecundacion cruzada entre flores distintas). Los
6vulos una vez fecundados reciben sustancias de reserva hasta que se convierten en
semilla madura.

La fase de maduracion de la semilla va desde el final de la floracion, hasta el
estado de madurez fisioldgica. Durante este periodo, se llena la semilla y se produce la
biosintesis del aceite. Esta finaliza cuando la semilla tiene aproximadamente un 40% de

humedad. El periodo de maduracién puede durar entre 35 y 50 dias.
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2. SINTESIS DE PRODUCTOS DE RESERVA DURANTE LA EMBRIOGENESIS.

Se ha estudiado en detalle la acumulacién de productos de reserva durante la

embriogénesis de semillas oleaginosas, y se ha comprobado que esta no ocurre de forma
gradual y constante durante la formaciéon de la semilla, sino que hay una etapa
especifica de acumulacion y que dicha temporalidad esta determinada por la presencia
de ciertas actividades enzimaticas implicadas en la ruta de biosintesis.

En semillas de colza (Brassica napus 1.), se ha observado que la acumulacién de
productos de reserva durante los primeros 20 dias después de floracion (DDF) es escasa
o nula, y que el embrion crece por division celular. Entre los 20 y 50 DDF sucede la
méxima tasa de acumulaciéon de aceite en semilla, y ademds, hay una acumulacién
temporal de almidon en la semilla que incrementa hasta los 33 DDF, para luego
degradarse y casi no detectarse al final del desarrollo de la semilla periodo en el que la
division celular cesa y comienza la expansion de las células. Después de este periodo,
entre los 55 y los 85 DDF se sintetizan las proteinas de reserva (da Silva y col., 1997,
Norton y Harris, 1975). En semillas de soja, el aceite y la proteina son los principales
productos que se almacenan durante el desarrollo del embrién. El almidon también se
acumula durante la etapa inicial del desarrollo, pero a diferencia de lo que ocurre en
colza, la degradacion del mismo es mas tardia y si se detecta en semilla madura (Wilson
y col., 1978).

En semillas de girasol se ha estudiado la acumulacion de productos de reserva
durante el desarrollo existiendo una clara temporalidad en el deposito tanto de aceite
como de proteina, pero no existiendo acumulacién parcial ni final de almidén
(Connor y Hall, 1997). Aunque existen ciertas diferencias en cuanto a la duracion de
la etapa de llenado de la semilla entre los distintos autores, probablemente causadas
por el uso de distintos cultivares y distintas condiciones de cultivo, se puede afirmar
que la acumulacién de aceite en semilla se empieza a detectar a partir de los 12 DDF,

y se alcanza la tasa mas elevada entre los 16 DDF y los 24 DDF, momento en el que
el contenido de aceite en semilla pasa aproximadamente del 16% al 30% del peso
seco de semilla. A partir de dicha edad y hasta los 35 DDF el incremento, mas o
menos pronunciado, siempre es muy inferior. La acumulacion de proteinas de reserva
es temporalmente paralela a la acumulacién del aceite, aunque durante todo el
llenado de la semilla el porcentaje de estas se mantienen siempre por debajo del

porcentaje de aceite, alcanzandose en semillas préoximas a madurez (30 DDF) un
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porcentaje de proteinas de mas del 25% del peso total de la semilla (Martinez-Force
y col,, 2000).

2.1. Fuentes de carbono para el metabolismo de las semillas.

Las fuentes de carbono necesarias para el metabolismo de las semillas son
suministradas por la fotosintesis que se realiza en las hojas y en las inflorescencias de
las plantas. La contribucion relativa de estos tejidos depende tanto de la especie
como del estado de desarrollo de la semilla. La contribucién fotosintética de las
inflorescencias varia entre el 10% y el 75% en cereales (Crookston y col., 1974) y
entre el 0% y el 20% en leguminosas (Flinn y col, 1977). En embriones de guisante
(Pisum sativum L.), la contribucién relativa varia durante el desarrollo, de tal forma
que la fotosintesis realizada en las inflorescencias suministra mas fotosintatos a las
semillas en los estados intermedios de desarrollo que en los estados iniciales o finales
(Flinn y col., 1977). En colza (Brassica napus L.), las semillas en desarrollo se
encuentran dentro de una capsula o silicua de color verde, y se cree que la
asimilacién fotosintética de carbono que se produce por la silicua es suficiente para
soportar la mayor parte de demanda de carbono requeridas por la semilla durante el
desarrollo. (Allen y col., 1971; Pechan y Morgan, 1985; Keiller y Morgan, 1988).

La sintesis intraplastidial de acidos grasos requiere tanto unidades de acetil-
CoA, como fuente de carbono, como ATP y poder reductor. Como el acetil-CoA no
puede atravesar la membrana plastidial (Roughan y col., 1979; Weaire y Kekwick,
1975), los precursores para su sintesis deben ser generados dentro de los plastidios o
importados desde el citosol. Los metabolitos citosdlicos tales como la glucosa-6-
fosfato, el fosfoenolpiruvato y el malato han sido descritos como moléculas que
soportan la sintesis de acidos grasos en plastidios aislados (Eastmond y Rawsthome,
2000; Kang y Rawsthorne, 1996; Kang y col., 1994; Pleite y col., 2005; Qi y col.,
1995; Smith y col., 1992). La capacidad de los plastidios para convertir estas fuentes
de carbono en acetil-CoA depende del tejido y de las especies. La sintesis de acidos
grasos también necesita poder reductor en forma de NADH y NADPH. En las
semillas verdes, la energia luminica puede ser usada por los cloroplastos para el
suministro de ATP y NADPH necesarios para la sintesis de acidos grasos (Browse y
Slack, 1985; Goffman y col., 2005; Ruuska y col., 2004; Schwende y col., 2004a,

2006), mientras que los plastidios aislados de tejidos heterotroficos requieren la
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adicién de ATP para alcanzar altas tasas de sintesis de acidos grasos (Browse y
Slack, 1985; Hill y Smith, 1991; Kang y Rawsthorne, 1996; Kleppinger-Sparace y
col., 1992; Neuhaus y col., 1993; Smith y col., 1992).

Alonso y colaboradores (2007), han descrito en los embriones de girasol que
un porcentaje entre el 91-95% del carbono para la sintesis de acidos grasos proviene
de las triosas-fosfato que se derivan via ruta glucolitca de las hexosas que han sido
importadas por los plastidios y s6lo entre el 5-9% del carbono es atribuido al malato.
Asi como que la ruta oxidativa de las pentosas fosfato, localizada dentro de los

plastidios, produce suficiente poder reductor para la sintesis de aceite.

2.2. Flujos de carbono desde los tejidos fotosintéticos a las semillas.

En la mayoria de las plantas, el principal soluto transportado entre los tejidos
fotosintéticos y las semillas es la sacarosa (Ap Rees, 1988), aunque en algunas
ocasiones otros carbohidratos simples e incluso aminoécidos pueden ejercer de
medio de transporte del carbono (Rijven y Gifford, 1983; Schussler y col., 1984). El
carbono asimilado por fotosintesis en los tejidos fuente puede ser convertido en
almidén, permanecer en el cloroplasto y estar disponible para su re-movilizacién
durante la noche, o puede exportarse al citosol en forma de triosas fosfato. Una vez
en el citosol, las triosas fosfato se convierten en sacarosa que se transporta por el
floema de la planta hasta los tejidos no fotosintéticos. La cantidad de sacarosa
destinada a las semillas depende de miltiples factores entre los que se encuentran la
tasa neta de fotosintesis, la capacidad para sintetizar sacarosa y la capacidad de
descargar sacarosa en el floema. La descarga de sacarosa desde el floema a las
semillas requiere que en primer lugar la sacarosa pase simplasticamente desde los
elementos de criba o tamizado del floema a las células de la cubierta de la semilla a
través del plasmodesmata (Patrick y Offler, 1995; Stitt, 1996) y de ahi al espacio
apoplastico que rodea al embrién (Wang y col., 1995).

Alkio y col., (2002), estudiaron en girasol el transporte de fotoasimilados
desde las hojas hasta el capitulo durante el llenado de la semillas, después de
aplicaciones foliares de pulsos de B314C0,. Estos autores determinaron que 2/3 del
total de las hojas, aquellas situadas en la parte superior del tallo, exportaban
fotoasimilados al capitulo, y que lo hacian de forma sectorial, es decir, cada hoja

suministraba fotoasimilados a un sector en forma de cufia que correspondia a 2/8-3/8
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de la superficie total del capitulo. Demostraron que durante el llenado de las semillas,
la maxima importacién de fotoasimilados sucedia en los arcos intermedios del
capitulo mientras que la minima ocurria en los arcos centrales del capitulo y
establecieron que la sacarosa era el {inico aziicar transportado a través del floema.
Por otro lado, Goffner y col., (1988) suministrando 1CO, a hojas de plantas de
girasol en desarrollo, estudiaron la radioactividad translocada a los fotoasimilados de
la semilla y encontraron que a las 8 horas después del suministro de 14C0, la mayor
parte de la radioactividad aparecia en forma de azucares solubles. Pasadas 48 h el
60% de los fotoasimilados se habian metabolizado, siendo los compuestos lipidicos
el principal destino de la radioactividad, aunque también se detectaba radiactividad

en la fraccion proteica y en la fraccion de carbohidratos insolubles.

2.3. Metabolismo de la sacarosa en las semillas en desarrollo.

La sacarosa y sus productos de hidrélisis ademas de alimentar la ruta glucolitica
son importantes sefiales metabolicas que afectan tanto al mantenimiento del potencial
osmético como a la expresion de diferentes clases de genes (Kock, 1996; Rolland y col.,
2002) y que ademas participan en la regulacion del desarrollo (Wobus y Weber, 1999).
El uso de la sacarosa como fuente de carbono y energia requiere la hidrélisis del enlace
al-pl-glicosidico, esta reaccion puede ser catalizada por dos tipos de enzimas. La
reaccion reversible catalizada por la sacarosa sintasa (EC 2.4.1.13) genera UDP-glucosa
y fructosa, conservando el enlace energético. Mientras que las invertasas (EC 3.2.1.26,
B-fructosidasa, B-fructofuranosidasa) catalizan la hidrolisis irreversible para generar
glucosa y fructosa.

En las semillas de tabaco en desarrollo, coincidiendo con el cambio desde la fase
de division celular a la fase de acumulacion de productos de reserva, se produce a su
vez un cambio en la enzima sacarolitica predominante, ya que la actividad invertasa es
reemplazada por la sacarosa sintasa, aumentando la relacion de concentraciones
sacarosa/hexosas. Esta relacion entre los cambios en el catabolismo de la sacarosa y el
establecimiento de la fase de acumulacion de productos de reserva es mas fuerte para la
sintesis del almidén (Borisjuk y col., 2003), aunque también se ha descrito para la
sintesis proteica (Sanchez-Romero y col., 2002). Menos conocido es como se establece

la acumulacion de aceite y si los niveles de hexosa o sacarosa o la relacion entre estos
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carbohidratos son determinantes para la sintesis de aceite en las semillas en desarrollo

(Tomlinson y col., 2004).
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3. LA RUTA GLUCOLITICA.

3.1. Aspectos generales.

Durante la glucolisis se produce la oxidacion de las hexosas generando ATP,
poder reductor y piruvato. No todo el carbono que entra en la ruta glucolitica termina
siendo oxidado completamente, ya que muchos metabolitos intermediarios de la via
sirven como precursores de la sintesis de numerosos compuestos del metabolismo
secundario, como pueden ser isoprenoides, aminoacidos, acidos nucleicos y acidos
grasos. Ademas la glucolisis también puede funcionar en sentido contrario de tal forma
que a partir de moléculas de bajo peso molecular genera hexosas en un proceso
dependiente de energia denominado gluconeogénesis.

En las plantas la conversién secuencial de las hexosas en piruvato puede darse
independientemente en dos compartimentos subcelulares, ya que esta via se localiza
tanto en el citosol como en los plastidios/cloroplastos. Esta compartimentacion
concentra las enzimas de la ruta y previene la coexistencia de potenciales procesos
metabdlicos incompatibles (Plaxton, 1996). Las rutas glucolitcas citosdlica y
plastidiales pueden interaccionar a través de transportadores selectivos que se localizan
en la membrana plastidial (Emes y Tobin, 1993). Una de las principales funciones de la
glucolisis en los plastidios no fotosintéticos consiste en la generacion de esqueletos de
carbono, poder reductor y ATP para los procesos anabdlicos como la sintesis de acidos
grasos (Dennis y Mierynk, 1982). Aunque en los plastidios de varios tejidos no
fotosintéticos de algunas especies vegetales, como ocurren en las semillas de ricino, han
sido descritas rutas glucoliticas completas, algunos carecen de una o varias enzimas de
la parte inferior de la glucolisis, como la enolasa o la fosfoglicerato mutasa (Emes y
Tobin 1993; White y col.,, 2000). Las reacciones citosolicas y plastidiales estin
catalizadas por isoenzimas codificadas por diferentes genes nucleares. Estos genes tanto
citosolicos como plastidiales podrian haber evolucionado por duplicacién de genes
nucleares ancestrales o bien algunos de los genes que codifican las enzimas plastidiales
podrian provenir de procesos endosimbidticos (Tobin y Bowsher, 2005). La proporcion
relativa entre las enzimas citosolicas y plastidiales puede variar, no sélo en funcién del
tipo de tejido y su estado de desarrollo sino también en funcién del estado nutricional
(Plaxton, 1996), estando ambas vias controladas independientemente tanto a nivel
transcripcional como postraduccional, por lo que parecen estar reguladas

independientemente (Sweetlove y Fernie, 2005; Tobin y Bowsher, 2005). Una
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caracteristica importante de la ruta glucolitca citosélica de plantas es la presencia de
varias reacciones enzimaticas paralelas, es decir existe mas de una enzima que puede
catalizar un determinado paso de la ruta a nivel de diferentes sustratos, entre ellos se
encuentran la sacarosa, la fructosa-6-fosfato, el gliceraldehido-3-fosfato y el
fosfoenolpiruvato, pudiendo ser estas reacciones no convencionales especialmente

importantes en condiciones de estrés (Plaxton y Podesta, 2006).
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Figura 1.5. Esquema de la ruta glucolita de plantas. Las enzimas que catalizan las reacciones
numeradas son las siguientes: 1, hexoquinasa; 2, fosforilasa; 3, fosfoglucomutasa; 4, fosfoglucosa
isomerasa; 5, fosfofructoquinasa dependiente de ATP; 6, aldolasa; 7, triosa fosfato isomerasa; 8,
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NAD; 9, fosfoglicerato quinasa; 10,
fosfogliceratomutasa; 11, enolase; 12, piruvato quinasa; 13, invertasa; 14, sacarosa sintasa; 15, UDP-
glucosa pirofosforilasa; 16, nucledsido difosfato quinasa; 17, a- y B-amilasas; 18, fosfofructoquinasa
dependiente de PPi; 19, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa dependiente de NADPH; 20,
fosfoenolpiruvato fosfatasa; 21, fosfoenolpiruvatocarboxilasa; 22, malato deshidrogenasa; 23, malato
deshidrogenasa. Abreviaturas: Glu-1-P, glucosa-1-fosfata; DHAP, dihidroxiacetona fosfato; G3P,
gliceraldehido-3-fosfato; 1,3-DPGA, 1,3-difosfoglicerato; 2-PGA, 2-fosfoglicerato; OAA,
oxalacetato. —, indica reaccién fisiolégica irrevesible; o <, indica reaccion fisioldgica reversible. El
numero de sustratos y productos en todas las reacciones a partir del G3P hasta piruvato deben ser
dobles debido a que a partir de una molécula de glucosa se producen dos de G3P. (Plaxton, 1996)

3.2. Regulacion de la ruta glucolitica.

La magnitud del flujo de metabolitos a través de cualquier ruta metabdlica va a
depender de la actividad de las enzimas individuales involucradas. Los mecanismos de
control tanto grosero como fino pueden hacer variar la velocidad de reaccién de una
determinada enzima in vivo. El control grosero consiste en modificar la cantidad total de
la enzima, alterando la sintesis o degradacion de ésta, mientras que el control fino actiia
sobre las enzimas preexistentes. El primero de los mecanismos de control actua en
fendmenos a largo plazo, como puede ser la diferenciacion celular, y el segundo ajusta
las necesidades metabdlicas que se requieren en unas determinadas circunstancias.
Ambos mecanismos de control han sido descritos como responsables de la regulacion
de las enzimas de la ruta glucolitica.

a. Control transcripcional.

El analisis de los niveles de mRNA y las cantidades de proteinas de las enzimas
piruvato quinasa citosdlica y plastidial en las semillas en desarrollo de tabaco,
demostraron que la expresién de estas isoenzimas puede ser controlada mediante
mecanismos transcripcionales y postranscripcionales independientes (Gottlob-McHugh
y col., 1995).

b. Control postraduccional.

Se han descrito cuatro posibles mecanismos de control fino que pueden modular
la actividad de las enzimas glucoliticas preexistentes: variaciones en la concentracion de
sustrato, modificaciones del pH, efectores alostéricos y modificaciones covalentes
(Plaxton y Podesta, 2006).

e Variaciones en la concentracion de sustratos: la concentracion celular de

adenilatos y Pi disminuye durante la privacion de Pi (Le Roux y col., 2006),

afectando este descenso a las actividades de las enzimas que dependen de estas

moléculas.
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e Modificaciones del pH: la dependencia del pH intracelular de la actividad
enzimatica puede ser un aspecto importante del control glucolito en las plantas,
ya que tanto el pH citosolico como el plastidial pueden cambiar en funcién de
determinados estimulos. De tal forma que se han descrito diversas enzimas
sujetas a este mecanismo de regulacion, entre ellas la piruvato quinasa citosdlica
o la fosfofructoquinasa dependiente de PPi (Plaxton y Podest4, 2006).

e Efectores alostéricos: algunos de los metabolitos que presentan un control
alostérico sobre enzimas glucoliticas son el fosfoenolpiruvato, el Pi, la fructosa-
2,6-bisfosfato, el piruvato, intermediarios del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos,
aminodacidos como el aspartato y el glutamato, el NADPH y el NADH (Plaxton,
1996; Givan, 1999; Igamberdiev y Gardestrdm, 2003; Turner y col., 2005).

e Modificaciones covalentes: la regulaciéon enzimatica mediante modificaciones
covalentes reversibles juega un papel importante en el control fino del
metabolismo y es el principal mecanismo a través del cual los estimulos
extracelulares tales como hormonas o la luz coordinan la regulacién del
metabolismo intermediario. Las modificaciones covalentes de fosforilacion-
desfosforilacion e interconversiones disulfito-ditiol parecen ser los tipos maés
frecuentes usados en eucariotas superiores, incluidas las plantas, en el control
enzimatico (Plaxton y Podest4, 2006). Como ejemplo de este mecanismo podria
citarse el caso de la piruvato quinasa citosélica que al ser fosforilada se inactiva
(Tang y col., 2003).

El control fino de la glucolisis de plantas se realiza desde la parte inferior de la
ruta hacia la superior, es decir, de abajo hacia arriba, existiendo un primer y un segundo
nivel de control que se localizan sobre el fosfoenolpiruvato y la fructosa-6-fosfato
respectivamente, estando las enzimas catalizadoras de estos pasos (fosfofructoquinasas,
piruvato quinasa y fosfoenolpiruvatocarboxilasa) sujetas a el control por parte de

diversos metabolitos (Plaxton y Podest4, 2006).
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4. ENZIMAS DE LA RUTA GLUCOLITICA.

A continuacion se describiran brevemente las enzimas glucoliticas que han

sido estudiadas durante la elaboracion de este trabajo.

4.1. Invertasas (EC 3.2.1.26).

La utilizacion de la sacarosa como fuente de carbono y energia depende de su
ruptura en hexosas, pudiendo ser realizado este proceso mediante dos tipos de
enzimas, la sacarosa sintasa (EC 2.4.1.13) y las invertasas (EC 3.2.1.26). La sacarosa
sintasa convierte la sacarosa en presencia de UDP en UDP-glucosa y fructosa.
Mientras que las invertasas hidrolizan la sacarosa en sus dos monosacaridos, glucosa
y fructosa.

Basandose en su solubilidad, localizacion subcelular, pH 6ptimo y punto
isoeléctrico, se pueden distinguir tres tipos de isoenzimas invertasa, que se
denominan: invertasa vacuolar (Vinv), invertasa de pared celular (CWinv) o
invertasa extracelular e invertasa citos6lica (Cinv) (Tymowska-Lalanne y Kreis,
1998).

Las isoformas vacuolares y de pared celular tienen propiedades enzimaticas y
bioquimicas similares, compartiendo un alto grado de homologia en sus secuencias,
presentando dos motivos conservados en sus secuencias primarias NXDPNXG/A y
WECP/V). Ambos tipos de isoformas son glicoproteinas que se engloban dentro del
tipo B-fructofuranosidasa y presentan un pH optimo acido. La isoforma citosolica se
caracteriza por ser una proteina no glicosilada que presenta un pH 6ptimo neutro o
alcalino, ademds al metabolizar Unica o preferentemente la sacarosa no se agrupa
dentro de las enzimas B-fructofuranosidasa (Roitsch y Gonzalez, 2004).

La regulacion trasncripcional es el mecanismo fundamental que controla los
niveles de invertasa, pudiendo ser aplicable este fenémeno tanto a la expresion
especifica en tejidos y durante el desarrollo como a los cambios por estimulos
internos o externos, ya que en concreto la invertasa extracelular estid sujeta a
regulacién por fitohormonas, estrés abidtico o aztcares (Roitsch y col., 2003).

La isoenzima de pared celular participa activamente en el desarrollo temprano
de las semillas, fundamentalmente transfiriendo el fotosintato desde el tejido materno
al embrion en desarrollo, de tal forma que los altos niveles de esta enzima

provocarian una elevada concentracion de hexosas que permitirian el mantenimiento
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de una elevada tasa mitdtica, como ha sido descrito durante la fase previa al inicio
del periodo de almacenamiento en semillas de leguminosa (Wobus y Weber, 1999).
Ademas en maiz el mutante miniature-1 (mn-1), que es deficiente en una isoforma de
pared celular, presenta un claro ejemplo de la importancia de estas isoenzimas en el
aporte de carbohidratos durante la fase inicial del desarrollo de las semillas, ya que se
produce una alteracién del transporte del fotosintato desde el tejido materno al
embrién que repercutird en el desarrollo de las semillas, ya que éstas presentan una

pérdida inferior al 70 % de su peso con repecto al silvestre (Miller y Chourey, 1992).

sjic CWinv -reparto de la sacarosa
glu+fru -transduccion de senfales de estrés
/ v citoplasma \
-respiracion almacén de
-biosintesis de azucares

compuestos primarios lacia
y secundarios -osmorregulacion

-regulacién de la -respuestas al

expresion génica por estrés por frio 5
azucares e
o
Q
glu+fru glutfru
ﬁ Cinv ﬁ Vinv

Suc » suc » Suc

Figura 1.6. Localizacion subcelular y funciones propuestas para las invertasas de plantas. CWinv,
invertasa de pared; Cinv, invertasa citosolica; Vinv, invertasa vacuolar.

4.2. Hexoquinasa (EC 2.7.1.1)

La fosforilacion irreversible de las hexosas en hexosas-fosfato constituye el

primer paso de la ruta glucolitica y es catalizado por la Hexoquinasa, que puede
utilizar como sustratos diferentes hexosas, entre las que se encuentran la glucosa,
fructosa y manosa.

La existencia del mutante wrinkled-1 en Arabidopis thaliana, en el cual
aparece una disminucion en la acumulacion de TAG en las semillas junto con una
reduccidn en las actividades glucoliticas, siendo una de las mas afectadas la actividad
hexoquinasa (Focks y Benning, 1998), pone de manifiesto la importancia que puede

tener la hexoquinasa durante el proceso de acumulacion de acidos grasos en las
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semillas oleaginosas. Ademads de su funcién metabdlica, la hexoquinasa actia como
sensor de azucares (Rolland y col., 2001, Frommer y col., 2003, Sheen y col., 1999,
Harrington y Bush, 2003), de tal forma que esta enzima no sélo participa en procesos
cataliticos sino que también cumple funciones reguladoras (Moore y col., 2003).
Recientemente se ha descrito la participacion de la hexoquinasa en el proceso de
muerte celular controlada, lo que relacionaria el metabolismo de la glucosa y la
apoptosis (Moonil y col., 2006).

En plantas existen diferentes isoformas que se diferencian tanto en sus
propiedades bioquimicas como en su localizacion celular (Claeyssen y col., 2005), ya
que se han descrito en el citosol (Galina y col., 1995), en el aparato de Golgi (da Silva 'y
col., 2001), en el nucleo (Sheen y col., 1999), en el estroma cloroplastidico (Olsson y
col., 2003), en la cara citosdlica de la membrana externa plastidial (Wiese y col., 1999)
y en la membrana externa mitocondrial (Giegé y col., 2003).

Baséandose en la estructura de la region N terminal de las hexoquinasas, €stas se
agrupan en dos tipos, denominados tipo A si presentan un péptido de transicién al

cloroplasto y tipo B si tienen una zona de anclaje a la membrana (Olsson y col., 2003).

g 2 «— glc-6-P=( > gic6-P—> 8 &
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g2 52
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\Citosol Cloroplasto //

Figura 1.7. Distribucién y funciones metabolicas de las diferentes clases de hexoquinasas de plantas.
A, hexoquinasa con péptido de transicion al cloroplasto; B, hexoquinasa con region de anclaje a la
membrana.

4.3. Fosfoglucosa isomerasa (EC 5.3.1.9).

La fosfoglucosa isomerasa (PGI), una enzima dimérica que cataliza la
isomerizacion reversible entre glucosa-6-fosfato y fructosa-6-fosfato, participa tanto en
la gluctlisis como en la gluconeogénesis. En plantas se han descrito dos isoenzimas,

una citosolica y otra cloroplastica (Schnarrenberg y Oeser, 1974) codificadas por
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distintos genes nucleares, esta tltima de origen endosimbidtico (Nowitzki y col., 1998),
encontrandose en el género Clarkia la existencia de una duplicacion génica para la PGI
citosolica (Gottlied and Ford, 1997).

En Arabidopsis thaliana los mutantes pgil-1 presentan una disminucién en la
acumulacion de almidén que se asocia a una reduccion de la actividad fosfoglucosa
isomerasa plastidial (Yu y col., 2000). La ausencia de un posible mecanismo de
regulacion alostérica y la posibilidad de que ambas isoformas se encontrasen en exceso
han justificado la consideracién de ambas como isoenzimas no reguladoras, pese a ello,
se han descrito resultados que sugieren la existencia de una accion reguladora por parte
de la fosfoglucosa isomerasa. En espinaca posiblemente la isoenzima cloroplastica se
encuentre inhibida por eritrosa-4-fosfato a concentraciones fisiologicas (Backhausen y
col., 1997), ademas en Clarkia xanthiana se ha descrito que una disminucion de la
actividad PGI puede alterar los flujos hacia almidon y sacarosa (Kruckeberg, 1989). En
tomates irradiados se observé que el incremento de la actividad se correlacionaba con la
hidrolisis del almidén y la sintesis de sacarosa (Ajlouni, 1988). En tejidos no
fotosintéticos también se han descrito fendmenos que relacionan la actividad
fosfoglucosa isomerasa y el metabolismo del almidén y la sacarosa, ya que durante la
maduraciéon de las bananas, la actividad PGI y los cambios en la composicién de
carbohidratos observados sugieren la existencia de mecanismos de control (Cordenunsi
y col., 2001). Recientemente se ha descrito en los nodulos fijadores de nitrégeno de
Lotus japonicus como durante la fase temprana de nodulacién se produce un aumento
de la expresion de determinados genes del metabolismo glucidico, entre ellos el de una
PGI plastidial putativa (Flemetakis y col., 2006), de tal forma que se produciria un
aumento de la expresion como consecuencia de una modificaciéon en las demandas

energéticas celulares.

4.4. Fosfoglicerato quinasa (EC 2.7.2.3).

La fosfoglicerato quinasa (PGK), enzima asociada con la glucolisis y la
gluconeogénesis, cataliza la transferencia reversible de un grupo fosfato desde el ATP al
glicerato-3-fosfato generando ADP y 1,3-difosfoglicerato.

En plantas, existen dos isoenzimas, una citosélica y otra localizada en el estroma
de los cloroplastos (Anderson y Advani, 1970), aunque también se ha descrito su
localizaciéon en nucleos de hojas de guisante (Anderson y col., 2004). Ambas

isoenzimas presentan un alto grado de homologia, en hojas de trigo se ha descrito un
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82% de homologia en base a la secuencia de aminoacidos (Longstaff y col., 1989) y en
hojas de espinaca ambas son mondmeros estructuralmente relacionados (Kopke-
Secundo y col., 1990), describiéndose en cebada reacciones cruzadas entre los
antisueros obtenidos para ambas isoformas (Shah y Bradbeer, 1994). En tejidos
fotosintéticos la isoenzima cloropldastica participaria en la fijacién del CO; fotosintético,
produciendo 1,3-difosfoglicerato, mientras que la isoforma citosolica estaria
involucrada en la glucolisis generando 3-fosfoglicerato y ATP. En tabaco, ambas
isoenzimas son diferentemente expresadas durante el desarrollo y presentan un patron
de expresion dependiente de tejido, ademds también se ha descrito un fenémeno de
modulacién de la expresion por luz (Bringloe y col., 1996). Ambas isoformas
interaccionan con otras enzimas, existiendo evidencias in vitro de la interaccion fisica
dentro de los cloroplastos entre la fosfoglicerato quinasa y la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogena (Wang y col., 1996), existiendo evidencias de la colocalizacion de las
enzimas citosolicas aldolasa, triosafosfato isomerasa, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenada y fosfoglicerato quinasa (Anderson y Carol, 2005).

La PGK ha sido identificada como una de las proteinas implicadas en el

mecanismo molecular del reloj circadiano de Chlorella (Walla y col., 1994).

4.5. Enolasa (EC 4.2.11)

La enolasa es una enzima dimérica que cataliza la deshidratacién reversible
dependiente de Mg”" del 2-fosfoglicerato en fosfoenolpiruvato, el cual es convertido en
piruvato por la piruvato quinasa.

Al igual que otras enzimas relacionadas con la glucolisis y la gluconeogénesis, la
enolasa es una de las enzimas glucoliticas més conservadas evolutivamente (Fothergill-
gilmore y Michels, 1993).

Aunque en Arabidopsis thaliana s6lo ha sido descrita la presencia de una
isoenzima citosélica (Van Der Straeten y col., 1991), en otras especies se ha demostrado
la existencia de otra isoenzima plastidial (Miernyk y Dennis, 1992).

En Arabidopsis thaliana, la expresion de la enolasa es mayor en las raices que en
hojas (Van Der Straeten y col., 1991) y estudios de expresion de mRNA en semillas de
colza han demostrado que la expresion de la enolasa es también mayor en raices que en
tejidos verdes. Siendo ambos datos consistentes con la alta demanda energética a partir

de la glucolisis en los tejidos no verdes (Zhao y col., 2004).
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Durante el desarrollo de los embriones de Ricinus communis, la actividad
enolasa se incrementa coincidiendo con el pico maximo de acumulacion de lipidos, para
después disminuir hasta niveles practicamente indetectables en semilla madura
(Miernyk y Dennis, 1992).

En ausencia de oxigeno se produce una limitacion de la fosforilacion oxidativa
del ADP, por lo que la mayoria de las plantas cambian su metabolismo desde la via
oxidativa hacia la fermentativa. Esta transicidn metabdlica estd marcada por la
induccion a nivel transcripcional y traduccional de distintas proteinas, entre ellas la
enolasa (Lal y col., 1998).
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Objetivos

OBJETIVOS.

1. Caracterizacion de las actividades glucoliticas en las semillas en desarrollo de
girasol.

2. Determinacién de las actividades glucoliticas intraplastidiales.

3. Estudio de la evolucion de las actividades glucoliticas durante el desarrollo de
las semillas en relacién con la acumulacién de lipidos durante la fase de
sintesis de productos de reserva.

4. Comparacion de las actividades en semillas en desarrollo pertenecientes a
lineas con diferente contenido graso.

5. Clonacién, secuenciacion y estudio de los niveles de expresion de algunos de
los genes implicados en la ruta glucolica.

6. Expresion heterdloga, purificacion y caracterizacion bioquimica de las
enzimas seleccionadas.

7. Estudio de la evoluciéon de los niveles de enzimas y de los posibles
mecanismos de regulacion de éstas durante la fase de acumulacion de
productos de reserva mediante el empleo de anticuerpos policlonales,

obtenidos mediante la inmunizacién con las proteinas purificadas.
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1. MATERIALES.

1.1. Material vegetal.

1.1.1. Lineas de girasol utilizadas.

Como material de trabajo se han empleado semillas en desarrollo y plantulas de
girasol (Helianthus annus L.) de las lineas CAS-6 (control), HA-89 (alta riqueza grasa)
y ZEN-8 (baja riqueza grasa).

1.1.2. Condiciones de cultivo.

Las semillas fueron germinadas en placa de Petri con perlita expandida htimeda.
Previamente se les someti6 a un tratamiento con solucion de lejia al 50% con unas gotas
de Triton durante 20 minutos con agitacion y aclaradas con abundante agua. Las
semillas se incubaron a 25°C en oscuridad durante dos o tres dias. A continuacion se
pasaron a macetas con turba humeda.

El crecimiento de las plantas tiene lugar en camaras de cultivo con temperatura y
fotoperiodo controlado, siendo la temperatura de 25°C/15°C (dia/noche) y la intensidad
de luz de 150 pE m™ sy un fotoperiodo de 16 horas. El riego se realiza de forma
automatica tres veces al dia y el abonado dos veces por semana.

La toma de muestras fue realizada durante el periodo comprendido entre los 10 y

los 34 dias después de floracion, realizandose todas a primera hora de la mafiana.

1.2. Escherichia coli.

1.2.1. Estirpes de E.coli utilizadas.

Durante el desarrollo de este trabajo se han utilizado dos estirpes diferentes de E.
coli, que han sido empleadas en la clonacion y la expresion de los diferentes genes que
han sido objeto de estudio durante la elaboracién de esta tesis. Tanto las células como

sus genotipos aparecen descritos en la Tabla 2.1.

Estirpes Genotipos
DHS-a D80dlacZAM15, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsdR17 (r¢’,mg ), supE<

relAl, deoR, A(lacZY A-argF)U169
XL1-Blue MRF’ D(mcrA)183D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173endAl supE44 thi-1 recAlgyrA
relAl lac [F’ proAB lac® 1ZDM15 Tn10] (ZTef)

Tabla 2.1. Estirpes de E. coli empleadas en este trabajo.
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1.2.2. Cultivo de E.coli en medio liguido.

Los cultivos de Escherichia coli se realizaron en medio Luria-Bertani (LB)
(Sambrook et al. 1989), cuya composicion es: NaCl 10 g/l, bactotriptona 10 g/l, y
extracto de levadura 6 g/l. El medio completo tuvo un pH 7,0 y se esterilizé por
autoclavado a 120°C y 1 atmésfera de presion durante 20 min.

El antibiético utilizado fue la Ampicilina, la cual una vez esterilizada por filtracion
se afiadié al medio de cultivo, cuando fue necesario, a una concentraciéon de 100 mg/ml

Los cultivos en medio liquido, se realizaron en tubos de 10 ml conteniendo estos

3,5 ml de medio e incubandose a 37°C con agitacioén continua a 220 rpm.

1.2.3. Cultivo de E.coli en medio sélido.

Para el cultivo en medio sélido se utilizé el mismo medio LB descrito en el
apartado anterior, solidificado con agar de grado bacteriolégico al 1,5% (p/v). La
ampicilina, cuando fue necesaria, se incorpord a partir de una disolucién concentrada
esterilizada por filtracién que se afiadia a 55°C, justo antes de extender el medio en cajas

de Petri.

1.3. Material animal.

Para la obtencion de anticuerpos se utilizaron conejos SPF hembras New Zeland
de 2 kg de peso y tanto el proceso de inmunizacion como la exanguinacion se realizaron

en el Centro de Produccién y Experimentacion Animal de la Universidad de Sevilla.

2. METODOS.

2.1. Bioquimica.

2.1.1. Preparacidn del extracto enzimaético total.

Para la preparacion del extracto se utilizaron cinco semillas peladas, las cuales
fueron inmediatamente sumergidas en 1mL de tampén de extraccién cuya composicion
es 50 mM Tris, pH 8.0 y 5 mM DTT, posteriormente se homogeneizaron en un
homogenizador de vidrio, realizandose todo el proceso en hielo. A continuacién se
procedi6 a la centrifugacion del extracto a 13000 rpm durante diez minutos,
constituyendo el sobrenadante la fraccion utilizada para las determinaciones

enzimaticas.
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2.1.2. Determinacion cuantitativa de proteinas.

La cuantificacién de las proteinas se realizé utilizando una variante del método
de Bradford (Bradford, 1976), usando como patrén concentraciones conocidas de

seroalbumina bovina (BSA).

2.1.3. Electroforesis de proteinas. SDS-PAGE.

2.1.3.1. Preparacion de las muestras.

Las muestras se suplementaron con 0,5 volumenes de tampén de carga 2X
compuesto por Tris-HCI 0,25 M [pH 6,8], SDS (dodecil sulfato sédico) al 4% (p/v),
sacarosa al 27% (p/v), glicina al 0,3% (p/v), azul de bromofenol al 0,1% (p/v) y B-
mercaptoetanol al 10% (p/v). Posteriormente, las proteinas se desnaturalizaron al
calentar la mezcla de 10 minutos a 95°C.
2.1.3.2. Desarrollo de la electroforesis.

Las separaciones analiticas mediante electroforesis en condiciones
desnaturalizantes se realizaron en su mayor parte en geles de poliacrilamida NuPage®
Novex Bis-Tris Gels 4 - 12% gradient (Invitrogen). Los geles contenian SDS segun el
sistema discontinuo descrito por Laemmli (1970). En este caso, el gel separador se
preparaba a la concentraciéon adecuada de poliacrilamida (acrilamida: bisacrilamida
38:2), con SDS al 0,1% (p/v) en tampén Tris-HC1 1,5 M [pH 8.,8], y el de
empaquetamiento de las muestras se preparaba al 5% de poliacrilamida (acrilamida:
bisacrilamida 38:2) con SDS al 0,1% (p/v) en tampo6n Tris-HC1 0,5 M [pH 6,8]. Los
geles se polimerizaban con persulfato aménico (APS) al 0,05% (p/v), usando como
agente catalizador N, N, N’, N'-Tetrametiletilendiamina (TEMED) al 0,07% (v/v).

La electroforesis se llevo a cabo a un voltaje de entre 80 y 175 V en una cubeta
XCell 1l mini-Cell (Novex).

El tampon electrolito empleado estaba compuesto por MOPS 2,5 mM [pH 7,7],
Tris base 2,5 mM, SDS 0,005% (p/v), EDTA 0,05% (p/v).
2.1.3.3. Tefiido de los geles.

Una vez terminada la electroforesis, las muestras fueron fijadas con una solucion
acido acético/metanol/agua (7,4:20:72 v/v/v) y a continuacién tefiidas en una solucién
de Coomassie Brilliant Blue G 250 al 0,5% en acido acético/metanol/agua (7,4:20:72
v/v/v). El desteiiido de los geles se realizé en la solucion de fijado.

La determinacion de los pesos moleculares de las proteinas se realizé para cada

gel mediante rectas de calibracion en las que se representaron las movilidades relativas
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de las proteinas frente a los logaritmos de sus pesos moleculares. Como patrén se utilizo
un kit de proteinas de bajo peso molecular compuesto por fosforilasa b (94 kDa),
albumina de suero bovino (67 kDa), ovoalbimina (43 kDa), anhidrasa carbdnica (30

kDa), inhibidor de tripsina de soja (20.1 kDa) y a-lactoalbiimina (14.4 kDa) (Bio-Rad).

2.1.4. Aislamiento de plastidios.

Todo el proceso se realizo en frio. Aproximadamente 1 gramo de semillas
peladas fueron troceadas con cuchilla en medio de aislamiento de plastidios (PIM: 0.5
M sorbitol, 20 mM HEPES /NaOH (pH 7.4), 10 mM KCI, 1 mM MgCl,, 1 mM EDTA,
10%(v/v) etanodiol, 5 mM DTT) (Kang y Rawsthorne, 1994). El extracto fue filtrado a
través de tejido de Miracloth y el residuo de nuevo homogeneizado en medio PIM y
vuelto a filtrar a través del tejido de Miracloth, este proceso se repitié una vez mas
siendo el volumen del homogenado inicial de aproximadamente 25 mL. 1 mL del
homogenado inicial fue tomado y el resto se centrifugé a 750 g durante 5 min. ImL del
sobrenadante fue obtenido y el resto se desechd. El precipitado, que contiene los
plastidios, fue resuspendido en 1 mL de PIM y mezclado suavemente para obtener la
fraccion cruda de plastidios. Esta fraccién se resuspendié nuevamente en 25 mL PIM,
volviéndose a centrifugar a 750 g durante 5 min. El sobrenadante fue eliminado y se
resuspendié el precipitado en 1 mL de PIM obteniéndose la fraccion lavada de
plastidios. Posteriormente los plastidios fueron rotos por sonicacidon.

Las muestras de sobrenadante anteriormente tomadas se utilizaron para hacer un
seguimiento de la purificacion de los plastidios, mediante la medida de la actividad
fosfofructuquinasa dependiente de pirofosfato (Materiales y Métodos, apartado 2.2.1.5),

que es un marcador citosolico.

2.1.5. Ensayos enzimaticos en extracto crudo.

Todos los ensayos fueron realizados mediante la utilizacion de reacciones
acopladas y deteccidn espectrofotométrica a 340 nm (Ultrospec™ 3300 pro Amersham
Biosciences) a temperatura ambiente y el extracto (Materiales y Métodos, apartado 2.2.1.1)
utilizado para todos los ensayos se mantuvo en hielo hasta su utilizacion, siendo 1 mL el
volumen final de las reacciones (Burrell et al, 1994; Schaffer and Petreikov, 1997).

Invertasa neutra (EC 3.2.1.26)
50 mM HEPES/KOH (pH 7), 2 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 15 mM KCl, 0.4 mM NAD,
1 mM ATP, 2 unidades de glucosa-6-P deshidrogenasa, 4 unidades de glucosa-6-P
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isomerasa, 1 unidad de Hexokinasa de levadura, siendo la reaccién iniciada por la
adicién de sacarosa.
Sacarosa sintasa (EC 2.4.1.13)
50 mM HEPES/KOH (pH 7), 2 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 15 mM KCl, 0.4 mM NAD,
1 mM ATP, imM UDP, 2 unidades de Glucosa-6-P deshidrogenasa, 4 unidades de
glucosa-6-P isomerasa, 1 unidad de hexokinasa de levadura, siendo la reaccion iniciada
por la adicion de sacarosa.
Hexoquinasa (EC 2.7.1.1)
50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 4 mM MgCl, 2.5 mM ATP, 0.33 mM NADP”, 17 nkat de
glucosa-6-P deshidrogenasa, siendo la reaccion iniciada por la adicion de glucosa.
Fructoquinasa (EC 2.7.1.4)
50 mM Tris-HCI (pH 8.0), 4 mM MgCl, 2.5 mM ATP, 0.33 mM NADP”, 17 nkat de
glucosa-6-P deshidrogenasa, 17 nkat de glucosa-6-P isomerasa, siendo la reaccion
iniciada por la adicién de fructosa.
Fosfoglucosa isomerasa (EC 5.3.1.9)
75 mM glicilglicina (pH 8.5), 10 mM MgCl,, 0.5 mM NAD y 0.5 unidades de glucosa-
6-P deshidrogenasa, siendo la reaccion iniciada por la adicién de glucosa-6-P.
Fosfofructoquinasa dependiente de ATP (EC 2.1.7.11)
100 mM Tris (pH 8), 5 mM MgCl, 0.1 mM NADH, 1 mM ATP, 1 unidad de aldolasa,
10 unidades de triosa-P-isomerasa, 1.3 unidades de glicerol-3-P deshidrogenasa, siendo
la reaccidn iniciada por la adiccion de fructosa-6-P.
Fosfofructoquinasa dependiente de PPi (EC 2.7.1.90)
100 mM Tris (pH 8), 5 mM MgCl, 0.1 mM NADH, 2 pM fructosa-2,6-bisfosfato, 0.2
mM NasP,0, 1 unidad de aldolasa, 10 unidades de triosa-P-isomerasa, 1.3 unidades de
glicerol-3-P deshidrogenasa, siendo la reaccién iniciada por la adiccion de fructosa-6-P.
Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa (EC 4.1.2.13)
40 mM HEPES (pH 7.7), 0.1 mM NADH, 1.7 unidades de glicerol-3-P deshidrogenasa,
17 unidades de triosa-P-isomerasa, siendo la reaccion iniciada por la adicion de
fructosa-1,6-bifosfato.
Triosa-fosfato isomerasa (EC 5.3.1.1)
100 mM HEPES (pH 8.0), 5 mM EDTA, 0.2 mM NADH, 1 unidad de glicerol-3-fosfato
deshidrogenasa, siendo la reaccion iniciada por la adicion de DL-gliceraldehido 3-

fosfato.
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Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada (EC 1.2.1.12)
100 mM Taps (pH 8.6), 20 mM NaH,PO,, 1 mM NAD, 6 mM cisteina, siendo la
reaccion iniciada por la adicion de DL-gliceraldehido 3-fosfato.

Fosfoglicerato quinasa (EC 2.7.2.3)
100 mM HEPES (pH 7.6), 1 mM EDTA, 2 mM MgSOy, 0.2 mM NADH, 1 mM ATP,
3.3 unidades de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, siendo la reaccion iniciada por
la adicién de glicerato 3-fosfato.

Fosfoglicerato mutasa (EC 2.7.5.3)
60 mM Tris (pH 7.6), 4 mM MgSO, 0.23 mM ADP, 0.075 mM NADH, 1 unidad de
enolasa, 3 unidades de piruvato quinasa, 0.15 unidades de lactato deshidrogenasa,
siendo la reaccidn iniciada por la adicion de 3-fosfoglicerato.

Enolasa (EC 4.2.1.11)
100 mM HEPES (pH 7.5), 10 mM MgCl,, 0.1 mM NADH, 2.7 mM ADP, 5 unidades de
piruvato quinasa, 6 unidades de deshidrogenasa, siendo la reaccién iniciada por la
adicion de 2-fosfoglicerato.

Piruvato quinasa (EC 2.7.1.40)
50 mM HEPES (pH 7.0), 100 mM KCl, 15 mM MgCl,, 0.15 mM NADH, 1.0 mM
ADP, 0.15 unidades de lactato deshidrogenasa, siendo la reaccién iniciada por la

adicion de fosfoenolpiruvato.

2.1.6. Calculo de los parametros cinéticos aparentes.

Para el célculo de los parametros cinéticos aparentes se llevaron a cabo tres
repeticiones utilizando distintas concentraciones de sustrato. Tanto la Km como la

Vmax se obtuvieron aplicando la férmula de Michaelis-Menten a los datos obtenidos.

2.1.7. Ensayos de actividad para las enzimas purificadas.

En todos los estudios con enzimas purificadas se ha utilizado un lector de
placa VersaMax (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), las reacciones fueron
ensayadas a 30°C y las velocidades de reaccion fueron lineales con el tiempo y
proporcionales a la cantidad de enzima afiadida.
2.1.7.1. Actividad hexoquinasa.

La actividad hexoquinasa se determindé de acuerdo a una modificacién del

método descrito por Martinez-Barajas y Randall (1998). La reaccion catalizada por la
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hexoquinasa estuvo acoplada a la glucosa-6-fosfato deshidrogenada (EC 1.1.1.49) y se
monitoriz6 la reduccion del NAD" a 340 nm. Los 200 pL de la mezcla de reaccion
contenian 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 50 mM KCIl, 5 mM MgCl,, 5 mM DTT, 0.3 mM
NAD®, 1 mM ATP, 1.4 U/mL de glucosa-6-fosfato deshidrogenada de Leuconostoc
mesenteroides y (i) 5 mM de glucosa para la medida de la actividad glucoquinasa (EC
2.7.1.2), (ii) 6.7 U/mL de fosfoglucosa isomerasa (EC 5.3.1.9) y 5 mM de fructosa para
la medida de la actividad fructoquinasa (EC 2.7.1.4) o (iii) 3,5 U/mL de fosfoglucosa
isomerasa, 3.5 U/mL de fosfomanosa isomerasa (EC 5.3.1.8) y 5 mM de manosa para la
medida de la actividad manosaquinasa (EC 2.7.1.7).

El estudio de inhibicién por glucosa-6-fosfato se realiz6 mediante ¢l ensayo
acoplado con la piruvato quinasa (EC 2.7.1.40) y la lactado deshidrogenada (EC
1.1.28), mientras que en el caso del posible efecto inhibidor del ADP y de la trealosa-4-
fosfato no fue necesario modificar el ensayo arriba descrito. En todos los casos, la
mezcla de reaccion fue suplementada con diferentes cantidades de las moléculas con
posible efecto inhibidor, manteniendo constante tanto el sustrato como el resto de
componentes, siendo el ensayo iniciado por la adicion de la preparacién enzimatica y
corregido usando la actividad medida carente del posible inhibidor.
2.1.7.2. Actividad fosfoglucosa isomerasa.

La actividad fosfoglucosa isomerasa fue caracterizada en ambos sentidos de la
reaccion. En la direccion de produccion de glucosa-6-fosfato a partir de fructosa-6-
fosfato, el método empleado consistié en una modificacion del descrito por Rivoal y
col., (1989). Los 200 uL de mezcla de reaccion contenian 100 mM Tris-HCI, pH 8.0, 1
mM MgCl,, 0.5 mM NAD’, 1 mM fructosa-6-fosfato y 0.48 U/mL de glucosa-6-
fosfato deshidrogenada. Mientras que en la direccion de produccion de fructosa-6-
fosfato, los 200 pL de mezcla de reaccién contenian 50 mM Tris-HCI, pH 8.0, 5 mM
MgClp, 0.2 mM NADH, 0.25 mM ATP, 2 mM Glucosa-6-fosfato, 1.2 U/mL de
fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa (EC 4.1.2.13), 1.2 U/mL de triosafosfato isomerasa (EC
5.3.1.1) y 3.48 U/mL de glicerol-3-fosfato deshidrogenada (EC 1.1.1.8).

El estudio del efecto de posibles inhibidores se realizé en ambos sentidos de la
reaccion y las moléculas elegidas para el ensayo fueron el 6-fosfogluconato el
gliceraldehido-3-fosfato, la  eritrosa-4-fosfato, la  ribosa-5-fosfato y la
dihidroxiacetonafosfato, siendo el procedimiento similar al empleado en el caso

anterior.
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2.1.7.3. Actividad fosfoglicerato quinasa.

La actividad fosfoglicerato quinasa se ensay6 en la direccion de produccion de
gliceradehido-3-fosfato de acuerdo con una adaptacion del método propuesto por
Journet y col., (1986). Los 200 pL. de mezcla de reaccion contenian 100 mM Tris-HCI,
pH 7.8, 5 mM MgCl,, 0.2 mM NADH, 2 mM ATP, 2 mM DTT, 5 mM 3-fosfoglicerato
y 0.5 U/mL de gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada (EC 1.2.1.12).

Para el estudio de inhibicién se seleccionaron los compuestos UTP, UDP, AMP,
ADP, glicerol-3-fosfato y glicerol-2-fosfato, siendo el procedimiento igual que en los
dos casos anteriores, estudiandose la actividad enzimatica en presencia de diferentes
concentraciones de los posibles inhibidores y comparando estos valores con la actividad

en ausencia del inhibidor.

2.1.8. Caracterizacion cinética de las enzimas purificadas.

Los datos presentados se corresponden a la determinacion por triplicado de las
medidas realizadas y los parametros cinéticos han sido calculados a partir de la ecuacién
de Michaelis-Menten, usando un programa de regresion no lineal con ajuste de

minimos cuadrados (SigmaPlot 8.0, SPSS, Chicago, IL, USA).

2.1.9. Efecto del pH v la temperatura sobre las actividades.

El efecto del pH sobre las enzimas purificadas fue estudiado usando un tampén
con tres componentes que mantiene constante la fuerza idnica a través del rango de pH
utilizado (Ellis y col., 1982). El tampdn Tris-HCI usado en las mezclas de reaccion
arriba descritas fue reemplazado por 0,05 M de 4cido acético, 0,05 M 4acido 2-(N-
morfolino)-etanosulfénico (MES) y 0.1 M Tris-HCI, ajustadolo a diferentes valores de
pH con 1 M de NaOH o 1 M de HCI. El pH fue medido directamente en la mezcla de
reaccion usando un microelectrodo inmediatamente después del ensayo
espectrofotométrico.

Para estudiar el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética se sometio
a las enzimas a choque térmico durante dos minutos, posteriormente se mantuvo en
hielo durante cinco minutos y a continuacién se midio la actividad siguiéndose en todo
momento las condiciones de ensayo anteriormente descritas para cada enzima. Cada

valor se corresponde a la media realizada sobre ocho determinaciones.
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2.1.10. Determinacion de metabolitos.

2.1.10.1. Determinacién de glucosa y fructosa.

Las hexosas fueron ensayadas espectrofotométricamente mediante la medida de
la formacion de NADH a través de la monitorizacion del incremento de absorbancia a
340 nm.

La mezcla de reaccion para un volumen de 1 mL estaba constituida por 100 mM
Tris-HCI, 5 mM MgCl,, 1 mM ATP, 0.8 mM NAD" y 100 uL del extracto (Materiales y
Métodos, apartado 2.2.2.1.). A continuacién mediante la adicion secuencial de 1,5 U de
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 1,5 U de hexokinasa y 1 U de fosfoglucosa
isomerasa, se procedi6 a la medida de glucosa-6-fosfato, glucosa y fructosa
respectivamente, adicionandose las enzimas cuando la reaccion anterior ha terminado
completamente y no aparecen cambios en la absorbancia.
2.1.10.2. Determinacion de sacarosa.

El analisis del contenido en sacarosa se realiz0 mediante la hidrélisis acida de
ésta seguido de la determinacion espectrofotométrica de la glucosa y fructosa generadas
(Materiales y Métodos, apartado 2.2.1.10.1.). Originalmente la medida de la sacarosa
era realizada mediante su digestion con invertasa acida purificada, sin embargo la
sacarosa es inherentemente sensible al medio acido siendo el enlace glucosidico
suscéptible de ruptura a las condiciones acidas utilizadas con la invertasa.

La mezcla de hidrdlisis esta constituida por 100 pL del extracto (Materiales y
Métodos, apartado 2.2.2.1.), 50 pL 300 mM de &cido citrico (que proporciona una
concentracion final de 100 mM y pH inferior a 4). A continuacién se incuba a 60°C en
tubos sellados, posteriormente se deja atemperar y se centrifuga brevemente. Por dltimo
se neutraliza la solucion por adiccion de 100 pL 1M Tris-HCI (pH 8,0).

Para la determinacion del contenido de sacarosa de la muestra se tomd en
consideracion el contenido en glucosa y fructosa de la misma previo a la hidrolisis

acida.

2.1.11. Determinacion del contenido lipidico v riqueza grasa.

Al realizar la extraccion de los lipidos totales podemos calcular tanto la riqueza
grasa (mg lipidos/mg muestra) como la cantidad neta de un determinado 4cido graso
presente en la muestra gracias a la adicion de un patron interno, que servird como
referencia. Este patr6n interno es el acido heptadecanoico (17:0), por no estar presente

en ninguna grasa natural.
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Se prepararon disoluciones de éste 4cido con concentraciones conocidas en
metanol que se adicionaron a las muestras durante la extracciéon en un volumen
adecuado para que el acido heptadecanoico represente alrededor del 20% del total de
acidos graso presentes en la muestra (el contenido en aceite de las semillas se puede
considerar de un 30% del peso). Posteriormente se analizaron las muestras por
cromatografia gaseosa (GC). El 4cido heptadecanoico se separa perfectamente del resto
de los 4acidos grasos siendo facilmente reconocible, con un tiempo de retencion
comprendido entre el 4cido palmitico y el 4dcido estearico. A partir del porcentaje de
17:0 en el cromatograma, y conociendo la cantidad afiadida, se puede calcular la
concentracion del resto de los acidos grasos, asi como la cantidad de lipidos totales,

expresada en 4cidos grasos.

2.1.12. Determinacion de la composiciéon aminoacidica mediante HPLC.

El método empleado para su determinacién de la composicién aminoacidica en
semillas maduras mediante HPLC fue el desarrollado por Alaiz y col. (1992).
2.1.12.1. Hidrdlisis.

Las semillas, pertenecientes a las lineas CAS-6, HA-89 y ZEN-8, fueron
trituradas y mezcladas con 200 pl del patrén interno acido D,L-a-aminobutirico junto
con 6,0 M de acido clorhidrico. A continuacién se procedié a la hidrélisis é4cida
(proceso que impide la medida del triptéfano) por incubacion de las muestras a 110°C
durante 24 horas en atmosfera de nitrogeno.
2.1.12.2. Derivatizacion.

La formacién de los N-[2,2-bis(etoxicarbonil)vinil] derivados de la mezcla de
aminoacidos se realiz6 a partir del residuo seco procedente de la hidrélisis acida junto
con 1 M de tampén borato pH 9 conteniendo 0,02% de azida sodica y 0,8 pl de dietil
etoximetilenmalonato. La reaccién se llevd a cabo a 50°C durante 50 minutos en
agitacion. La mezcla resultante fue enfriada hasta temperatura ambiente y 15 pl fueron
inyectados en el HPLC.
2.1.12.3. Cromatografia.

La separacion de los aminodcidos derivatizados fue realizada utilizando un
sistema de gradiente binario. Los solventes usados fueron (A) 25 mM acetato soédico
conteniendo 0,02% de azida sodica (pH 6,0) y (B) acetonitrilo. Los solventes fueron
introducidos en la columna con una velocidad de flujo de 0,9 ml/min como se describe a

continuacion: Tiempo 0,0-3,0 min, gradiente lineal de A-B (91:9) a A-B (86:14); 3,0-
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13,0 min, elucién con A-B (86:14); 13,0-30,0 min, gradiente lineal de A-B (86:14) a A-
B (86:31); 30,0-35,0 min, eluciéon con A-B (69:31).

2.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear.

2.2.1. Extraccion con acido percldrico de las semillas en desarrollo.

A partir de siete semillas congeladas se obtuvo un polvo fino mediante su
homogenizacion en mortero en presencia de nitrogeno liquido, afiadiéndosele 1 mL 3 M
HClO4. La mezcla congelada fue transferida a tubos de centrifuga de 50 mL y se
permitié su descongelacion a 4°C. El homogenado fue suplementado con 1 mL 1 M
HC10,4 y después centrifugado a 16000 rpm durante 20 minutos a 4°C. El sobrenadante
resultante fue retirado y el pellet fue extraido usando 1 mL 1 M HCIO, y centrifugado
como antes. El sobrenadante fue retirado y el pellet vuelto a extraer usando 2 mL de
agua y vuelto a centrifugar. Los sobrenadantes obtenidos fueron combinados
ajustandose a pH 5 usando 2 M KOH. La fraccion insoluble de KClO, generada fue
retirada mediante centrifugacion y el sobrenadante resultante fue liofilizado y redisuelto
en 1 mL de agua. La muestra fue centrifugada nuevamente a 16000 rpm durante 20
minutos a 4°C y el sobrenadante resultante fue liofilizado nuevamente siendo redisuelto
en agua (minima cantidad posible) y vuelto a centrifugar a 16000 rpm durante 20
minutos a 4°C y el sobrenadante diluido a un volumen final de 2,5 mL conteniendo 10

mM EDTA y 10 mM KH,POy y ajustado a pH 7,5.

2.2.2. Condiciones de adquisicion para la espectroscopia '"H-RMN.

Los espectros de "H-RMN de la fraccién soluble 4cida fueron tomados a 20 °C y
599,83 MHz en un espectrometro Varian UNity Inova 600 (Varian Inc., Palo alto, USA)
usando una sonda de resonancia triple 'H {*C/"°N} de 5 mm de didmetro, un angulo de
pulso de 90°, una anchura de espectro de 10 ppm, un retardo de relajacién de 2 s
incluyendo un pulso de supresion de agua a 1,98 s, un tiempo de adquisicion de 4 s 'y
320 transiciones por muestra. La caida libre de la induccién fue procesada con un
ensanchamiento de linea de 1 Hz usando el programa Nuts para Windows (Acorn NMR
Inc., Livermore, CA, USA). El desplazamiento quimico de los espectros fue

referenciado a la sefial de TSP a 0,00 ppm.
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2.2.3. Analisis estadistico.

Los espectros de RMN fueron convertidos en valores numéricos y tras la
eliminaciéon de los valores correspondientes al pico del agua, se procedié a la
normalizacion de los datos en funcion de la suma de los valores restantes. Estos datos
numéricos fueron objeto de estudio mediante el Andlisis de Componentes Principales
(ACP). En el ACP cada muestra es representada por un punto, de tal forma que aquellas
muestras que se encuentren cercanas en la representacion tendran perfiles de espectros
similares, mientras que las que se encuentren en posiciones alejadas tendran espectros
muy diferentes. Pudiéndose determinar que variables del espectro son responsables de

los patrones y tendencias encontrados.

2.3. Biologia Molecular.

2.3.1. Extraccion de mRNA.

Las extracciones de mRNA se realizaron mediante el Kit Micro-Fast Track de
Invitrogen a partir de aproximadamente 0,2 g de semillas, que fueron peladas y
pulverizadas en morteros estériles con nitrogeno liquido. El mRNA se resuspendia en
50 ul de 10 mM Tris-Cl pH 8,5. En el caso de emplearse para la sintesis de cDNA, se

resuspendia en 66 pl de agua destilada autoclavada.

2.3.2. Sintesis de la primera cadena de cDNA.

La sintesis de cDNA a partir del mRNA extraido, tal y como se indica en
el apartado 2.3.1 de los Materiales y Métodos, se realizé con el kit Ready-To-GoTM T-
Primed First-Strand Kit de Amersham-Pharmacia Biotech, siguiendo las instrucciones
del fabricante. Este kit utiliza la retrotranscriptasa del virus “Moloney Murine Leukemia

Virus” (M-MuLV) y un cebador oligo(dT) para generar la primera cadena de cDNA.

2.3.3. Estimacion de la concentracién de dcidos nucleicos.

La concentracion y pureza de los acidos nucleicos se determiné midiendo
la absorbancia a 260 y 280 nm en un espectrofotometro Ultrospec 3300 pro
(Pharmacia). La relacion entre la absorbancia medida a 260 nm y a 280 nm (260/280),
indica la pureza de los acidos nucleicos, mientras que la absorbancia medida a 260 nm

permite estimar la concentracion de acidos nucleicos presentes en la preparacion.
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Asi, una relacién 260/280 proxima a 1,8 indica que el DNA es puro,
correspondiendo una unidad de absorbancia a 260 nm a una concentracién de 50 pg/ml
de DNA de doble cadena. Para el caso del RNA, la relacién 260/280 debe aproximarse a
2, correspondiendo una unidad de absorbancia a 260 nm a una concentracion de 40

pg/ml de RNA (Sambrook y col., 1989).

2.3.4. Obtencion de DNA plasmidico.

Las extracciones de DNA plasmidico fueron llevadas a cabo mediante

lisis alcalina y se purificaron mediante columnas, con el GFX™ Micro Plasmid Prep
Kit de Amersham-Pharmacia Biotech. El DNA resultante se eluyé con 50-100 pl de
H,0.

Como comprobacion de la presencia del inserto el DNA resultante fue digerido
afiadiendo 10 U de endonucleasa de restriccion por cada pg de DNA en el tampdn
requerido por la enzima. La mezcla se incubaba al menos una hora y media a 37°C. El

resultado de la restriccion se visualizaba por electroforesis en gel de agarosa 1%.

2.3.5. Amplificacién de DNA mediante la reaccion en cadena de la polimerasa.

Todas las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador TGradient de
Whatman Biometra. La reaccion se realizé en un volumen final de 50 pl que contenia:
tampon comercial de la enzima (1x), 0,2 mM de cada desoxirribonucledtido (ANTPs),
0,5 uM de cada oligonucleétido, 0,1-1 ug de DNA y 1 U de Taq polimerasa de distintas
marcas. Los resultados de las reacciones de amplificacion se analizaban en geles de
agarosa como se describe en el apartado 2.3.7. de los Materiales y Métodos.
2.3.4.1. Disefio de cebadores.

El disefio de cebadores se llevo a cabo siguiendo los siguientes requisitos:
Longitud entre 18 y 25 pares de bases (pb).
Contenido G+C mayor o igual al 50%.
Temperatura de hibridacion (Tm) igual o menor a 72°C [Tm = 4x(G+C) + 2x(A+T)].
En posicion 37 siempre una G o C.
No formar estructuras secundarias.

No hibridar entre los cebadores utilizados en la misma reaccion
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Nombre Secuencia (5°-3") Tm (°C)
dINV TGGGARTGYCCNGAYTTYTWYCC 62,4
dHXKF GGNACNGGNACNAAYGC 56,4
dHXKR YTCNCCNARRTACATNCC 53,7
dPGIF TTYGCNTTYTGGGAYTGGGTNGG 63,3
dPGIR TGYTGNCCRTTNGTNCC 54,0
dPGKF GCNGARHTNCCNGANGARGG 57,2
dPGKR TCNARNCCCATCCANCC 55,2
dENOF ACYGGBATHTAYGARGC 51,5
dENOR GCCATBACCCCCANCC 58,0

Tabla 2.2. Cebadores degenerados utilizados para la amplificacion mediante PCR. Las degeneraciones se
indican de la siguiente forma: R (A,G), Y (CT), N (ACGT), W (AT), H (ACT), B(GCT). INV;
hexoquinasa, HXK; fosfoglucosa isomerasa, PGI; fosfoglicerato quinasa, PGK; enolasa, ENO. F,
fordward; R, reverse.

Los cebadores de secuencia especifica (Tabla 2.2.) se disefiaron a partir de las
secuencias nucleotidicas. Todos los cebadores fueron sintetizados por Amersham
Biosciences (Roosendaal, The Netherlands).
2.3.4.2. Condiciones de amplificacién.

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador TGradient de
Whatman Biometra. En condiciones estdndares, la mezcla se sometioé a una activaciéon
de la enzima y primera desnaturalizacion a 94°C durante 4 min. Posteriormente, se
efectuaron 30 ciclos en los que la mezcla se sometia a una primera etapa de
desnaturalizacion a 94°C durante 45 segundos, una etapa de alineamiento de secuencias
en la que la temperatura fue la Tm mas baja de los dos cebadores menos 2°C, y una
etapa de extension a 72°C durante 1 min. Finalmente la mezcla se sometié a 72°C
durante 10 minutos en los que se produjo una extension final de las secuencias. Estas
condiciones estandares fueron a veces modificadas de acuerdo a la Tm de los cebadores,
al molde, asi como a la longitud esperada de los fragmentos.
2.3.4.3. Amplificaciéon de cDNA mediante cebadores no especificos.

Para llevarla a cabo se utilizé un kit de Optimizacién de Invitrogen que consiste
en distintos tampones que se diferencian en la concentracion de MgCl, y el pH.

El volumen de reaccion fue de 50 pl en los que habia afiadido 0,25 ug de cada
cebador, 10 pl de tampén 5X, SU de polimerasa y de 1 - 150 ng de cDNA. Las
condiciones de amplificacion son las mismas que se indicaron anteriormente. Las
caracteristicas de los tampones con su nombre correspondiente se indican en la Tabla

2.3.
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pH
Mg*(mM) 1,5 2,0 2,5 35
8,5 B C D
9,0 E F G H
9,5 I J K L
10,0 M N 0 P

Tabla 2.3. Caracteristicas y nombre de los tampones del kit de Optimizacion (Invitrogen) utilizado
durante la clonacién de los fragmentos iniciales de los cDNA estudiados.

2.3.6. Amplificacién rapida de los extremos del cDNA (RACE).

Para amplificar el extremo 3° de los cDNA se emple6 el kit de optimizacioén con

un cebador interno del fragmento obtenido con los oligos degenerados y otro disefiado a
partir de la cola de poliadenina del mRNA (FA2Z). El procedimiento seguido es el
descrito para este kit.

Para amplificar el extremo 5 de los cDNA obtenidos se utiliz6 el Smart™-RACE
c¢DNA amplification kit (Clontech). La extraccion de mRNA se realiz6 como se
describe en el apartado 2.2.3.1 de los Materiales y Métodos. Tras la sintesis de la
primera cadena de cDNA siguiendo las instrucciones del kit, se realiz6 una reaccién de
PCR utilizando 5 pl del tampén BD Advantage 2PCR 10X, dNTPs en una
concentracion final de 0,2 mM para cada uno, 1 pl de BD Advantage 2Polimerasa Mix
50X y 5 ul de la mezcla de cebadores universal (UPM, Universal Primer Mix) 10X,
suministrado todo por el kit. Y se afiadieron los cebadores especificos disefiados a partir
del extremo 3° de las secuencias conocidas a una concentraciéon de 0,2 pM. Las
condiciones de la PCR variaron con respecto a las anteriores, y consistieron en 25 ciclos
en los que ocurria una primera etapa de desnaturalizacion a 94°C durante 30 segundos,
una etapa de alineamiento a 68°C durante 30 segundos y una tltima etapa de extension a
72°C durante 3 min.

Con los productos de esta reaccion se realizé una segunda PCR, utilizando las
condiciones anteriores pero en la que los cebadores fueron NUP 10X (Nested Universal
Primer, del Kit de SmartTM-RACE) y otros cebadores especificos disefiados e partir de
las secuencias conocidas pero en una localizacion mas cercana al 5° que los anteriores y

en la que solo se realizaron 20 ciclos.
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2.3.7. Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

La separacion de los fragmentos de DNA se llevé a cabo mediante
electroforesis en geles de agarosa, segun se describe en Sambrook y col. (1989). Los
geles se preparaban en tampdén TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM [pH 8,0]).
La concentracion de agarosa (p/v) en los geles variaba entre el 0,7% (para la separacion
de bandas de tamafios mayores o iguales a 1kb) y el 2% (para bandas de pequefio
tamafio) (p/v). Antes de ser sometidas a electroforesis, las muestras se suplementaban
con 1/6 del volumen de tampdn de carga de DNA compuesto por azul de bromofenol al
0,25% (p/v), xileno-cianol FF al 0,25% (p/v) y glicerol al 30% (v/v) en agua. Para
determinar el tamafio de los fragmentos de DNA se emplearon los marcadores de peso
molecular: GeneRuler™ 1kb DNA Ladder, y MassRuler™ DNA Ladder Mix,
suministrados por la casa comercial Fermentas. Las electroforesis se llevaron a cabo en
un aparato horizontal ECPS 3000/150 suministrado por Pharmacia, aplicando

diferencias de potencial entre 80 y 120 V.

Nombre Secuencia (5°-3") Tm (°C)
INVR1 TGTCAAGTTCTGTGAAGC 514
INVR2 CTTGATTTCCTCCACTGG 53,7
HXKR1 TTGGTGTAGTGTTCAAACAGCC 58.4
HXKR2 GAGTAGAATCATGATGCATTG 56,5
HXKF TCCTAAATCAGGAGAGATGG 553
PGIR1 CCGTTTGTTCCCGGTTCACC 61,4
PGIR2 AGAGATAAAGGTAATACTCC 51,2
PGIF TGCTCCACACAT TCAACAGG 61,4
PGKR1 CTAATAGTGACTCGATAACACC 56,5
PGKR2 ATCGTTGACGTACAGGTCGG 59,4
PGKF ATGGCGCTAGAGTCATCC 56,0
ENORI1 AGTGAAGTCCACGAGGTCC 58,8
ENOR2 AGCTGAGAGAACGTGAGCTCC 61,8
ENOF CTTGTTATGCCAGTTCCAGC 57,3
BamHIHXK TAGGATCCCGGCACCGGATGAAGAACTCC 70,9
HindIIIHXK CGCGAAGCTTGTGGACTCTATATATTCG 65,1
SphPGI GACTGCATGCATGGCGACTCTAATCTCAGACACTGC 72,9
PstPGI CTGACTGCAGTTATATCTTAGGCAATAGAGTTGTGG 68,3
SphPGK GACTGCATGCATGGCCACCAAAAAGAGTGTTAGTAGC 71,7
PstPGK TTAACTGCAGTCAAGCTTCATCCAACGCAGGCACACC 7,28
FA2Z AACTGGAAGAATTCGCGG 53,7
UPM CTAATACGACTCACTATAGGGC 58,4
NUP AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT 60,6

Tabla 2.4. Cebadores especificos utilizados para la amplificacién mediante PCR de los cDNA completos.
INV; hexoquinasa, HXK; fosfoglucosa isomerasa, PGI; fosfoglicerato quinasa, PGK; enolasa, ENO. F,
fordward; R, reverse.
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Para la deteccion del DNA en los geles y su visualizacion, éstos se sumergian en
una solucién de bromuro de etidio en agua. La visualizaciéon de los geles y el
almacenamiento de las imagenes se llevaron a cabo con un transiluminador de luz
ultravioleta Chemi Genius® Bio-Imaging System (Syngene) conectado con un ordenador

personal.

2.3.8. Purificacién de fragmentos de DNA de geles de agarosa.

Los fragmentos de DNA separados mediante electroforesis en gel de agarosa, tal
y como se describe en el apartado 2.2.3.7 de los Materiales y Métodos, se extrajeron del
mismo cortando las bandas de interés usando una cuchilla estéril y utilizando el kit
NucleoSpin® Extract (Macherey-Hagel, Holanda), siguiendo las instrucciones del

fabricante.

2.3.9. Tratamientos enzimaticos del DNA.
2.3.9.1. Restriccion del DNA.

Las reacciones de restriccion fueron realizadas mediante endonucleasas (New
England Biolabs y Amersham-Pharmacia) y se llevaron a cabo en un volumen de 20 ul,
segun las recomendaciones del fabricante, en el tamp6n suministrado con cada enzima.
Las digestiones con dos enzimas de restriccion se realizaron en un tampoén compatible
de la misma casa comercial o purificando el producto de la primera restriccién
(Materiales y Metodos, apartado 2.2.3.8) y realizando posteriormente la segunda.
Cuando era requerido, las enzimas eran inactivadas incubandolas durante 15 min a
65°C.
2.3.9.2. Desfosforilacion de extremos del DNA.

Para realizar ligaciones de fragmentos de DNA con extremos romos fue
necesaria la desfosforilacion de los extremos del plasmido sobre el que iba a realizarse
la ligacion, con el fin de aumentar la eficiencia de la misma. Para ello, se obtenia una
preparacién de plasmido segin el protocolo descrito en el apartado 2.2.3.4 de los
Materiales y Métodos, con la salvedad de que, en el paso final, el DNA se resuspendia
en agua MilliQ. Una fraccion de 1 pg del plasmido asi obtenido se sometia a restriccion
con la enzima deseada, en un volumen final de 40 pl. Una vez la digestion era completa,
a esta mezcla de reaccion se le afiadian 6U de fosfatasa alcalina de intestino de ternera
(Boehringer Mannheim) y 5 pl de tampén 10X comercial y agua MilliQ, hasta un

volumen final de 50 pl, y se incubaba durante 30 min a 37°C. A continuacién, la mezcla
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de reaccidn se suplementaba con EDTA 200 mM [pH 8,0] y se incubaba durante 15 min
a 65°C para la inactivacion de la enzima. Finalmente, el DNA se purificé utilizando el
kit NucleoSpin® Extract (Macherey-Hagel, Holanda) y siguiendo las instrucciones del
fabricante.
2.3.9.3. Ligacién de fragmentos del DNA.

Para calcular la cantidad apropiada de inserto (producto de PCR) a incluir en la

reaccion de ligacion, se uso la siguiente ecuacion:

ng de vector x Kb de inserto
Kb del vector

x proporcion inserto : vector = ng de inserto

La ligacion de fragmentos de DNA se realizaron mezclando preparaciones de los
fragmentos (la proporcion inserto: vector dptima fue 3:1) e incubando en presencia de la
T4 DNA Ligasa (Fermentas o Promega), siguiendo en ambos casos las instrucciones del
fabricante. Las ligaciones se llevabaron a cabo en un volumen final de 20 pl del tampén
comercial de la enzima 10X suministrado por los fabricantes.

El plasmido pGEM-T Easy Vector (Promega) lleva unas colas de deoxitimina de
cadena simple en sus extremos 3’, en el sitio de insercion. Estas colas aumentan la
eficiencia de ligacion para productos de PCR, previniendo la recirculacion del vector y
proporcionando colas compatibles a las generadas en la PCR por las polimerasas
termoestables usadas, ya que, estas polimerasas afiaden deoxiadenina al extremo 3’ de
los fragmentos amplificados. La ligacién en el plasmido se realizé a 15°C durante 2
horas, en una mezcla de reacciéon que contenia Tris-HC1 30 mM [pH 7,8], MgCl, 10
mM, DTT 10 mM, ATP 0,5 mM, PEG al 5%, 55 ng de vector, 3U de ligasa de T4
(Promega) y una cantidad apropiada del inserto de DNA.

La ligacion en el plasmido pQE-80L se realiz6é a 22°C durante X horas, en una
mezcla de reaccion que contenia Tris-HCI 40 mM [pH 7,8], MgCl, 10 mM, DTT 10
mM, ATP 0,5 mM, 400 ng de vector y 2U de ligasa de T4 (Fermentas) y una cantidad
apropiada del inserto de DNA (40 — 80 ng). La enzima se inactivé al incubar durante 10

minutos a 65°C.
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Plasmidos Caracteristicas Ref/Casa comercial
pQE-80L Vector de expresion Quiagen
pGEM-T® Vector de clonacién y secuenciacion

Para productos de PCR Promega

Tabla 2.5. Plasmidos empleados para la ligaciéon de fragmentos de DNA.

2.3.9.4. Secuenciacion del DNA.
La secuenciacion de los insertos de vectores fue llevada a cabo en los
laboratorios GATC GmbH (Konstanz, Alemania). Las secuencias remitidas fueron

identificadas mediante homologia con secuencias conocidas utilizando el programa

BLAST 2.0 (Basic Local Alignment Search Tools).

2.3.10. Analisis de la expresion de mRNA mediante PCR a tiempo real.

Mediante la combinacién de técnicas de fluorescencia y la capacidad de
deteccion, la PCR a tiempo real permite monitorizar el proceso de reaccion siguiendo su
desarrollo ciclo a ciclo (Heid y col., 1996; Bustin, 2002).

Durante el proceso de la PCR la reaccion pasa por dos fases distintas. Una
primera fase donde tiene lugar un incremento exponencial de las moléculas de DNA,
una mayor cantidad de DNA de partida implica mayor producto de reaccion. Y una
segunda fase, en la que la reaccién alcanza una fase estacionaria en la que los
componentes de la mezcla de reaccién comienzan a ser limitantes, los inhibidores de la
reaccion se acumulan y la polimerasa pierde actividad.

El incremento en la emision de fluorescencia (ARn) que tiene lugar durante el
transcurso de la reaccion estd directamente relacionado con el incremento en la
amplificaciéon de la secuencia diana. Cuando este incremento es expresado frente al
numero de ciclos se obtiene una curva de amplificacion. El parametro Cu (ciclo umbral)
se define como el ciclo en el cual la sefial de fluorescencia cruza el umbral superando la
linea base. En este punto en el cual la curva de fluorescencia cruza el umbral, la
reaccion se encuentra en fase exponencial, existiendo relacion lineal entre el logaritmo
de cambio de fluorescencia y el ntimero de ciclos. Cuanto mayor es la cantidad de DNA
molde de partida menos ciclos son necesarios para que el producto de reaccion se
acumule y pueda ser detectado y, por tanto, mas rapido se alcanza el Cu. El Cu nos

permite cuantificar el DNA presente en la muestra y asi, la expresion del gen.
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Como método de generacion de fluorescencia se empled el SyberGreen®, cuya
fluorescencia se ve incrementada cuando se une al surco menor del DNA de doble
cadena generadas en la PCR. La diferenciacion entre productos especificos y no
especificos se logra mediante la representacién de la fluorescencia como una funcién de
la temperatura, generando una “curva de melting” para cada producto de amplificacion.
Asi cada producto posee un “pico de melting” caracteristico en funcién de su
composicion nucleotidica, que permite distinguirlo de posibles artefactos generados
durante la amplificacién.

Para la cuantificacién del producto de PCR la sefial de fluorescencia, medida
durante el transcurso de la reaccion, es digitalizada y transformada en un valor numérico
que corresponde al valor de Cu para cada uno de los productos amplificados. En nuestro
caso, los valores de Cu nos permitieron la cuantificacién absoluta, es decir, la
determinaciéon del numero de copias de los transcritos de los genes en estudio,
relacionando la sefial de PCR con una curva de calibracién (Bustin, 2000).
2.3.10.1. Reacciones de PCR a tiempo real para los genes en estudio.

El mRNA se aislo de las muestras (Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.1)
obteniéndose posteriormente el cDNA (Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.2) y éste
fue cuantificado seglin el procedimiento previamente descrito (Materiales y Métodos,

“apartado 2.2.3.3).

El estudio de la expresion de cada uno de los genes fue realizado mediante la
amplificacion de una region concreta de los mismos, de unas 100 pb, empleandose los
cebadores descritos en la tabla 2.6. Estos cebadores tienen un tamafio de entre 15 y 20
pb, su porcentaje de G/C es menor al 70%.

Como reactivo para la emisiéon de fluorescencia se empleé SYBR Green
(Quiagen). Las reacciones de amplificacion a tiempo real se realizaron en un volumen
final de 25 pl, conteniendo 12 pul de 2x QuantiTect SYBR Green PCR Master mix (con
una concentracioén final de MgCl, de 2,5 mM), cebadores con concentracion final de 0,3
uM, agua libre de RNasa hasta llegar al volumen de 25 pl, y 2 pl de muestra.

Las reacciones de amplificacion se realizaron empleando el sistema de deteccion
Smart Cycler II (Cepheid), con tubos de 25 ul (Cepheid), siguiendo un protocolo en tres
pasos:

Desnaturalizacion: 95°C, 120 seg (1 ciclo).
Amplificacion: 95°C, 30 seg; 55°C, 90 seg; 72°C 150 seg (40 ciclos).
Melting: comenzando a 60°C y subiendo 0,2°C por segundo hasta 95°C.
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Tras finalizar la reaccidn se comprobo la ausencia de dimeros de cebadores y la
especificidad de productos de PCR mediante el anélisis de las “curvas de melting”.
2.3.10.2. Cuantificacién de los productos de PCR.

Para la cuantificacién del nimero de copias de los transcritos de los genes se
realizé una curva de calibracién para cada uno de ellos. Para ello se calcularon las Cu de
diluciones diferentes diluciones de concentracion conocida, utilizindose como molde
construcciones del plasmido pGEM-T easy que contenian insertos de aproximadamente
500 pb que a su vez incluian las secuancias que posteriormente iban a ser utilizadas
durante con las muestras de cDNA, manteniendose en ambos caosos las mismas
condiciones de reaccion. Las rectas de calibracion se llevaron a cabo conociendo el
nimero de copias de moléculas de plasmido/pl DNA y su Cu, con el mismo softwarwe

del Smart Cycler II (Cepheid).

Nombre Secuencia (5°-37) Tm (°C)
cINVF TAGATAATCCCTCGGATGC 53,7
cINVR CTTGATTTCCTCCACTGG 53,7
cHXKF CGAGTATGATGAAGGTCTTGATGG 61,0
cHXKR CAAGACTCGTCTCACAACTTCC 60,3
cPGIF TGCTCCACACATTCAACAGG 57,3
cPGIR TAAGGCAGCATAGCTCTTGC 57,3
cPGKF ACCTGTACGTCAACGATGC 56,7
¢PGKR CAACAAGGTAGTCAAGCTCC 57,3
cENOF ATAGGAATGGATGTTGCTGCTTCC 57,3
¢cENOR AGCTGAGAGAACGTGAGCTCC 61,8

Tabla 2.6. Cebadores utilizados en la PCR a tiempo real. invertasa, INV; hexoquinasa, HXK;
fosfoglucosa isomerasa, PGI; fosfoglicerato quinasa, PGK; enolasa, ENO. F, fordward; R, reverse.

2.3.11. Transformacién genética.

2.3.11.1. Preparacion de células competentes.

El método seguido fue el descrito por Sambrook y col., (1989). Las estirpes de
E. coli utilizada fueron DH5-a y XL1-Blue. Para su preparacion se siguid el protocolo
siguiente:

Las células se cultivaron a 37°C en medio LB solido (1% bactotriptona, 0,5%
extracto de levadura, 1% NaCl, pH 7,0, para medio sélido se afiadié 1,5% agar) durante
la noche. Pasado este tiempo se usé una sola colonia para preinocular en 5 ml de medio
yBroth (2% bactotriptona, 0,5% extracto de levadura, 0,4% MgSO4, 10 mM KCI) y se
cultivd en agitacién continua a 37°C hasta que la DOsso fue 0,375 (3 horas

aproximadamente). El preindculo se afiadié a 100 ml de yBroth precalentado a 37°C en
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un matraz de 500 ml. Este se incub6 a 37°C en agitacion (200 rpm) hasta que la DOss
fue de 0,48. A continuacion el cultivo se incub6 10 min en hielo, se transfirié a tubos de
centrifuga previamente enfriados en hielo, y se centrifugo durante 5 min a 4°C y a 3000
rpm, en una centrifuga Sorvall (modelo RC5C).Tras la centrifugacion se descartd el
sobrenadante y las células sedimentadas se resuspendieron en 30 ml de solucién TjBI
(100 mM RbCI, 50 mM MnCl,-4H,0, 30 mM acetK, 10 mM CaCl,, 15% glicerol;
ajustado a pH 5,8 con acético 0,2 M y esterilizado por filtracion) previamente enfriada.
Se incubé en hielo 10 minutos, de nuevo se sedimentaron las células y se resuspendid
en TjBII (10 mM MOPS, 10 mM RbCl, 75 mM Cl,Ca, 15% glicerol; ajustado a pH 7
con NaOH, esterilizado por filtracién) preenfriado. Finalmente las células se
distribuyeron en alicuotas de 100 o 200 ul, se congelaron en nitrégeno liquido y se
conservaron a —80°C.

2.3.11.2. Transformacién mediante choque térmico.

El método utilizado para la transformacion fue el descrito por Sambrook y col.,
(1989). El volumen de ligacion se mezcld con 100 pl de células competentes
previamente descongeladas en hielo. La mezcla se incubd durante 15-30 min en hielo y
pasado este tiempo se someti6é a un choque térmico durante un minuto y medio a 42°C.
Posteriormente se mantuvo 7 min a temperatura ambiente e inmediatamente después se
afiadi6 1,5 ml de LB liquido. Se incub6 a 37°C y en agitacién durante 1 hora.
Transcurrido este tiempo se sembréo en medio LB solido al 1% de agar (p/v)
suplementado con 100 mg/ml de ampicilina y 250 mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-galactopiranosido (X-Gal). La placa de Petri fue incubada durante 10-12 horas a
37° C. En los transformantes que contienen el inserto se interrumpe la secuencia
codificante del gen beta-galactosidasa y pueden ser identificados por el tipo color de las
colonias en la placa suplementada con X-Gal como sustrato. Los clones que contienen

el inserto producen colonias blancas y las que no lo tienen azules.

2.3.12. Expresién heterdloga en E.col v purifcacidn de las proteinas recombinantes.

Las células de E. coli que contenian las construcciones correspondientes a las
proteinas recombinantes, fueron crecidas bajo agitacion constante a 37°C en medio LB
con ampicilina (100 mg/L). Las células fueron inducidas a DOggo 0,5 con 0,6 mM
isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG), y crecidad durante 2h a 37°C. Las células
fueron recogidas mediante centrifugacién (10 minutos a 10000 g) y el pellet fue
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congelado a -80°C hasta su posterior uso. Todos los pasos de posterior siguientes se
realizaron a 4°C. El pellet bacteriano fue descongelado en 10 mL de tampon de lisis (50
mM NaH,PO,, 10 mM imidazol, 0,3 M NaCl) ajustandose a pH 8,0 con NaOH y
suplementado con 1 mM fenilmetilsulfonil fluoruro (PMSF) y 0,1% de TritonX-100.
Para lisar las células se emple6 una prensa de French (18,00 psi). A continuacion se
centrifugé a 10000 g y el sobrenadante fue adsorbido en contacto simple en 1 mL de
resina Ni-NTA preequlibrada con tampén de lisis durante 60 minutos. La solucion fue
posteriormente vertida sobre una columna desechable de 0,5 cm de didmetro. La
columna fue lavada con 16 mL de tampén de lisis seguido de 12 mL de tampén de
lavado (50 mM NaH,PO,, 20 mM imidazole, 0,3 M NaCl). Las proteinas recombinantes
unidas a la resina fueron eluidas de la columna con 4.5 mL de tampén de elucién (50
mM NaH2PO4, 250 mM imidazol, 0,3 M NaCl) y recogidas en nueve fracciones de 0,5
mL. Las diferentes fracciones fueron visualizadas mediante SDS-PAGE vy tincién con
azul de Coomassie y las fracciones que contenian las proteinas fueron unidas y
dializadas toda la noche frente a 2L de tamp6n de dialisis (25 mM Tris-HCI pH 7,5, 1
mM MgCl,, 1 mM DTT) a 4°C con en agitacion. La concentracion de proteinas de las
fracciones purificadas fue determinada mediante el método de Bradford (1976), usando
el reactivo de ensayo de proteinas de Bio-Rad (Bio-Rad Laboratories, Mississauga, ON,
Canada) albumina bovina como estdandar. Por ultimo se afiadié glicerol a una

concentracion de 50% (v/v) y la solucién fue almacenada a -20°C.

2.3.13. Analisis informatico de secuencias de DNA vy proteinas.

Las secuencias obtenidas tras la secuenciacion (Materiales y Métodos, apartado
2.2.3.9.4)) fueron identificadas mediante homologia con secuencias conocidas
utilizando el programa BLAST 2.0 (Basic Local Alignment Search Tools).

El alineamiento de secuencias de aminodcidos se llevd a cabo utilizando el
programa informatico ClustalX v1.8 (Thompson y col. 1997) y la construccién de
arboles filogenéticos mediante €l uso del programa Treview 1.6.6 (Page, 1996).
Asimismo, el paquete informatico DNATools 6.0 (Calsberg) aportd numerosas
herramientas para manejar las secuencias como la busqueda de marcos abiertos de
lectura (ORF) o la traduccion de las secuencias de los nucledtidos a aminoécidos.

Para el estudio de la presencia de péptidos sefial en la regién N-terminal y el
analisis de la localizacién celular de las proteinas, se utilizaron los distintos programas

disponibles en las direcciones siguientes:
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o http://wolfpsort.org/ (WOLF PSORT )

. http://pprowler.imb.ug.edu.aw/ (Protein Prowler Prediction)

. http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ (TargetP 1.1)

2.3.14. Modelado tridimensional de las proteinas.

A partir de modelos estructurales pertenecientes a proteinas homologas descritos
en la base de datos de estructuras tridimensionales de proteinas RCSB PDB (Berman et
al., 2000) y mediante el uso de la secuencia de aminoacidos codificada en los mRNA
clonados se postuld la estructura secundaria de las proteinas utilizando los métodos
disponibles (PSIPRED, McGuffin et al., 2000; JPRED, Cuff and Barton 2000; PROF,
Ouani y King 2000; PHD, Rost 1996 y SSpro, Pollastri y col., 2002). Las estructuras
obtenidas presentaron una alta similitud con los homodlogos cuyas estructuras

previamente habian sido resueltas.

2.4. Western blot.

Las proteinas previamente separadas mediante electroforesis SDS-PAGE
(Materiales y Métodos, apartado 2.2.1.3) fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa de 0,45 pm de poro (Nitrocellulose mebranes for blotting, Sigma-
Aldrich®). Para ello se utiliz6 una cubeta de transferencia (XCell II mini-Cell, Novex)
y un tampoén Tris-Glicina (12 mM Tris base, 96 mM Glicina, 20% etanol) a 25 voltios
constantes durante 2h. Para comprobar la eficacia de la transferencia la membrana fue
tefiida con Ponceau durante 15 minutos en agitacion suave, pudiéndose visualizar el
desarrollo de las proteinas. A continuacién se eliminé el colorante lavando la membrana
con TBST (0,8% NaCl, 20 mM Tris-HCI pH 7,6, 0,1% Tween 20).

Una vez finalizada la transferencia, la membrana fue introducida en la solucién
de bloqueo (5% leche en polvo desnatada en TBST) y sometida a agitacién suave
durante 1 hora. Pasado este tiempo se procedio a la retirada de la solucion de bloqueo y
al lavado de la membrana con TBST, siendo realizados tres lavados de 10 minutos cada
uno.

A continuacién se incubd la membrana con el anticuerpo primario. Se utiliz6 una
dilucién 1/5000 en 1% BSA/TBST y se incub6 durante una hora en agitacién suave.
Después de retirar la soluciéon con el anticuerpo primario, la membrana se lavé de la

misma forma que se describe en el parrafo anterior.
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El siguiente paso consistié en la incubacion con el anticuerpo secundario (Anti-
Rabbit IgG-Peroxidase, Sigma®). Se utiliz6 una dilucién 1/10000 en 1% BSA/TBST
durante una hora en agitacion suave. Tras la incubacion la membrana fue lavada tres
veces durante 10 minutos con TBST y otras tres con TBS (0,8% NaCl, 20 mM Tris-HCI
pH 7,6).

Par la deteccion se utilizé el kit de quimioluminiscencia Pierce ECL Western

Blotting Substrate, siguiendo las instrucciones que aporta
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Resultados y Discusion

1. LA GLUCOLISIS DURANTE EL PERIODOD DE LLENADO DE LAS
SEMILLAS.

1.1. Contenido en carbohidratos solubles de las semillas de girasol.

El metabolismo de los azicares y su control juega un papel primordial en la
fisiologia de la planta, siendo éste un punto clave en el desarrollo de los tejidos no
fotosintéticos. Los embriones dependen del aporte de sacarosa como principal fuente de
carbono (King y col., 1997), siendo ésta hidrolizada irreversiblemente mediante las
enzimas invertasas (B-fructofuranosa; EC 3.2.1.26) dando lugar a los monosacaridos
glucosa y fructosa, de tal forma que ambas hexosa junto con la sacarosa constituyen los

azicares solubles mas abundantes en las semillas en desarrollo.
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Figura 3.1. Cambios en el contenido de sacarosa ((J), glucosa (ZZ) y fructosa (7ZZZ) durante el periodo de

acumulacion de productos de reserva en las semillas de girasol en desarrollo. DDF, dias después de
floracién.

La regulacion de la concentracion de los azicares en las semillas oleaginosas en
desarrollo es importante por diferentes cuestiones, ya que tiene consecuencias sobre las

condiciones osméticas de las semillas, el mantenimiento del flujo de carbohidratos
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(Patrick y Offler, 1995) y también estd implicado en el control de la expresion génica
durante el desarrollo (Hill y col., 2003).

Los cambios en los niveles de carbohidratos que se pueden observar en las
semillas en desarrollo de girasol, pertenecientes a la linea CAS-6, muestran como se
produce un descenso a lo largo del desarrollo de todos los carbohidratos estudiados,
aunque esta disminucion presenta diferencias en funcion del tipo de azucar, ya que la
caida en los niveles de sacarosa, que es el azucar soluble mayoritario, aparece
fundamentalmente a partir del dia 25 después de floracion, mientras que en el caso de
las hexosas se alcanza una valor inferior al 50% del inicial sobre el dia 20, siendo la
glucosa el monosacarido que mas desciende ya que al final del periodo de estudio la
concentracion que se determiné fue la menor de las tres.

En funcién de las variaciones que aparecen en los niveles de sacarosa y hexosas,
se pueden identificar distintas fases en el desarrollo del embrion. La fase inicial en la
cual los niveles de hexosas son los mas elevados coincidiria con una etapa de alta
actividad mité6tica debido a que estos niveles elevados mantendrian la divisién celular y
la expansion del embrion (Weber y col., 1996), produciéndose a continuacién un
descenso tanto de la glucosa como de la fructosa. A diferencia del fenémeno
anteriormente descrito, el comportamiento de los niveles de sacarosa va a depender de
la especie en estudio, ya que existen casos donde el disacarido aumenta durante el
desarrollo (Hill y col., 2003; Tomlinson y col., 2004) y otros en los que no se aprecian
importantes cambios a lo largo del tiempo (King y col., 1997). En el caso de las semillas
en desarrollo de girasol los niveles de sacarosa son superiores a los de las hexosas desde
el principio y no se produce un incremento en la concentraciéon durante el desarrollo
sino que al contrario se produce una disminucién gradual del contenido en el disacérido.

Existen evidencias de la relacion existente entre los niveles de azlcares y la
acumulacion de productos de reserva, como es el caso de la sintesis de almidén
(Borisjuk y col., 2003), incluso para la sintesis de proteinas (Sanchez-Romero y col.,
2002), teniéndose menos informacion sobre la relacion entre estos niveles de
metabolitos y el establecimiento de la fase de acumulacién de lipidos (Tomlinson y col.,
2004).

El descenso de los azhcares solubles indica su uso durante la fase de
acumulacion de productos de reserva, ya que los monosacaridos provenientes de la
hidrélisis de la sacarosa serian convertidos en hexosas-fosfato, pudiendo entrar en la

ruta glucolitica y actuar como fuente de carbono y suministrar poder reductor y energia
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tanto para el crecimiento como para la sintesis de lipidos y proteinas, compuestos de
reserva principales en las semillas de girasol.

La relacién existente entre la sacarosa y la biosintesis de 4cidos grasos en las
semillas oleaginosas en desarrollo se pone claramente de manifiesto en el caso de los
mutantes wrinkled-1 de Arabidopsis thaliana, en los cuales se ha descrito un menor
contenido lipidico asociado con una mayor cantidad de azdcar solubles en las semillas

en desarrollo (Focks y Benning, 1998).

1.2. Determinacion de los parametros cinéticos aparentes en extracto crudo.

Una vez que la sacarosa ha sido hidrolizada en las hexosas correspondientes,
éstas entran a formar parte de los metabolitos precursores de la ruta glucolitica, que
genera tanto los esqueletos de carbono como la energia y el poder reductor necesarios
para la biosintesis intraplastidial de los 4cidos grasos.

El mutante wrinkled-1, que anteriormente fue citado para relacionar los niveles
de aztcares y la sintesis de lipidos, presenta a su vez deficiencias en la ruta glucolitica,
ya que varias de las actividades enzimaticas de esta via se encuentran reducidas en
comparacién con el silvestre, fundamentalmente a nivel de la actividad hexoquinasa y
fosfofructoquinasa dependiente de PPi, aunque también se ven afectadas las actividades
fructoquinasa, fosfoglicerato mutasa, aldolasa, enolasa y piruvato quinasa, estando la
actividad fosfoglicerato quinasa reducida en menor medida que las anteriores.

Debido a la relacién existente entre la glucolisis y la acumulacién de productos
de reserva, se procedié al estudio de las actividades pertenecientes a esta ruta, de tal
forma que se pueda determinar el grado de influencia que pudiesen presentar sobre los
procesos biosintéticos.

Los parametros cinéticos aparentes correspondientes a las actividades
enzimaticas glucoliticas caracterizadas durante el desarrollo de las semillas de girasol se
muestran en la Tabla 3.1. Para el calculo de dichos valores se llevaron a cabo tres
repeticiones utilizando distintas concentraciones de sustrato. Tanto la Km como la

Vmax se obtuvieron aplicando la formula de Michaelis-Menten a los datos obtenidos.
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Enzima Kn V max Vmax'Km
Invertasa neutra 542 1836 3.4
Hexoquinasa 0,044 5,7 129,5
Fructoquinasa 0,06 55 916,6
Fosfoglucosa isomerasa 23,13 19890 860
Fosfofructoquinasa depn. de ATP 0,18 66 366,6
Fosfofructoquinasa depn. de PPi 1,41 115 81,5
Fructosa-1,6-bifosfato aldolasa 0,007 38 5428
Triosafosfato isomerasa 1,96 24730 12617
Gliceraldehido-3-P deshidrogenasa 0,897 4121 4594
Fosfoglicerato quinasa 0,25 2971 11884
Fosfoglicerato mutasa 1,77 303 171
Enolasa 0,059 382 6474
Piruvato quinasa 0,4 143 357

Tabla 3.1. Pardmetros cinéticos aparentes correspondientes a las actividades glucoliticas totales. Los
valores de Km y Vmax se expresan en mM y nmol/min/mg proteina respectivamente.

Ademas de las enzimas anteriormente mencionadas, también se determiné la
actividad sacarosa sintasa, que cataliza la hidrdlisis reversible de la sacarosa en fructosa
y UDP-glucosa, resultando ser ésta muy inferior a la actividad invertasa neutra.

Los niveles de actividad maximos fueron determinados para las enzimas
triosafosfato isomerasa y fosfoglucosa isomerasa, pudiéndose agrupar el resto de
actividades en diferentes grupos en funcién de su actividad maxima, estando formado el
segundo grupo por las actividades gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa,
fosfoglicerato quinasa e invertasa neutra, el tercero por fosfoglicerato mutasa y enolasa,
seguidos de piruvato quinasa y fosfofructoquinasa dependiente de PPi, mientras que los
dos ultimos grupos corresponderian a los formados por fosfofructoquinasa dependiente
de ATP, fructoquinasa y aldolasa, y la hexoquinasa como actividad con menor Vmax.

Los valores inferiores de eficiencia catalitica (Vmax/Km) se corresponderian con
posibles pasos limitantes dentro de la ruta, siendo las actividades invertasa neutra,
fosfoglucoquinasa dependiente de PPi, hexoquinasa y fosfoglicerato mutasa aquellas
que presentan los valores mas bajos encontrados para las diferentes actividades de la via

glucolica en las semillas en desarrollo de girasol.

1.3. Estudio de las actividades glucoliticas plastidiales.

La ruta glucolitica plastidial participaria de forma directa en el suministro de
esqueletos carbonados, energia y poder reductor para la sintesis de novo de los acidos
grasos, que tiene lugar dentro de los plastidios. Por lo tanto con la finalidad de conocer

las actividades presentes en los plastidios de las semillas en desarrollo de girasol se
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llevé a cabo la determinacién de éstas en preparaciones de plastidios aislados. Los
resultados se muestran en la Tabla 3.2.

Ademas de los distintos controles que se tuvieron en cuenta para determinar la
integridad de los plastidios aislados, para el anlisis de los resultados obtenidos se ha
considerado como marcador citosélico, tal y como estd descrito en la literatura, la
actividad fosfofructoquinasa dependiente de PPi [PFK(PP;)]. Todas aquellas actividades
cuyo porcentaje de recuperacién con respecto al extracto total sean inferiores al del
marcador citosélico se consideran inexistentes dentro de los plastidios. Por lo tanto, la
principal conclusion a partir de estos resultados es que los plastidios de las semillas en
desarrollo de girasol carecen de una ruta glucolitica completa que les permitan utilizar

cualquier intermediario de ésta en la sintesis de acidos grasos.

Enzimas Extracto total Plastidios % actividad plastidial
HXK 0,5+0,1 0,010 2,0
FK 0,5+0,1 nd 0
PGI 5555,8+380 176,6+15,1 3,2
PFK(PP1i) 2,3+0,3 0,03+0 1,3
PFK(ATP) 1+£0,2 0,02+0,01 2,0
ALD 24+0,1 0,04+0,01 2,0
TPI 280,9+93,4 6,9+0,5 2,5
G3P-DH 42+0,5 0,2+0,02 0,5
PGK 8,1+0,7 0,5+0,04 6,2
PGM 24,9+1,7 0,7+0,1 2,8
ENO 7,3+2,1 0,1+0,02 1,4
PK 13,8+3,1 0,3+0,02 2,2

Tabla 3.2. Actividades enziméticas de la ruta glucolitica en preparaciones de plastidios aislados de la
linea CAS-6 obtenidos a partir de semillas en desarrollo de 17 DDF. La actividad se expresa en
nmol/min/mg proteina. Los datos presentados son medias de 3 experimentos con la desviacion
estindar que se muestra. HXK, hexoquinasa; FK, fructoquinasa; PGI, fosfoglucosa isomerasa;
PFK(PPi), fosfofructoquinasa dependiente de PPi; PFK(ATP), fosfofructoquinasa dependiente de
ATP; ALD, fructosa-1,6-bisfosfato aldolasa; TPI, triosafosfato isomerasa; G3P-DH, gliceraldehiso-3-
fosfato deshidrogenasa; PGK, fosfoglicerato quinasa; PGM, fosfoglicerato mutasa; ENO, enolasa; PK,
piruvato quinasa.

Al igual que en otras especies vegetales (Emes y Tobin, 1993) y a diferencia de
lo que ocurre en los embriones de colza (Eastmond y Rawsthorne, 2000), los plastidios
de las semillas en desarrollo de girasol carecen de una ruta glucolitica completa, no
encontrandose presente ni la actividad fructoquinasa ni la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, ya que en el primero de los casos no se detecto la presencia de
actividad alguna en los plastidios y en el siguiente el porcentaje de recuperacion fue

inferior al del marcador citosélico. Por lo que parece evidente que las rutas citosélica y
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plastidial no operan de forma asilada sino que lo hacen intercambiando metabolitos de
un compartimento a otro, que seran necesarios para la biosintesis intraplastidial de
acidos grasos (Pleite y col., 2005), siendo identificados hasta la fecha determinados
transportadores localizados en la membrana plastidial, que se encargan del transporte
especifico de metabolitos intermediarios de la ruta glucolitica entre los plastidios y el

citosol (Tobin y Bowsher, 2005).

1.4. Evolucion de las actividades durante la fase de sintesis de productos de

reserva.
Se ha estudiado la evolucién de las diferentes actividades glucoliticas en extracto
crudo durante el desarrollo de las semillas, pudiéndose agrupar las enzimas en distintos
grupos dependiendo de sus perfiles de actividad en funcién del tiempo, ya que existen
tanto enzimas cuyas actividades aumentan, otras que disminuyen y otras que no
presentan cambios significativos que permitan observar un determinado perfil durante el
periodo de llenado de la semilla. Dentro del primer grupo se encuentran las actividades
invertasa neutra, hexoquinasa, fosfoglucosa isomerasa y fosfoglicerato mutasa (Figura
3.2), en todos los casos aparece un maximo de actividad entre los 10 y los 12 dias
después de floracion, seguido de un descenso que en los tres primeros casos se hace mas
patente a partir del dia 18, mientras que en la fosfoglicerato mutasa aparece en el dia 16.
Las actividades que aumentan durante el tiempo (Figura 3.3),
gliceraldehido-3-P deshidrogenada, fosfoglicerato quinasa y enolasa, presentan un perfil
comun que se caracteriza por alcanzar un maximo entorno al dia 18 que se mantiene sin
muchas variaciones salvo en el caso de la enolasa, en el cual aparece un descenso nov

muy significativo a partir del dia 24.
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las graficas se representa la actividad enzimatica expresada como nmol/min/mg proteinas frente a los dias

Invertasa neutra (IN), hexoquinasa (HK), fosfoglucosa isomerasa (PGI) y fosfolicerato mutasa (PGM). En
después de floracion (DDF).

Figura 3.2. Actividades glucoliticas que disminuyen durante el periodo de llenado de las semillas.
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Figura 3.3. Actividades glucoliticas que aumentan durante el periodo de llenado de las semillas.
Gliceraldehido-3-P deshidrogenasa (G3PDH), fosfoglicerato quinasa (PGK), enolasa (ENO). En las
graficas se representa la actividad enzimatica expresada como nmol/min/mg proteinas frente a los dias
después de floracion (DDF).
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El resto de enzimas de la ruta no presentan variaciones tan marcadas como en
los casos anteriores, incluso en los caso de las actividades fosfofructoquinasa
dependiente de PPi y triosafosfato isomerasa (Figura 3.4), practicamente la actividad no
varia durante el desarrollo ya que alcanzan valores cercanos al maximo de actividad
durante todo el periodo de llenado, aunque en el primero de los casos a partir del dia 16

se produce un leve descenso de la actividad.

PFK(PPi)
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Figura 3.4. Actividades glucoliticas que no varian significativamente durante el periodo de llenado de las
semillas. Fosfofructoquinasa dependiente de PPi (PFK(PPi)) y triosafosfato isomerasa (TPI). En las
graficas se representa la actividad enzimatica expresada como nmol/min/mg proteinas frente a los dias
después de floracién (DDF).

Las actividades restantes, fructoquinasa, fosfofructoquinasa dependiente de
ATP, aldolasa y piruvato quinasa (Figura 3.5), no presentan un perfil claro durante el
desarrollo. La actividad fructoquinasa es méxima de los dias 16 al 20, volviendo a
alcanzar valores similares a los iniciales a partir del dias 22, por lo que los maximos se
encuentran en la zona media del periodo de llenado. La fosfofructoquinasa dependiente
de ATP, presenta un minimo durante el dia 14 aunque posteriormente vuelve a aumentar
hasta el dia 18 donde practicamente se mantendra constante hasta el dia 26. Esta
actividad es en todo momento inferior a la fosfofructoquinasa dependiente de PPi, que
ademas presenta una mayor eficiencia catalitica (Tabla 3.1), que compite con ella a
nivel citosélico por el sustrato, aunque a medida que se desarrolla la semilla esta
diferencia se reduce. Las dos restantes actividades, aldolasa y piruvato quinasa, no
presentan una tendencia clara aunque en el primer caso parece que la actividad siguiera

un patrén ascendente con un maximo durante el dia 16.
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Figura 3.5. Actividades glucoliticas que no presentan un perfil definido durante el periodo de llenado de
las semillas. Fructoquinasa (FK), aldolasa (ALD), fosfofructoquinasa dependiente de ATP (PFK) y
piruvato quinasa (PK). En las graficas se representa la actividad enzimatica expresada como
nmol/min/mg proteinas frente a los dias después de floracién (DDF).

Comparando los niveles de actividad de las enzimas de la ruta glucolitica con la
cinética de biosintesis de acidos grasos en las semillas en desarrollo de girasol (Figura
3.6), se puede observar como alguna de estas actividades correspondientes
fundamentalmente a la parte inicial de la ruta presentan maximos de actividad durante el
periodo inicial del desarrollo de las semillas, coincidiendo con los niveles mas altos de
sacarosa, glucosa y fructosa y a medida que descienden las hexosas también lo hacen las
actividades invertasa neutra, hexoquinasa y fosfoglucosa isomerasa, siendo mas dificil
de establecer una relacion entre el nivel de sacarosa y la actividad invertasa, ya que en
las semillas existen diferente enzimas capaces de hidrolizar el disacarido, aunque una de
ellas, la sacarosa sintasa, presenta un nivel de actividad muy inferior a la actividad
invertasa neutra descrita, por lo que parece que es mas critico el papel de esta ultima en
la hidrélisis de la sacarosa. Tanto la hexoquinas como la fosfoglucosa isomerasa
participan de forma activa en el metabolismo de la glucosa-6-fosfato, siendo este

metabolito precursor de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato, que suministra parte
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del poder reductor intraplastidial necesario para la sintesis de novo de las moléculas de

acido graso.
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Figura 3.6. Cinética de sintesis de lipidos en las semillas en desarrollo de girasol de la linea CAS-6.

A diferencia de lo que ocurre con la evolucién durante el desarrollo de las
actividades anteriormente comentadas, otras localizadas en la parte media e inferior de
la ruta como son la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenas, fosfoglicerato quinasa y la
enolasa, presentan un perfil contrario, ya que tienen sus minimos de actividad al inicio
de la fase de acumulacion lipidica y aumentan conforme avanza el desarrollo de la
semilla y la biosintesis intraplastidial de acidos grasos, de tal forma que parece que estas
ultimas podrian presentar mayor influencia en el proceso de acumulacién de productos
de reserva en las semillas en desarrollo de girasol.

La gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenada y la fosfoglicerato quinasa aportan
poder reductor y energian en forma de ATP respectivamente, por lo que a medida que
aumentan las demandas intraplastidiales para la sintesis lipidica, ambas encimas
aumentan sus niveles de actividad.

En ricino se ha descrito un aumento de la actividad enolasa plastidial paralelo a
la fase de acumulacion de lipidos (Tobin y Bowsher, 2005), coincidiendo con lo ocurre
en la semilla de girasol, aunque en este caso se ha determinado la actividad enolasa

total, no diferencidndose entre los dos compartimentos.
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El incremento durante el desarrollo de las semillas de estas actividades, junto
con el mantenimiento de la actividad triosafosfato isomerasa a niveles maximos, podria

servir para suplir las demandas de triosas-fosfato que requiere la biosintesis lipidica.

1.5. Comparacion entre diferentes lineas de girasol.

Una vez estudiada la evolucién de las actividades enzimaticas glucoliticas
durante la fase de acumulacion de productos de reserva en las semillas en desarrollo de
girasol de la linea CAS-6, y localizadas aquellas actividades en las cuales sus maximos
de actividad coinciden con el periodo activo de sintesis de acidos grasos, se procedio al
estudio comparativo con otras lineas de girasol (Figura 3.7, 3.8, 3.9 y 3.10) que
presentan diferencias en la cinética de acumulacién lipidica (Figura 3.11), teniendo
ademas variaciones en la composicién de aminoacidos en las semillas maduras (Tabla
3.3).

Comparando las actividades entre las semillas pertenecientes a las
diferentes lineas podemos observar como las mayores diferencias se encuentran en las
actividades de la linea ZEN-8, existiendo menores diferencias entre CAS-6 y HA-89.

Durante la fase inicial del periodo de sintesis lipidica, entre los dias 10 y 12
después de floracion, las semillas de la linea ZEN-8 presentan mayor nivel de actividad
para las enzimas invertasa neutra, hexoquinasa, fosfoglucosa isomerasa,
fosfofructoquinasa dependiente de PPi y piruvato quinasa, presentando también mayor
nivel de actividad gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Figura 3.7, 3.8, 3.10) que el
resto durante el periodo final de llenado. A diferencia de lo que ocurre con las
actividades anteriormente descritas, la actividad fosfoglicerato quinasa (Figura 3.8)
presenta un nivel inferior a las otras dos lineas aunque evolucionan de forma paralela,
fenémeno que no ocurre en el caso de la enolasa, ya que aunque los niveles de actividad
no son muy diferentes, tanto la linea HA-89 como la ZEN-8 alcanzan el maximo con un

retardo de varios dias con respecto a CAS-6.
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Figura 3.7. Comparacién entre aquellas actividades glucoliticas que disminuyen durante el desarrollo de
las semillas de CAS-6 y las actividades correspondientes en lineas de girasol con diferente contenido
graso. En las graficas se representa la actividad expresada en nmol/min/mg FW frente a los dias después
de floraciéon. CAS-6 (.), HA-89 (ZZ), ZEN-8 (CJ). INV, invertasa neutra; HK, hexoquinasa; FK,
fructoquinasa; PGI, fosfoglucosa isomerasa; PGM, fosfoglicerato mutasa.
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Figura 3.8. Comparacion entre aquellas actividades glucoliticas que aumentan durante el desarrollo de las
semillas de CAS-6 y las actividades correspondientes en lineas de girasol con diferente contenido graso.
En las graficas se representa la actividad expresada en nmol/min/mg FW frente a los dias después de
floracién. CAS-6 (.), HA-89 (ZZ)), ZEN-8 ((1).G3PDH, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa; PGK,
fosfoglicerato quinasa; ENO, enolasa.
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Figura 3.9. Comparacién entre aquellas actividades glucoliticas que no se modifican en gran medida
durante el desarrollo de las semillas de CAS-6 y las actividades correspondientes en lineas de girasol con
diferente contenido graso. En las graficas se representa la actividad expresada en nmol/min/mg FW
frente a los dias después de floracién. CAS-6 (.), HA-89 (UZ), ZEN-8 (C1).PFK(PPi), fosfofructoquinasa
dependiente de PPi; TPI, triosafosfato isomerasa.
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Figura 3.10. Comparaci6n entre aquellas actividades glucoliticas que nopresentan un perfil definido
durante el desarrollo de las semillas de CAS-6 y las actividades correspondientes en lineas de girasol con
diferente contenido graso. En las gréficas se representa la actividad expresada en nmol/min/mg FW frente
a los dias después de floracion. CAS-6 (), HA-89 (@), ZEN-8 (CJ).FK, fructoquinasa; PFK (ATP),
fosfofructoquinasa dependiente de ATP; ALD, aldolasa; PK, piruvato quinasa.
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Las principales diferencias entre las lineas CAS-6 y HA-89 frente a ZEN-8 se
localizan en la etapas inicial del periodo de acumulacién de productos de reserva,
coincidiendo esto con la menor acumulacién lipidica que presenta ZEN-8 durante los

dias 10, 12 y 14 después de floracion con respecto a las otras dos lineas (Figura 3.11).
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Figura 3.11. Diferencias en la cinética de sintesis de lipidos en las distintas lineas de girasol estudiadas.
CAS-6 (), HA-89 (), ZEN-8 (OJ).

Las diferencias encontradas entre los niveles de acumulacion de 4cidos grasos
disminuyen durante el periodo medio, volviéndose a incrementar a partir del dia 28,
siendo las semillas de la linea HA-89 las que presentan un mayor contenido en lipidos,
junto que una mayor proporcion de aminoacidos en semilla madura, salvo para la
prolina que es mayor en CAS-6, siendo ZEN-8 la que menor contenido en aminoacidos

presenta (Tabla 3.3).
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Aminoacidos CAS-6 HA-89 ZEN-8

Aspartico 27,0 31,8 24,2
Glutamico 59,8 64,2 52,1
Serina 12,9 14,3 11,0
Histidina 6,4 6,8 5,4
Glicina 16,3 17,7 14,3
Treonina 9.8 10,5 8.5
Arginina 25,0 25,8 20,1
Alanina 11,1 12,8 9,7
Prolina 12,7 6,4 4,0
Tirosina 4,5 5,2 3,8
Valina 10,2 11,2 9,4
Metionina 0,5 0,9 0,7
Cisteina 3,2 4,0 3,0
Isoleucina 7,7 8,6 7,1
Triptdfano - - -
Leucina 16,3 18,2 13,9
Fenilalanina 11,5 13,1 9,7
Lisina 8,3 9,5 7,9

Tabla 3.3. Composicién en aminodcidos expresada en mg/g FW de las semillas maduras de las
diferentes lineas de girasol estudiadas.

Debido a que las diferencias encontradas entre las lineas CAS-6 y HA-89 son
menores que las descritas entre éstas y ZEN-8 y que el contenido lipidico de HA-89 es
el mayor de los tres, parece dificil encontrar una relacion entre los diferentes niveles de
actividad glucolitica y el mayor contenido lipidico de las semillas pertenecientes a HA-
89, aunque si parece existir esta relacion entre los mayores niveles iniciales en las
semillas ZEN-8 y el menor contenido lipidico durante la fase inicial de acumulacion de
productos de reserva, indicando que las semillas pertenecientes a la lineas ZEN-8 se
encuentran posiblemente en un estadio metabélico diferente a las otras, presentando un
retardo fisiolégico con respecto a las semillas de CAS-6 y ZEN-8, aunque cuando se
han comparado los niveles de carbohidratos solubles, solo se aprecian diferencias en los
niveles de sacarosa, no encontrandose variaciones en las cantidades de hexosas (Tabla

3.4).
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CAS-6 ZEN-8 CAS-6 ZEN-8 CAS-6 ZEN-8
DDF Glucosa (umol/g semilla) Fructosa (umol/g semilla) Sacarosa (umol/g semilla)
10 46,1247,04 47,53+£12,42 31,67+2,64 31,08+6,11 79,79+14,80 65,36+14,56
15 31,85+6,16 25,75+10,19 20,57+2,52 19,90+7,77 74,23+14,37 53,84+10,38
20 14,49+3,63 11,79+2,29 14,60+3,02 12,16+3,10 67,14+11,03 41,53+4,38
25 5,65+0,81 5,60+2,02 7,54+1,29 8,09+1,45 60,51+21,41 36,08+2,56
28 6,07£1,34 2,13+0,34 6,64+1,71 2,95+0,52 35,88+5,04 29,02+1,86
30 3,59+0,77 1,67+0,23 5,24+1,65 3,01+0,51 29,12+4,04 22,09+1,98

Tabla 3.4. Comparacién entre los niveles de carbohidratos solubles en las semillas en desarrollo de las

lineas CAS-6 y ZEN-8.
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2. ESPECTROSCOPIA DE _RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE
EXTRACTOS DE SEMILLAS.

Con el fin de estudiar las posibles diferencias que pudieran existir entre las
lineas de girasol CAS-6 y ZEN-8 a nivel del metabolismo de los carbohidratos durante
el periodo de llenado de las semillas, se inici6 una aproximaciéon al estudio
metabolomico mediante la Resonancia Magnética Nuclear de protones.

Los espectros de "H-RMN (Materiales y Métodos, apartado 2.2.2.2) obtenidos a
partir de los extractos percléricos de las semillas en desarrollo pertenecientes a las
lineas CAS-6 y ZEN-8 fueron procesados y estudiados a través del Andlisis de
Componentes Principales (ACP). (Materiales y Métodos, apartados 2.2.2.1 y 2.2.2.3

respectivamente).

; j
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Figura 3.12. Espectro de 'H-RMN de un extracto perclérico de semillas de 21 dias después de floracion
perteneciente a la linea ZEN-8.

En la Figura 3.12 se muestra uno de los muchos espectros obtenidos a partir de
las muestras. Los espectros fueron utilizados completos desde -0,40 hasta 9,00 ppm,
excluyéndose la region 4,80-4,90 correspondiente al pico del agua, ademas también se
eliminaron todas aquellas regiones cuyas intensidades fueron no sustancialmente
superiores a las del ruido de fondo, normalizandose posteriormente los valores de

intensidad con respecto a la suma total de intensidades de los picos restantes. A
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continuacién se procedi6 a la comparacion estadistica de los valores obtenidos de los
diferentes espectros mediante el Andlisis de los Componentes Principales (ACP).
Cuando se realizd el andlisis mediante ACP de los datos totales, la
representacion de los puntos permitié la discriminacion de los diferentes estados del
desarrollo de las semillas, aunque no se encontraron diferencias entre los dos genotipos.
Estos puntos se correspondieron con los picos relativos al EDTA y al EDTA conjugado
Ca-EDTA y Mg-EDTA (3,2391, 3,6379, 3,2401, 3,6391, 2,5676, 3,1729, 3,1458,
3,1122, 3,0851, 3,2004, 3,6391, 2,7064, 3,2632, 3,2404, 3,2196, 3,1915 ppm) (Figura
3.13), de tal forma que los datos sugirieron que ambos cationes aumentaron durante el

desarrollo, aunque no se encontraron diferencia entre ambos genotipos.
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Figura 3.13. Espectros completos obtenidos a partir de los compuestos EDTA, Ca-EDTA y Mg-EDTA.
Estos picos se corresponden con aquellos que presentaron mayor influencia en las diferencias encontradas
durante el andlisis de componentes principales a los espectros realizados a los extractos percléricos de las
semillas en desarrollo de las lineas CAS-6 y ZEN-8.

Para estudiar potenciales diferencias en la composicidén de metabolitos durante el
desarrollo de las semillas, se eliminaron las regiones del espectro correspondientes a los
picos provenientes de las sefiales del EDTA vy sus conjugados principales (Ca-EDTA y
Mg-EDTA). El analisis de componentes principales tras la eliminacion de las regiones
anteriores permitié la identificaciéon de las regiones caracteristicas de la sacarosa y

glucosa (Figura 3.14) como aquellos dos factores que explicaron la mayoria de las
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diferencias entre las muestras (sacarosa, 5,42; glucosa, 5,24 y 4,56). Al igual que en el
caso anterior la representacioén de los puntos indicé que estos dos factores discriminan
entre diferentes etapas del desarrollo pero no permite encontrar diferencias entre los dos

genotipos.
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Figura 3.14. Espectros completos obtenidos a partir de los compuestos glucosa y sacarosa. Estos picos se
corresponden con aquellos que presentaron mayor influencia en las diferencias encontradas durante el
analisis de componentes principales a partir de los datos obtenidos de los espectros una vez eliminadas las
regiones correspondientes al EDTA y sus conjugados.

Estos cambios en los niveles tanto de sacarosa como de glucosa fueron
confirmados mediante la determinaciéon espectrofotométrica (Materiales y Métodos,
apartado 2.2.1.10) de las concentraciones de ambas durante el desarrollo de las semillas

(Resultados y Discusion, Figura 3.1.)
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3. CLONACION, SECUENCIACION Y ANALISIS DE LA EXPRESION DE
VARIOS GENES DE IA RUTA GLUCOLITICA EN SEMILLAS EN
DESARROLLO.

3.1. Aislamiento, caracterizacion y niveles de expresién de un cDNA codificante de

una invertasa de pared celular putativa.

3.1.1. Amplificacién de un fragmento del cDNA Hacwinvl.

A partir de las secuencias de invertasas de pared celular disponibles en las bases
de datos publicas, se realiz6 un alineamiento para la identificacién de regiones
homélogas usando el programa ClustalX v 1.8 (Thompson y col. 1997), disefiandose a
continuacién un oligonucleétido degenerado a partir de zonas altamente conservadas
(Figura 3.15). Usando este oligonucle6tido denominado dINV (Materiales y Métodos,
Tabla 2.2) y el oligonucleétido externo FA2Z (Materiales y Métodos, Tabla 2.4), que es
complementario de una secuencia incorporada durante la sintesis inicial del cDNA
(Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.2), se amplifico mediante PCR (Materiales y
Métodos, apartado 2.2.3.5) a partitr de ¢cDNA de semillas de 15 dias después de
floracién pertenecientes a la linea CAS-6 de girasol un fragmento de 1176 pb que
incluia el extremo 3’. Este fragmento fue clonado en el plasmido pGEM-T-Easy®
(Promega) (Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.9.3) y varios clones fueron
secuenciados en ambos sentidos por GATC Gmbh (Konstanz, Germany). El analisis
mediante el programa Blast (Altschul y col. 1990) de la secuencia amplificada presento
una alta homologia con las secuencias de las enzimas [B-fructosidasas de plantas,

incluidas las invertasas de pared celular.

Figura 3.15. Alineamiento parcial de secuencias
__qI_I\_IY.__ aminoacidicas de invertasas de pared celular de
BvCWINV -—VKTGM?JECPDFYI%VS INGKD-- plantas mediante el programa ClustalX v1.8. By,
GmCWINV --LGSGMWECPDFFRVLNNDQL-- Beta vulgaris (CADI19323); Gm, Glycine max
VECWINV --KGTGMWECPDFFBVLKNGIK-- | (CAD91338); Vi, Vicia faba (AAT09980); At,
AtCWINV --DGSGMWECPDFFBVTRFGSN-- | Arabidopsis  thaliana  (BAD44438);  Le,
LeCWINV ——QGTGN‘IWECPDFFQ!VSLKNE—— Lycopersicon esculentum (AAM28823); Dc,
DcCWINV  --ANTGMWECPDFFEVSLKGL-- Daucus carota (CAA49162); Cp, Carica papaya
CpCWINV ——PDTGMWECPDFFﬁVPKSGE—— (AAL16015), Ma, Musa acuminata (AA021213)
MaCWINV —-KDTGMWECPDFYI%VAVKGR—— La linea discontinua delimita la zona conservada
b utilizada para el disefio de los cebadores.
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3.1.2. Obtencidn de la secuencia completa del cDNA Hacwinvl.

El extremo 5 fue obtenido utilizando el kit comercial Smart™- RACE ¢cDNA

amplification kit (Clontech) y los oligonucledtidos internos INVR1 y INVR2
(Materiales y Métodos, Tabla 2.4). Los fragmentos de PCR fueron clonados,
secuenciados y ensamblados obteniéndose una secuencia completa de cDNA de 1797
pb presentando una secuencia de aminoacidos deducida a partir de la pauta abierta de
lectura de 561 aminodacidos. Esta secuencia ha sido depositada en GenBank con el

numero de acceso AAY85659 [gi: 68137461]

3.1.3. Caracteristicas de la secuencia polipeptidica deducida del cDNA Hacwinvl.

La secuencia de aminoécidos deducida a partir de la pauta abierta de lectura del

¢DNA Hacwinv1 presenta una serie de caracteristicas que se resumen en la Tabla 3.5

Tamafio 560 aa

Peso molecular 62,90 KDa
Punto isoeléctrico 6,33
Solubilidad 81 % insoluble
Hidrofobicidad 41,6 %
Hidrofilicidad 37,1 %

E’Sé§ico 11,1 % Tabla 3.5. Propiedades fisicoquimicas de la secuencia
Acido 10,2 % polipeptidica derivada del cDNA Hacwinvl.

La secuencia aminoacidica derivada del cDNA denominado Hacwinvl (Figura
3.16) se caracteriza por la presencia de los motivos B-fructosidasa (NDPNG/A) y por el
sitio catalitico de cisteina (WECP/V), que permite diferenciar las invertasas acidas de
pared celular, que poseen una prolina, de las vacuolares que tienen una valina. Las
invertasas acidas son traducidas como pre-proteinas, conteniendo un péptido seflal y un
prepéptido N-terminal, pudiéndose diferenciar las vacuolares ya que presentan un
prepéptido mayor (Tymowska-Lalanne y Kreis, 1998), ademas estas tiltimas tienen en
su secuencia una extension corta hidrofobica C-terminal que las de pared no presentan
(Unger y col., 1994).

Ademas de la relacion existente entre las invertasa acidas vacuolares y las de
pared celular, estas ultimas presentan un alto grado de homologia con las enzimas
relacionadas con el metabolismo del fructan, llegando a ser imposible actualmente
predecir basandose uUnicamente en las secuencia de aminoacidos si pertenecen a un
grupo u otro, agrupandose ambos tipos de cDNA en el grupo denominado “cell-wall

type invertase-like cDNAs” (De Coninck y col., 2005).

72



Resultados y Discusion

Otra caracteristica diferencial entre las invertasas y las enzimas del metabolismo
del fructan reside en el punto isoeléctrico (pI) que presentan, ya que normalmente tanto
las invertasas vacuolares como las enzimas fructan exohidrolasas presentan un pl
inferior a las invertasas de pared celular, debido a que esta caracteristica les facilita la
interaccion con los componentes 4cidos de la pared celular (De Coninck y col., 2005).
Sin embargo también se han descrito un pequefio nimero de invertasas de pared celular
que presentan un pl 4cido, apoyando la idea de la existencia de un segundo tipo de
invertasa de pared que no estaria interaccionando irénicamente con la pared celular

(Roitsch y Gonzalez, 2004).
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Figura 3.16. Anélisis filogenético de secuencias de proteinas que presentan el motivo P-fructosidasa
(NDPNG) y el sitio catalitico de cisteina (MWECP/V). Ha; Helianthus annuus (AAY85659)};Ci,Cichorium
intybus (CAC19366);Bv, Beta vulgaris (CAD19323); Vv, Vitis vinifera (AAT09980); At, Arabidopsis
thaliana (NP_566464); Ps, Pisum sativum (AAC17166). CWINV, invertasa de pared celular; 1-FEH,
fructan 1-exohidrolasa; EX, exocelular; BFRUCT, -fructosidasa.
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3.1.4. Anélisis filogenético de la secuencia aminoacidica derivada de Hacwinvl.
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Figura 3.17. Arbol filogenético de la familia “cell-wall type invertase-like cDNA”. Las abreviaturas de las
especies vegetales incluidas en el arbol filogenético y los nimeros de identificacion de las secuencias
proteicas utilizadas son los siguientes: At, Arabidopsis thaliana (CWINV1 18400170;CWINV2
30693668;CWINV3 15231374;CWINV4 18404067;CWINVS5 18405222;CWINV6 18416711; 18391368,
18407630); Bv, Beta vulgaris (21322514, 21322516, 38488412); Ca, Coffea anephora (112383512); Car,
Campanuda rapunculoides (53127612); Ci, Cichorium intybus (11967654, 13940209, 13940211,
4127660); Cp, Carica papaya (16225878); Cr, Chenopodium rubrum (2597853); D¢, Daucus carota
(INV1 124712;INV2 2500928; INV3 2500929); Do, Dendrocalamopsis oldhamii (82470026, 82470028);
Fa, Fragaria x ananassa (4205115); Gm, Glycine max (33636090); Ha, Helianthus annuus (68137461);
Hv, Hordeum vulgare (26986190, 38141533); Le, Lycopersicon esculentum (20467113, 20805671,
20805672, 7414362); Lp, Lolium perenne (151461786, 152001646, 70780260, 71153893, 71153895);
Ma, Musa accuminata (27802647); Mt, Medicago trunculata (87162708, 87240831); Nt, Nicotiana
tabacum (551259); Os, Oryza sativa (CWINV2, 115458296; CWINV3, 115458294; 115442449,
115443693, 115446509, 115459644, 4105125; INVS5, 73920071; INV6, 73920072; INV7, 158513653);
Ps, Pisum sativum (INV1, 3152880); So, Saccharum officinarum (31872120); Sp, Solanum pennelli
(7414364); St, Solanum tuberosum (313129 ,397631, 7162115, 7162116); Ta, Triticum aestivum
(28411218, 30024213, 3342240, 41581373, 66766191, 66766193, 75674196, 83697983); Tm, Triticum
monococcum (26518370); Vf, Vicia faba (CWINV2, 861157; 861155); Vv, Vitis vinifera (157339271,
157339272, 157340035, 157346189, 47078691) y Zm, Zea mays (4105123, 4105719).
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En la Figura 3.17 se muestra un arbol filogenético de las “cell-wall type-like
c¢DNAs” incluyendo la HaCWINV1 de girasol. Dentro del arbol se pueden distinguir
varios grupos: el grupo I incluye las secuencias de invertasas de pared celular con alto
punto isoeléctrico tanto de dicotiledoneas como de monocotiledoneas. En los grupos Ila
y IIb se localizan las secuencias de monocotiledoneas que presentan un bajo pl,
mientras que las secuencias tanto de invertasas de pared como de fructan exohidrolasas
(enzimas implicadas en el metabolismo de fructan, evolutivamente relacionadas con las
invertasas de pared celular) se agrupan en la rama Illa y 1lIb del arbol. El grupo IV esta
formado por aquellas secuencias asociadas a la secuencia AtCWINV6. Esta altima
secuencia junto con la AtCWINV3 han sido catalogadas como enzimas fructan

exohydrolasas y no como invertasas de pared celular (De Coninck y col., 2005).

3.1.5. Prediccion de la estructura terciaria de la proteina HaCWINV1.

Wiy 1=

Dominio 2 8 L]

Figura 3.18. Modelo estructural propuesto para /aCWINVI1. A y B, dos vista diferentes del diagrama de
cintas (Ribbon diagrams) de la estructura; C, representacion esquemdtica de los dominios de la proteina; y
D, modelo de la superficie molecular de la vista mostrada en B. En naranja se muestran los residuos que
forma el sitio activo del enzima (Asn46, Asp47, Trpl06, Ser107, Argl70, Aspl71, Gly188, Glu226,
Cys227, Asp262, Tyr298 y Ala299) y en verde el sustrato de la enzima.
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La secuencia de HaCWINV1 muestra un 54% de identidad con la invertasa de
pared celular de Arabidopsis thaliana AtICWINV1, invertasa de la cual se conoce su
estructura por difraccion de rayos X (Verhaest y col, 2006). Este alto grado de
identidad junto con la utilizacién de programas de modelado de proteinas basados en la
homologia con proteinas de estructuras cristalinas conocidas (Swiss-Model, Schwede et
al. 2003; 3D-JIGSAW, Bates et al. 2001) permitié la obtenciéon del modelo estructural
de HaCWINV1 (Figura 3.18 A, B). Al igual que en otras invertasas, dentro de la
estructura, se pueden distinguir dos dominios, el N-terminal, un dominio “B-propeller”
de cinco palas, y el C-terminal, formado por dos hojas de 6 hojas plegadas B (Figura
3.18 C). El sitio activo se localiza en el dominio N-terminal e implica a los siguientes
residuos: Asn46, Asp47, Trpl106, Serl07, Argl70, Aspl71, Gly188, Glu226, Cys227,
Asp262, Tyr298 y Ala299 (Figura 3.18 D). Estos residuos forman parte de las
secuencias conservadas NDPNG, FRDP y WECPD, tienen un papel crucial en la
hidrolisis del enlace glucosidico (Reddy y Maley 1990; Batista et al. 1999), y,
concretamente, los residuos Asp47 y Glu226 estan directamente implicados en la

catalisis. La funcion del dominio C-terminal no se conoce.

3.1.6. Estudio de los niveles de expresion de Hacwinvl.

Con el fin de estudiar la expresion del gen Hacwinvl en las semillas en
desarrollo de girasol y en otros tejidos de la planta se opté por la PCR cuantitativa
absoluta que permite determinar el nimero de moléculas de mRNA en las muestras

estudiadas (Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.10.).
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Como muestra la Figura 3.19, durante el desarrollo de la semilla los niveles de
expresion de Hacwinvl se modifican significativamente, ya que presentan un periodo
maximo de expresion entre los 12 y los 16 dias después de floracién disminuyendo a

partir del dia 18 de forma considerable.

molécuias RNA/ng DN

hojas tallo cotiledones raiz

Figura 3.20. Analisis de los niveles de expresién de Hacwinvl en diferentes tejidos de plantulas de
girasol pertenecientes a la linea CAS-6.

A partir de los niveles de mRNA obtenidos tanto para las semillas en desarrollo
como para los diferentes tejidos de las plantulas, se puede observar como el mRNA
Hacwinv] presenta una amplia distribucién, ya que aunque su expresion es maxima
durante la fase inicial del desarrollo de las semillas (12, 14 y 16 dias después de
floracion) también se expresa en el resto de tejidos estudiados, siendo el tallo y los
cotiledones los tejidos en los que menos expresion se ha encontrado.

Como consecuencia de la imposibilidad de predecir basandose inicamente en la
secuencia de aminoacidos si HACWINV1 es una invertasa de pared celular o por el
contrario pertenece al grupo de las fructan exohidrolasas (De Coninck y col., 2005) y
debido a que se han descrito invertasas putativas de pared celular que presentan un pl
acido, igual que ocurre en el caso de la HacwINV1, que constituirian un subgrupo de
invertasas que no estan unidas de forma idénica a la pared celular (Roitsh y Gonzélez,
2004), se ha decidido incluir a la secuencia polipeptidica derivada del cDNA obtenido a
partir del oligonucleétido dINV en el grupo de las invertasas putativas de pared celular
y no en el de las enzimas degradativas del fructan fundamentalmente por su patrén de

expresion durante el desarrollo de las semillas de girasol.
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El girasol es una planta que no acumula fructan aunque se han descrito enzimas
fructan exohidrolasa en Beta vulgaris (Van den Ende y col., 2003) y Arabidopsis
thaliana (De Coninck y col., 2005), que al igual que Helianthus annuus son plantas que
no sintetizan este carbohidrato. Estas enzimas se denominadas FEH tipo B y sus
funciones putativas serian participar en los mecanismos de defensa de la planta y en la
estabilizacidén de procesos simbidticos entre la planta y bacterias endofiticas productoras
de fructan (Van den Ende y col., 2004), ademas las enzimas fructan exohidrolasas no
degradan eficientemente la sacarosa y muchas de ellas son inhibidas por este disacarido
(Verhaest y col., 2006).

El patrén de expresién que presenta el gen Hacwinvl no se ajusta a las
funciones arriba descritas para las FEH tipo B, ya que el tejido donde se aprecian
mayores niveles de expresién se corresponde con las semillas en desarrollo (Figura
3.19), teniendo ademas una cinética de expresion que se ajusta a lo esperado para una
enzima que participe en el metabolismo de la sacarosa, presentando un patrén de
expresion en las semillas en desarrollo similar al de otras enzimas de la ruta que han
sido estudiadas y que se describen a continuacién. Ademas sus niveles maximos de
expresion se corresponden con los méaximos niveles de sacarosa, glucosa y fructosa
descritos en la semilla que caracterizan la fase inicial del desarrollo del embrion, siendo
coincidente esta caracteristica con las de otras invertasas de pared que participan de
forma activa en esta fase donde predomina la actividad mitética (Wobus y Weber,
1999).
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3.2. Aislamiento, caracterizacion y niveles de expresion de un cDNA codificante de

una hexoquinasa.

3.2.1. Amplificacién de un fragmento interno del cDNA Hahxkl1.

A diferencia con la obtencion del fragmento inicial descrita anteriormente
(Resultado y Discusion, apartado 3.1.1), en este caso el fragmento inicialmente
amplificado mediante PCR (Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.5) fue obtenido
utilizando dos oligonucleétidos degenerados (Resultados y Discusion, Figura 3.21;
Materiales y Métodos, Tabla 2.2), mediante los cuales se amplific6 un fragmento de 222
pb a partir de cDNA de semillas de 15 DDF de la linea CAS-6, presentando este

fragmento alta homologia con las secuencias de hexoquinasas de plantas.

dHXKF dHXKR
AtHKL: DVVAAVILGTGTNAAYVERAT LEKIIqGMYLGEILRRV
AtHK2: DVVVAVILGTGTNAAYVERAH LEKIISGMYLGE[LRRV
NtHK1: DVAVAVILGTGTNAAYVERVQ 150 pb FEKMTﬁGMYLGEILRRV
LeHKl: DVIRAVILGTGTNAAYVERRH < » YEKITYGMYLGE{LRRV
CSHK1: DATAAVILGTGTNAAYVERAH FEKIT§GMYLGELVRRY
BOHK1: DVVAAVILGTGTNAAYVERAN LEKTTSGMYLGEILRRV
BOHK2: DVVAAVILGTGINAAYVERAH LEKII9GMYLGEJLRRV

Figura 3.21. Alineamiento parcial de secuencias aminoacidicas de hexoquinasas de plantas mediante el
programa Clustal X v1.8. At, Arabidopsis thaliana (NP_194642, NP_179576); Nt, Nicotiana tabacum
(O9SEK2); Le, Lycopersicon esculentum (AAG35735); Cs, Citrus sinensis (AAG28503); Bo, Brassica
oleracea (AAL60583, AAL6058). Las cajas en linea discontinua delimitan las zonas conservadas
utilizadas para el disefio de los cebadores.

3.2.2. Obtencidén de la secuencia completa del cDNA Hahxkl.
El extremo 3° del cDNA fue obtenido mediante PCR utilizando el
oligonucleétido externo FA2Z y el interno HXKF (Materiales y Métodos, Tabla 2.4),

mientras que el extremo 5° fue obtenido mediante el kit comercial Smart™- RACE
cDNA amplification kit (Clontech) y los oligonucleétidos internos HXKR1 y HXKR2
(Materiales y Métodos, Tabla 2.4). Teniendo la secuencia completa de cDNA 1901 pb y
una pauta abierta de lectura de 498 aminoacidos. La secuencia HaHXK1 se encuentra

depositada en el GenBank con el nimero de acceso DQ835563.

3.2.3. Caracteristicas de la secuencia polipeptidica deducida del cDNA Hahxkl.

La secuencia de aminoécidos deducida a partir de la pauta abierta de lectura del

cDNA Hahxk]1 presenta una serie de caracteristicas que se resumen en la Tabla 3.6
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Tamafio 498 aa

Peso molecular 53,90 KDa
Punto isoeléctrico 5,29
Solubilidad 54 % insoluble
Hidrofobicidad 44,2 %
Hidrofilicidad 29,7 %

B@ico 12,7 % Tabla 3.6. Propiedades fisicoquimicas de la secuencia
Acido 13,5 % polipeptidica HaHXK1.

Al comparar la secuencia polipeptidica HaHXK1 presenté gran homologia con
el resto de hexoquinasa de plantas (Figura 3.22). Estas pueden clasificarse en dos tipos:
El tipo A se caracteriza por poseer una region N-terminal cargada con residuos basicos
que constituye un péptido de transito al cloroplasto (Kandel-Kfir y col., 2006). Mientras
que las proteinas del tipo B presentan una region hidrofobica de anclaje a la membrana
en la zona N-terminal, mediante la cual se insertan en la envuelta externa de la
membrana del cloroplasto situdndose hacia la cara citoplasmética. Este grupo estd
representado por la hexoquinasa de espinaca SOHXK1 cuya localizacién intracelular ha

sido determinada (Wiese y col., 1999).
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Figura 3.22. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de hexoquinasas de plantas. Ha, Helianthus
annuus (DO835563); At, Arabidopsis thaliana (NP_179576, NP _194642); Nt, Nicotiana tabacum
(AAS60195); Le, Lycopersicon esculentum (AAY60841). Las regiones oscuras cotresponden a zonas con
alta homologfa. Los primeros 24 aminoacidos de la regién N-terminal fueron eliminados de la
construccién utilizada para la expresion y purificacién de la proteina.
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3.2.4._Anélisis filogenético de la secuencia aminoacidica derivada de Hahxk].

Brassica oleracea (AAL60583)
__’_(: Brassica oleracea (AAL60584)
Arabidopsis thaliana (NP_194642)

Arabidopsis thaliana (NP_179576)
Vitis vinifera (CAN83149)
Citrus sinensis (AAG28503)
Nicotiana tabacum (AAS60197)
{ Solanum Iycopersicum (AAY60841)
Nicotiana tabacum (AAS60195)
Helianthus annuus (DQ835563) ¢
Spinacia oleracea (Q9SEK3)
Nicotiana tabacum (AAT77515)
icotiana sylvestris (AAT77514)
Solanum lycopersicum (CAC81350)
Solanum tuberosum (064390)
Nicotiana tabacum (AAS60192)
Nicotiana sylvestris (AAT77511)
Nicotiana benthamiana (AAP40021)
r Solanum chacoense (ABA01010)
l F Spinacia oleracea (Q9SQ76)
Lycopersicon esculentum (AAG35735)
Nicotiana tabacum (AAS60194)
Zea mays (AAM80479)
Oryza sativa (AAK51559)
Oryza sativa (BAB91930)
Oryza sativa (BAB84437)
Arabidopsis thaliana (NP_195497)
Nicotiana tabacum (Q6Q8A5)
I Solanum lycopersicum (AAY60842)
— ————————— Viitis vinifera (CAO60993)
Oryza sativa (AAK51560)
— Arabidopsis thaliana (ABP88126)
Oryza sativa (BAC10209)
Physcomitrella patens (AAQ72424)
Vitis vinifera (CAO16818)
_l Nicotiana tabacum (AAS60198)
r——————— Arabidopsis thaliana (NP_175463)
Arabidopsis thaliana (NP_188639)
Oryza sativa (BAB90260)
I Saccharomyces (NP_116711)
L Saccharomyces (NP_011261)

Tipo B

Tipo A

Tipo B

0.1

Figura 3.23. Analisis filogenético de las enzimas hexoquinasas de plantas.

Como se muestra en la Figura 3.23, la enzima HaHXK1 mostré6 una mayor
homologia con las hexoquinasas de tipo B
Como consecuencia a las diferentes localizaciones celulares que presentan las

hexoquinasa pertenecientes a ambos grupos, es posible que presente diferentes
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funciones fisiologicas. La hexoquinasa HaHXK]1, perteneciente al grupo que se
caracteriza por la presencia de una secuencia de anclaje a la membrana, estaria
implicada en la fosforilaciéon de la glucosa citosélica, es decir, aquella que proviene de
la hidrélisis de la sacarosa, pudiendo la glucosa-6-fosfato resultante entrar en la ruta
glucolitica citosélica o bien ser transportada al plastidio donde puede participar tanto en
la ruta oxidativa de las pentosas fosfato como en la glucolisis plastidial, estando en

ambos casos relacionada con la biosintesis lipidica.

3.2.5. Estructura terciaria de la proteina HaHXK1.

Al igual que en el caso de la anterior enzima, el grado de identidad de la
secuencia aminoacidica con proteinas cuya estructura cristalina es conocida, en este
caso un 36.5% con la hexoquinasa PII de Sacharomyces cerevisiae (Kuser et al. 2000),
permitié utilizando programas de modelado de proteinas basados en la homologia con
proteinas de estructuras cristalinas conocidas (Swiss-Model, Schwede et al. 2003; 3D-
JIGSAW, Bates ef al. 2001) la obtencién del modelo estructural de HaHXK1 (3.24 A,
B). El modelo estructural obtenido para HaHXK1 se asemeja al de otras estructuras de
hexoquinasas, la cadena polipeptidica se pliega en dos dominios de tamafio diferente,
mayor y menor, separados por una grieta donde se encuentran los residuos que
participan en el sitio activo del enzima (Asp101, Thr105, Lys193, Asp228, Thr253,
Asp438, Gly440 y Ser473). La estructura secundaria esta formada por 14 a-hélices y 13
hojas plegada B, mientras que en el dominio mayor se localizan 6 hojas plegada B y 10
a-hélices, en el menor se encuentran 7 y 4, respectivamente. Ambos dominios se
encuentran en una posicién abierta debida a la repulsion entre los residuos de los
laterales de la grieta. Tal y como se ha mencionado anteriormente, los residuos que
forman parte del sitio activo (Aspl101, Thr105, Lys193, Asp228, Thr253, Asp438,
Gly440 y Ser473) se encuentran posicionados a ambos lados de la grieta (Figura 3.24
C), la entrada de los sustratos o de los inhibidores del enzima en el sitio activo provocan

el cierre de los dominios sobre el mismo.
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Figura 3.24. Modelo estructural propuesto para HeHXKI. A y B, diagrama de cintas y superficie
molecular, respectivamente, de la estructura propuesta; y C, modelo de la superficie molecular mostrando
el interior de la grieta donde se encuentra el sitio activo. En negro se muestran los residuos que forma el
sitio activo del enzima (Asp101, Thr105, Lys193, Asp228, Thr253, Asp438, Gly440 y Ser473).
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3.2.6. Estudio de los niveles de expresion de Hahxkl.

En las semillas en desarrollo se pueden diferenciar dos etapas en funcion de la
expresion del gen, ya que desde el dia 10 hasta el dia 16 después de floracién existen
altos niveles de mRNA, disminuyendo fuertemente a partir del dia 18, siendo muy claro

la existencia de dos periodos, uno de alto y otro de bajo nivel de expresion (Figura
3.25).

moléculas RNA/ng cDNA

16 18 22 26
DDF

Figura 3.25. Medida de los niveles de expresién del mRNA Hahxk] durante el desarrollo de las semillas
de girasol pertenecientes a la linea CAS-6.

Aunque la relacion entre los niveles de expresion del gen Hahxk1 y la evolucion
de la actividad hexoquinasa en extracto crudo no puede relacionarse de forma directa
debido a la existencia de otras isoenzimas que también participan en el proceso, si
coinciden ambos fendmenos en el perfil que presentan, ya que durante la fase inicial del
periodo de acumulacién de productos de reserva tanto la actividad hexoquinasa total
como la expresion del gen en estudio presentan elevados valores, disminuyendo ambas
durante el desarrollo de las semillas.

El estudio de la expresion diferencial en distintos tejidos de la planta
(Figura 3.26) muestra como el gen se expresa fundamentalmente en las semillas y en la

raiz, por lo que presentaria mayores niveles en los tejidos no fotosintéticos.
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Figura 3.26. Medida de los niveles de expresién en diferentes tejidos de girasol pertenecientes a la linea
CAS-6.
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3.3. Aislamiento, caracterizacion y niveles de expresién de un cDNA codificante de

una fosfoglucosa isomerasa citos.

3.3.1._ Amplificacién de un fragmento interno del cDNA Hacpgil.

Al igual que en el caso anterior, se utilizaron dos oligonucledtidos degenerados
(Figura 3.27) y se amplific6 un fragmento de 381 pb a partir de cDNA de semillas de 15
dias despues de floraciéon de la linea CAS-6 que presenté alta homologia con las

enzimas fosfoglucosas isomerasas citosolicas de plantas.

dPGIF dPGIR

| -1 r==="
AtcPGI : PNNAFAFWDWVGHRYSV IDFGEHGTNGQHS FYQLIHQ
SOcPGI : PKNAFAE‘WDWVGERYSV TDFGEEGTNGOHSFYQLTHO
HvcPGI : PNNAFAFWDWVGERYSV 339 pb IDFGEHGTNGQHSFYQLIHQ
TacPGI : PNN4FAFWDWG¢;RYSV < » IDFGEFGTNGQHSFYQLIHQ
ZmcPGI : PNNAFAFWDWVGERYSV IDFGEBGTNGQHSFYQLIHQ
OSCPGI : PKNAFAFWDWVGERYSV IDFGEP'IGTNGQXI:ISFYQLIHQ
StcPGI : PNNAFAFWDWVGERYSV IDFGEBGTNGQHSFYQLIHQ
LecPGI : PNNAFAFWDWVGERFSV IDE‘GEP{GTNGQHISFYQLIHQ

b e o e — -. b —

Figura 3.27. Alineamiento parcial de secuencias aminoacidicas de fofoglucosa isomerasas citosélicas de
plantas mediante el programa Clustal X v1.8. At, Arabidopsis thaliana (BABI7636); So, Spinacia
oleracea (082059); Hv, Hordeum vulgare (ABE41789); Ta, Triticum aestivum (ABE41790); Zm, Zea
mays (P49105); Os, Oryza sativa (NP_001051434); St, Solanum tuberosum (AAU00726); Le,
Lycopersicon esculentum (ABE03628). Las cajas de lineas discontinuas delimitan las zonas conservadas
utilizadas para el disefio de los cebadores.

3.3.2. Obtencion de la secuencia completa del cDNA Hacpgil.

La secuencia completa del cDNA fue obtenida utilizando el mismo
procedimiento empleado para la obtencién de los extremos del ¢cDNA anterior
(Resultados y Discusion, apartado 3.2.2), siendo utilizados los cebadores internos PGIF
para el extremo 3"y PGIR1 y PGIR2 para el 5° (Materiales y Métodos, Tabla 2.4).

La secuencia completa de cDNA presentdé un tamafio de 1959 pb teniendo la
secuencia polipeptidica deducida a partir de la pauta abierta de lectura 566 aminoacidos.

La secuencia de Hacpgil fue depositada en el GenBank con el nimero de acceso

AAY85660 [gi: 68137463]
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3.3.3. Caracteristicas de la secuencia polipeptidica deducida del cDNA Hacpgil.

Las propiedades fisicoquimicas de la secuencia de aminoéacidos derivada del

c¢DNA Hacpgil se resumen en la tabla 3.

Tamafio 566 aa

Peso molecular 62,31 KDa
Punto isoeléctrico 7,00
Solubilidad 73 % insoluble
Hidrofobicidad 44,5 %
Hidrofilicidad 32,3 %

Basico 12,7 %

Acido 10,4 %

Tabla 3.7. Propiedades fisicoquimicas de la proteina HacPGI1.

Como se muestra en la Figura 3.28, la secuencia polipeptidica derivada del
cDNA Hacpgil presenta un alto grado de homologia con el resto de fosfoglucosa
isomerasas citosolica de plantas que hasta la fecha han sido clonadas y secuenciadas, de

tal forma que comparten amplias regiones conservadas.
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HacPGI1
SocPGI
AtcPGI
StcPGI
LecPGI
HvcPGI

HacPGI1l
SocPGI
AtcPGI
StcPGI
LecPGI
HvcPGI

HacPGIl : @ 1 GRQLRFLZ AR} TLVVVVSKTFTTAETMLNARTLREWTS
SocPGI : § RQLRFLANVDPIDVA TLVVVVSKTFTTAETMLNARTLREWT
AtcPGI : RQLRFLANIDPVDVAR} TLVVVVSKTFTTAETMLNARTLREWI
StcPGI : | ; : "LAN TLVVVVSKTFTTAETMLNARTMREWI
LecPGI : (€ QLR y TLVVVVSKTFTTAETMLNARTMREWI
HvcPGI

HacPGIl
SocPGI
AtcPGI
StcPGI : ’HMVAV%TNL%LV QFGIDP
LecPGI :

HvePGI

* 340 * 360 * 380 * 400
HacPGI1 :

SocPGI H" SLWNV St 3. Y| KKy SIDGV IGEIDFGEPGTNGQHS

AtcPGI : B SLLSVWN 2. ] GKGVS ] GEIDFGEPGTNGQHSFYQLIH
StcPGI ) S 3 3 ﬁﬂPHIQQVoME51 (GVS &) YOWGETIDFGEPGTNGQHSFYQLIHQ
LecPGI : 3 V& Y \LEKIEAPHIQQVSMESNGKGVSIDGV| /QINGE IDFGEPGTNGQHSFYQLIHOQ)
HvcPGI

HacPGIl : [CikgEle S TNKSQQPVY LKIRERVNNHDE LMSNFFAQPD,
SocPGI : G G TR VYLK NHDELMSNFFAQPDALA
AtcPGI : @ » /LK INHDELMSNFFAQPDALAY
StcPGI : (cNdbleiide QPTY INHDELMCNFFAOPEALAi
LecPGI : enVARIenmde

HvcPGI : ([ipg:lenizbfe:

HacPGI1 : (INIG Y 2 GEV NSFDQWGVELG
SocPGI : ) ) Y Y e NSFDQWGVELG
AtcPGI : T8 Y ) L\ INSFDQWGVELGKY
StcPGI :

LecPGI
HvcPGI

HacPGIl
SocPGI
AtcPGI
StcePGI
LecPGI
HvcPGI

Figura 3.28. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de fosfoglucosas isomerasas citosolicas de
plantas. Ha, Helianthus annuus (AAY85660); At, Arabidopsis thaliana (BAB17636); St, Solanum
tuberosum (AAU00726); So, Spinacia oleracea (082059); Le, Lycopersicon esculentum (ABE03628);
Hv, Hordeum vulgare (ABE41789). Las regiones oscuras corresponden a zonas con alta homologia.
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3.3.4. Analisis filogenético de la secuencia aminoacidica derivada de Hacpagil.

En plantas superiores se han descrito dos isoenzimas, una de localizacion
citosolica y otra plastidial (Schnarrenberg y Oeser, 1974) ambas codificadas por

distintos genes nucleares, esta ultima de origen endosimbidtico (Nowitzki et al., 1998).

Clarkia williamsonii

Clarkia mildrediae
Clarkia xantiana
Clarkia epilobioides
Clarkia concinna

Oenothera mexicana

Calylophus toumeyi

Gaura lindheimeri
Epilobium brachycarpum

Solanum tuberosum B = 5
4‘: Dicotiledéneas

Lycopersicon esculentum

Ludwigia peploides

Helianthus annuus *

Spinacia oleracea
Arabidopsis thaliana
Turritis glabra

Arabidopsis halleri

Crucihimalaya himalaica

Leavenworthia crassa

Dioscorea tokoro

Hordeum vulgare

Tnticum aestivum

Monocotiledoneas

Festuca ovina

Zea mays

Oryza saliva

Marchantia polymorpha

I: Ostreccoccus taur

Ostreococcus lucimarinus

Mesostigma viride

Chondrus crispus

Phytophthora infestans
0.1

Figura 3.29. Andlisis filogenético de las enzimas fosfoglucosa isomerasa citosélicas de plantas. Clarkia
williamsonii (P54239); Clarkia mildrediae (P54237);, Clarkia xantiana (P54240), Clarkia epilobioides
(CAC82578); Clarkia concinna (P54235); Qenothera mexicana (P54243); Calylophus toumeyi
(CAD79579); Calylophus toumeyi (CAD79579); Gaura lindheimeri (CAD79580); Epilobium
brachycarpum (CAD79584); Solanum tuberosum (AAU00726); Lycopersicon esculentum (ABE03628);
Ludwigia peploides (CADT79578); Helianthus annuus (AAY85660); Spinacia oleracea (082059);
Arabidopsis thaliana (BAB17636); Turritis glabra (BAC11913); Arabidopsis halleri (BAC77717),
Crucihimalaya  himalaica (BAC11914); Leavenworthia crassa (AAC08411); Dioscorea tokoro
(BAA23181); Hordeum vulgare (ABE41789); Triticum aestivum (ABE41790); Festuca ovina
(ABB90111); Zea mays (P49105); Oryza sativa (NP_001051434); Marchantia polymorpha (ABK00059);
Ostreococcus tawri (CAL55903); Ostreococcus lucimarinus (XP_001420367); Mesostigma viride
(ABKO00064); Chondrus crispus (ABH11442); Phytophthora infestans (AAP51080).
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3.3.5. Estructura tridimensional de la proteina HacPGI1.

Figura 3.30. Modelo estructural propuesto para HaPGll. A y B, dos vistas diferentes del diagrama de
cintas de la estructura del dimero y el monoémero de HaPGI1; C, modelo de la superficie molecular de la
enzima mostrando en azul claro la posicion de los residuos que forman parte de los sitios activos del
dimero (Glu217, Arg272, Glu357, His389 y Lys514); D, diagrama de cintas mostrando las cadenas
laterales de los residuos del sitio activo (sefialados con flechas); y E, detalle del sitio activo mostrando la
posicion relativa de las cadenas laterales de los distintos residuos. El asterisco indica que el residuo
His389, en verde, pertenece al otro mondémero.



Resultados y Discusion

La secuencia polipeptidica de HaPGI1 mostré una alta identidad, un 46%, con la
fosfoglucosa isomerasa de conejo (Oryctolagus cuniculus), cuya estructura es conocida
(Jeffery et al. 2001), permitiendo la utilizacién de programas de modelado de proteinas
basados en la homologia con proteinas de estructuras cristalinas conocidas (Swiss-
Model, Schwede et al. 2003; 3D-JIGSAW, Bates ef al. 2001) y la obtencién de un
modelo estructural tanto del homodimero como del monémero de HaPGI1 (Figura 3.30
A, B). Cada subunidad contiene dos dominios sandwich o/p y una regién C-terminal
que se extiende abrazando a la otra subunidad del dimero. Cada sitio activo esta
formado principalmente por aminoacidos de uno de los mondmeros, con unos pocos
residuos de amino4cidos de la otra subunidad del homodimero (Lee et al. 2001). De esta
forma, los residuos implicados en la interaccion y catalisis del sustrato en cada sitio
activo son Glu217, Arg272, Glu358, y Lys514 de uno de los monémeros, e His389 del
otro mondémero (Figura 3.30 C, D y E).

3.3.6. Estudio de los niveles de expresion de Hacpgil.

El estudio de los niveles de expresién del gen Hacpgil en las semillas en
desarrollo (Figura 3.31), permiti6, como en el caso de las enzimas anteriores, distinguir
dos etapas claramente diferenciadas, una inicial donde se observan los niveles maximos

de expresion y otra final, que se caracteriza por unos niveles minimos de expresion.
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Figura 3.31. Medida de los niveles de expresién del mnRNA Hacpgil durante el desarrollo de las semillas
- de girasol pertenecientes a la linea CAS-6.
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La existencia de dos etapas en los niveles de mRNA de Hacpgil coincide con el
perfil de la actividad total fosfoglucosa isomerasa (Resultados y Discusién, Figura 3.2)
en las semillas en desarrollo, ya que es a partir del dia 18 cuando se produce la maxima
caida tanto de la expresion de Hacpgil como de la actividad fosfoglucosa isomerasa,
aunque al igual que en el caso anterior, no se puede establecer una relacion directa entre
ambas debido entre otros factores a la existencia de dos isoenzimas, que participarian

ambas en la actividad total medida en el extracto crudo.

3,5 1

3,04

2,54

2,0

1,5 -

1,0 1

moléculas RNA/ng DNA

0,5

0,0 -
hojas tallo cotiledones raiz

DDF

Figura 3.32. Medida de los niveles de expresion en diferentes tejidos de girasol pertenecientes a plantulas
de la linea CAS-6.

La comparacion de los niveles de expresion en los distintos tejidos (Figura 3.32)
muestra como el gen se expresa fundamentalmente en la fase inicial de las semillas en
desarrollo y en las hojas, mientras que en el resto de tejidos las cantidades de mRNA

Hacpgil encontradas son inferiores, siendo minimas en tallo y cotiledones.
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3.4. Aislamiento, caracterizacion y niveles de expresién de un ¢cDNA codificante de

una fosfoglicerato quinasa citosélica.

3.4.1. Amplificacion de un fragmento interno del cDNA Hacpgkl.

Siguiendo la metodologia anteriormente descrita y utilizando los oligos
degenerados dPGKF y dPGKR (Materiales y Métodos, Tabla 2.2) se amplificé un
fragmento de 575 pb cuya secuencia presento alta homologia con las fosfoglicerato

quinasas de plantas.

3.4.2. Obtencidn de la secuencia completa del cDNA Hacpgkl.

Para la amplificacion de los extremos del cDNA se procedio de la misma forma
que en los casos anteriores, utilizindose en este caso los oligos internos PGKF para el
extremo 3" y PGKR1 y PGKG?2 para el 5° (Materiales y Métodos, Tabla 2.4)

Una vez ensamblados los fragmentos obtenidos la secuencia Hapgkl present6
un tamafio de 1468 pb, obteniéndose una secuencia polipeptidica deducida a partir de la
pauta abierta de lectura de 401 aminoécidos. Esta secuencia fue depositada en GenBank

con el nimero de acceso ABI18157 [gi: 121485004].

3.4.3. Caracteristicas de la secuencia polipeptidica deducida del cDNA Hacpgkl.

Las propiedades fisicoquimicas deducidas de la proteina HacPGK1 se resumen

en la tabla siguiente.

Tamatfio 401 aa

Peso molecular 42,30 KDa
Punto isoeléctrico 6,06
Solubilidad 68 % insoluble
Hidrofobicidad 47,4 %

Hidrofilicidad 25,9 %
Basico 13.5 % Tabla 3.8. Propiedades fisicoquimicas de la secuencia de
Acido 13’2 % aminoacidos deducida del cDNA Hacpgkl.

En la Figura 3.33 se muestra el alincamiento de HacPGKI1 con otras
fosfoglicerato quinasas de plantas, incluyendo aquellas con localizacién en el citosol y
en plastidios. Las isoenzimas citosdlicas y plastidiales descritas en otras especies
vegetales presentan un alto grado de homologia (McMorrow y Bradbeer, 1990),
difiriendo ambos grupos en la presencia o ausencia de un péptido sefial para su entrada

en plastidio/cloroplasto.
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HacPGK
PncPGK
PncloPGK
NtcloPGK

HacPGK . |8 EG NS V WDLNV P LD}
PncPGK  : |83 {GK DLNVPL
PncloPGK : SVEELYE ANLK REDLNVPL
NtcloPGK (1

HacPGK
PncPGK
PncloPGK
NtcloPGK

* 260 * 280 * 300 * 320
HacPGK  : AEHIBRZA < JAPFAATVGGSKVSSKIGVIESLLEKYDEL
PncPGK  : KPREVAG Y SKIGVIESLLEKYDML
PncloPGK : LK g ; SKVSSKIGVIESLLE :
NtcloPGK : THiEigasy QKELDYLVGAVUNPKEPFAATY {IGVIESLLE

HacPGK
PrncPGK : E y
PncloPGK : < BKG y SK] < : ETTQT TWNGP
NtcloPGK : LIEKAKEK J (FARDANS < 7 TWNGP

HacPGK HEMGVFEFS
PncPGK HlM GV FEE]
PncloPGK :
NtcloPGK

HacPGK HEtt
PncPGK :
PncloPGK
NtcloPGK

Figura 3.33. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de fosfoglicerato quinasas de plantas. Ha,
Helianthus annuss (ABI18157); Pp, Populus nigra (BAA33801, BAA33803); Nt, Nicotiana tabacum
(042961). Las regiones oscuras corresponden a zonas con alta homologia. cPGK, fosfoglicerato quinasa
citosolica; cloPGK, fosfoglicerato quinasa cloroplastica.
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3.4.4._Analisis filogenético de la secuencia aminoacidica derivada de Hacpgkl.

At gi| 12644295
So gi|1346698)
Vv gi|147843756]

Pn gi|3738261| PGK Cloroplasticas
St gi[3328122]

St gil82621134|
Nt gi[2499497|
Ma gil102140037

---------------- Ta i|129915|
_: At gi|21536853|
Ps gi|9230771|
Pt gi|29124969|
Pn gi[3738257|
Pn gi|3738259|
St gi|82623391|
St gi[82621108| PGK Citoplasmicas
Nt gi|2499498|
Ha gi|121485004| +*

Vv gil147843754
Ma gi|102139814|

Ta gi|129916]

Ve gi|11134148|

Crgi|1172455|

0l gi|145347850|
Isochrysis galbana gi|58613477|
Bigelowiella natans gi|32307580|
Chondrus crispus gi|27446627|
Cyanidioschyzon merolae gi|51241761|
Phaeodactylum tricornutum gi|7288201|

Clorofitas |

%

Microalgas [

Anabaena variabilis ATCC 29413 gi|75906995|
_|iNostoc sp. PCC 7120 gi|17231623|
Nostoc punctiforme PCC 73102 gi|23129450|
Nodularia spumigena CCY9414 gi[119513809|
Thermosynechococcus elongatus BP-1 gi|22299811|
" Trichodesmium erythraesum IMS101 gi|113476890|
. . Lyngbya sp. PCC 8106 gi|119491448|
Cianobacterias E- cyanothece sp. CCY0110 gil126658259)|

————— Crocosphaera watsonii WH 8501 gi|67921161|
I_I_‘— Synechacystis sp. PCC 6803 gi[2499503|

Synechococcus elongatus gi|56750442|
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— Synechococcus gi|86609153|
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Figura 3.34. Analisis filogenético de las enzimas fosfoglicerato quinasa de plantas y cianobacterias. Se
pueden apreciar dos grupos dentro de las proteinas de plantas superiores, un primer grupo formado por las
enzimas cloroplasticas, y un segundo que incluyen las isoenzimas citosélicas. En ambos se distinguen
también aquellas presentes en especies dicotiledoneas y monocotiledoneas (ramas en lineas discontinuas).
La numeracion que sigue a cada entrada en el arbol corresponde con la identificacion de la proteina en
GenBank. Las abreviaturas usadas en plantas superiores y clorofilas son las siguientes: At, Arabidopsis
thaliana; Cr, Chlamydomonas reinhardtii; Ha, Helianthus annuus; Ma, Musa acuminata; Nt, Nicotiana
tabacum; Ol, Ostreococcus lucimarinus; Os, Oryza sativa, Pn, Populus nigra; Ps, Pisum sativum; Pt,
Populus tremulus; So, Spinachia oleracea; St, Solanum tuberosum; Ta, Triticum aestivum; Ve, Volvox
carteri, and Vv, Vitis vinifera.

97



Resultados v Discusion

3.4.5. Estructura terciaria de la proteina HacPGK1.

Figura 3.35. Modelo estructural propuesto para HaPGKI1. A y B, diagrama de cintas y superficie
molecular, respectivamente, de la estructura propuesta; y C, vista de la superficie molecular mostrando el
interior de la grieta donde se encuentra el sitio activo. En azul se muestran los residuos que interaccionan
con la molécula de 3-fosfoglicerato, en verde los que lo hacen con el anillo de adenina de la molécula de
ATP, y en naranja aquellos que lo hacen con la ribosa.

Al igual que en el caso de la anterior enzima, el grado de identidad de la
secuencia aminoacidica con proteinas cuya estructura cristalina es conocida, en este
caso un 60% con la fosfoglicerato quinasa de la bacteria hipertermofila Thermotoga
maritima (Auerbach et al. 1997), permitié utilizando programas de modelado de
proteinas basados en la homologia con proteinas de estructuras cristalinas conocidas
(Swiss-Model, Schwede er al. 2003; 3D-JIGSAW, Bates et al. 2001) la obtencién del
modelo estructural de Ha PGK1 (Figura 3.35 A, B). El modelo estructural obtenido para
HaPGKI1 se asemeja, al igual que el modelo generado para la [/aHXK1, al de otras
estructuras de hexoquinasas, plegandose la cadena polipeptidica en dos dominios
separados por una grieta donde se encuentran los residuos que participan en el sitio

activo del enzima. La estructura secundaria esta formada por 13 a-hélices y 17 hojas
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plegada B, mientras que en el dominio mayor se localizan 9 hojas plegada B y 8 a-
hélices, en el menor se encuentran 8 y 5, respectivamente. De nuevo, ambos dominios
se encuentran en una posicioén abierta debida a la repulsion entre los residuos de los
laterales de la grieta. Tal y como se ha mencionado anteriormente, los residuos que
forman parte del sitio activo se encuentran posicionados a ambos lados de la grieta
(Figura 3.35 C), y la entrada de los sustratos o de los inhibidores del enzima en el sitio
activo provocan el cierre de los dominios sobre el mismo. Los residuos implicados en la
interaccién con la molécula de 3-fosfoglicerol son Arg23, Arg4l, His64, Arg67,
His154, Argl55 y His157; los que lo hacen con el anillo de adenina del ATP Gly199,
Gly200, Gly223, Gly224, Gly225, Gly325, Leu301 y Val326; y, finalmente, los que lo
hacen con la ribosa Gly325, Pro323, Glu328 y Asp359.

3.4.6. Estudio de los niveles de expresion de Hacpegkl.

Comparando los valores de los diferentes genes estudiados se puede ver como el
valor maximo de expresion se corresponde con el mRNA Hacpgkl.

Durante el desarrollo de las semillas la evolucion de la expresion del gen
Hacpgkl (Figura 3.36) es similar al perfil que presentan el resto de genes de la ruta
glucolitica en estudio en este trabajo, pudiéndose diferenciar dos etapas, una inicial y
otra final que se corresponden con los valores maximos y minimos de expresion
respectivamente, aunque a diferencia con el resto, el maximo de expresion se alcanza el
dia 16 después de floracion mientras que en el resto los maximos de expresion se

alcanzan en dias anteriores.
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La expresion diferencial del gen en los tejidos de las plantulas (Figura 3.37)
muestra como este se expresa fundamentalmente en los tejidos no fotosintéticos, ya que

los niveles de mRNA son maximos en las semillas en desarrollo y el la raiz.
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Figura 3.37. Medida de los niveles de expresion en diferentes tejidos de girasol pertenecientes a la linea
CAS-6.
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3.5. Aislamiento, caracterizacion y niveles de expresion de un cDNA codificante de
una enolasa putativa.

3.5.1. Amplificacion de un fragmento interno del cDNA Haenol.

A partir de regiones conservadas obtenidas del alineamiento de diversas
secuencias de enolasas de plantas se disefiaron dos oligonucledtidos degenerados,
denominados dENO1 y dENO2 (Materiales y Métodos, Tabla 2.2), que fueron
utilizados para la amplificacion mediante PCR (Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.5)
de un fragmento interno de ¢cDNA de semillas en desarrollo pertenecientes a la linea

CAS-6, que present6 un alto grado de homologia con el resto de enzimas enolasas.

3.5.2. Obtencion de la secuencia completa del cDNA Haenol.

Siguiendo la metodologia empleada en los casos anteriores, se obtuvo tanto el
extremo 3" como el 5°. Los oligonucledtidos especificos utilizados fueron ENOF1 para
el 3 y ENOR1 y ENOR2 para el 5" (Materiales y Métodos, Tabla 2.4). A partir de la
pauta abierta de lectura que presenté el cDNA completo, cuyo tamafio fue 1840 pb, se
dedujo una secuencia polipetidica de 493 aminoacidos. Esta secuencia fue depositada en
el GenBank con el ntimero de acceso EF137905.

3.5.3. Propiedades de la secuencia polipeptidica deducida a partir del cDNA Haenol.

Las caracteristicas de la proteina putativa HaENO1 se describen en la tabla

siguiente.

Tamafio 493 aa

Peso molecular 52.478 KDa
Punto isoeléctrico 6,30
Solubilidad 83 % insoluble
Hidrofobicidad 42,4 %
Hidrofilicidad 34,9 %

Basico 11,6 % Tabla 3.9. Propiedades fisicoquimicas de la secuencia de
Acido 11,2 % aminoacidos HaENO1.

En la Figura 3.38 se muestra el alineamiento de HaENOT1 con enolasas de otros
organismos, como se puede apreciar las enolasas presentan un alto grado de homologia
entre especies de distintos reinos, siendo esto debido a que es una de las enzimas
glucoliticas mas conservadas durante la evolucion (Fothergill-Gilmore y Michels,
1993).
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Debido a las multiples posibilidades de localizacion celular de las enolasas, se
llevé a cabo el andlisis de la existencia de secuencias de localizacion celular dentro de la
proteina. Este se realizd, tal y como se describe el apartado 2.2.3.13 de los Materiales y
Métodos, mediante los programas WOLF PSORT, Protein Prowler Prediction y TargerP
1.1, en todos la maxima probabilidad de localizacién se encontr6 en el cloroplasto
(WOLF PSORT: chlo, 8; mito, 6; Protein Prowler Prediction: ¢TP, 0,99; TargerP 1.1:
¢TP, 0,976; mTP, 0,03; SP, 0,003; otros, 0,038; Loc, C; Tplen, 81)

* 20 * 40 * 60
HaENOl : MALAPPTTTTSLSNPLLSSKPSLSSPFVNLPTVSRRSPTKFTVRNSVSVAQSPSVSARKSS
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Figura 3.38. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de enolasas de plantas. Las regiones conservadas
se muestran enmarcadas. Las secuencias empleadas en el alineamiento son: Helianthus annuus
(EF137905), Arabidopsis thaliana (NP_177543), Oryza sativa (EAZ08879, NP_001049556), Ricinus
communis (P42896), Spinacia oleracea (CAB96173).
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Figura 3.39. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de enolasas de diversos organismos. Las cajas
conservadas se muestran enmarcadas. Las secuencias empleadas en el alineamiento son: Helianthus
annuus (EF137905), Drosophila melanogaster (NP_722721), Xenopus laevis (NP_001080346) y Homo
sapiens (NP_001419)

3.5.4. Andlisis filogenético de la secuencia aminoacidica derivada de Haenol.

La secuencia polipetidica derivada del cDNA Haenol se localiza junto con una
enolasa de Arabidopsis thaliana y otra de Oryza Sativa, estando este grupo dentro de la
rama mayoritaria que engloba a las enolasas de plantas, ya que aparece otra rama
minoritaria que se sitda dentro del arbol en una posicién mas proéxima a las enolasas

bacterianas.
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Figura 3.40. Arbol filogenético de las enzimas enolasas.
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3.5.5. Prediccion de la estructura terciaria de la proteina HaENO1.

Figura 3.41. Modelo estructural propuesto para HaENO1. A y B, dos vistas diferentes del diagrama de
cintas de la estructura; C, detalle del sitio activo del enzima mostrando los residuos implicados en la
catalisis (Glu224, verde; Lys453, rojo; Ser429, naranja; y Lys402, azul) y aquellos implicados en la union
a un ion metélico con alta afinidad (Asp246, Glu295 y Asp320 en gris); y D, modelo de la superficie
molecular mostrado la oquedad del sitio activo y la disposicion de los distintos residuos.

La secuencia polipeptidica de HaENO1 mostr6é una alta identidad, un 67%,
con la enolasa de humanos (Homo sapiens), cuya estructura es conocida (Chai et al.
2004), permitiendo la utilizacién de programas de modelado de proteinas basados en la
homologia con proteinas de estructuras cristalinas conocidas (Swiss-Model, Schwede ef
al. 2003; 3D-JIGSAW, Bates er al. 2001) y la obtencion de un modelo estructural de
HaENOI (Figura 3.41 A, B). En la estructura se pueden distinguir dos dominios, el N-
terminal y el C-terminal, estando este ultimo formado por un barril o/p de 8 pliegues
con una topologia PBpaa(Pa)s (Figura 3.41 B). El sitio activo se encuentra situado en el
extremo carboxilo del barril (Figura 3.41 C y D), algo que es comun a todas las enzimas
conteniendo una estructura en barril a/p (Farber and Petsko 1990). Para su actividad, la

enolasa requiere de dos iones metdlicos, unidos a un sitio de alta-afinidad o
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conformacional, y otro de baja-afinidad o catalitico (Chai et al. 2004). El primero se
encuentra formado por los residuos Asp246, Glu295 y Asp320 (mostrados en gris en la
Figura 3.41 C), mientras que el segundo i6n metalico se une a la enolasa en presencia
del sustrato o inhibidor mediante dos oxigenos del sustrato, dos oxigenos del residuo
S95 y dos moléculas de agua. El resto de los residuos implicados en la interaccién con

el sustrato y la catélisis son Glu224, Lys453, Ser429 y Lys402 (Figura 3.41 C y D).

3.5.6. Estudio de los niveles de expresiéon de Haenol.

Los niveles de expresion se determinaron tal y como se describe en el apartado
2.2.3.10 de los Materiales y Métodos, caracterizdandose la cinética de expresion del
mRNA Haenol durante la fase de acumulaciéon de productos de reserva en las semillas
en desarrollo de girasol (Figura 3.42), por el incremento de la expresiéon durante los
primeros dias hasta alcanzar un maximo el dia 14 DDF. A partir de este punto
comienza a disminuir la expresion del gen, de tal forma que éste presenta el mismo

perfil de expresion que el resto de genes de la ruta estudiados en este trabajo.
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Figura 3.42. Medida de los niveles de expresion del mRNA Haenol durante el desarrollo de las semillas
de girasol pertenecientes a la linea CAS-6.

El andlisis de los niveles de expresion en diferentes tejidos de la planta (Figura
3.43), nos indica que este gen se expresa fundamentalmente en los tejidos no
fotosintéticos, ya que los niveles de mRNA determinados en los tejidos verdes son muy

inferiores al de semillas en desarrollo y raiz.
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Figura 3.43. Niveles de expresion del mRNA Haenol en diferentes tejidos de plantulas de girasol de la
linea CAS-6.
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4. EXPRESION HETEROLOGA, PURIFICACION Y CARACTERIZACION
CINETICA DE ENZIMAS DE LA RUTA GLUCOLITICA EN SEMILLAS EN
DESARROLLO.

4.1. Expresién, purificacion v determinaciéon de los parametros cinéticos de

HaHXK1.

4.1.1. Expresion heterdloga v purificacidn de la proteina (6His) AHaHXK 1.

Para la expresion heterdloga de Hahxk1 se disefiaron un par de oligonucleétidos
denominados BamHIHXK y HindIIIHXK (Materiales y Métodos, Tabla 2.4) que
cumpliesen dos condiciones, la primera de ellas fue que se eliminasen los primeros 24
aminodcidos del extremo N-terminal, de tal forma que la region de anclaje a la
membrana no influyese durante el proceso y la segunda condiciéon fue que ambos
cebadores incluyesen en sus extremos dianas de restriccion para las enzimas BamHI 'y
HindIII (Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.9.1). El producto de PCR obtenido fue
clonado dentro del vector de expresién pQE-80L y la construccién resultante fue
utilizada para transformar E. coli XL1-Blue (Materiles y Métodos, apartado 2.2.3.11).
La proteina de fusion resultante presenta una extension de seis histidinas en el extremo
N-terminal y un tamafio de 482 aminodcidos, siendo su peso molecular estimado de
52,6 KDa.

Una vez transformadas las bacterias con la construccion se procedié a la
induccion del cultivo (Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.12) y por tltimo se purifico
la proteina recombinante (Materiales y Métodos, apartado 2.2.3.12) a homogeneidad

electroforética (Figura 4.1)

45.0 KDa .

31.0 KDa N\

21.5KDa ..
14.4 KDa %

Figura 4.1. Analisis mediante SDS-PAGE de los pasos de la purificacién de la proteina recombinante
(6His)AHaHXK1. M, marcador molecular; 1, extracto total; 2, fraccion insoluble; 3, sobrenadante; 4,
faccion a través de la columna; 5, 6 y 7, fracciones de lavado de la columna; 8, proteina purificada.
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La proteina purificada presenté una actividad de 19,3 umol/min/mg proteina
(19,3 U/mg proteina), que hasta la fecha se corresponde con la actividad especifica mas

alta descrita para hexoquinasas de plantas (Claeyssen y col., 2005).

4.1.2. Efectos del pH sobre la actividad de (6His) AHaHXK1.

Una vez purificada la proteina y determinada su actividad especifica se procedid

a estudiar el comportamiento de ésta en funcion del pH, para lo cual se midi6 la
actividad glucoquinasa en medios con distintos valores de pH (Materiles y Métodos,
apartado 2.2.1.9).
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Figura 4.2. Efectos de la variacién del pH sobre la actividad de (6His)AHaHXK1. Los datos presentados
son medias de 3 experimentos con la desviacion estandar que se muestra.

A valores de pH 4cido la actividad es minima, siendo inferior al 40 %, pero a
medida que el pH del medio se acerca a valores proximos a la neutralidad la actividad
aumenta rapidamente, volviendo a disminuir una vez alcanzado el valor éptimo, que a
diferencia de otras isoenzimas que presentan el maximo de actividad para valores
comprendidos entre 8 y 8,7 (Doehlert, 1989; Renz y Stitt, 1993; Veramendi y col.,
1999; Claeyssen y col., 2005), la proteina recombinante 6(His)HaHXK1 alcanza su

maximo de actividad entorno a 7,5.
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Al igual que para otras isoenzimas (Renz y Stitt, 1993; Galina y col., 1995;
Bouny y Saglio, 1996; Claeyssen y col., 2005), la proteina recombinante
(6His) AHaHXK1 disminuye su actividad en condiciones acidas citoplasmaticas,
pudiendo ser esta caida de la actividad un mecanismo de adaptaciéon a la acidosis

citoplasmatica que aparece en condiciones de hipoxia, que modifica el pH de 7,5 a 6,8.

4.1.3. Efectos de la temperatura sobre la actividad de (6His) AHaHXK1.

La estabilidad térmica, estudiada tal y como se describe en el apartado 2.2.1.9 de

Materiales y Métodos de la proteina recombinante (6His)AHaHXK1 se representa en la

siguiente figura.
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Figura 4.3. Efecto de la temperatura sobre la actividad glucoquinasa. Los datos presentados son medias de
tres experimentos con la desviacion estandar que se muestra.

A partir de los datos que aparecen en la grafica se deduce que a partir de los
40°C la proteina comienza a perder actividad de forma significativa, alcanzandose

valores cercanos a cero entorno a los 50°C.
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4.1.4. Caracteristicas cinéticas de la proteina recombinante (6His)AHaHXK1.

Se han determinado las constantes cinéticas para la proteina recombinante
(6His)AHaHXXK 1 utilizando diferentes sustratos (glucosa, fructosa, manosa, ATP, UTP,
CTP y GTP) a distintos valores de pH (7, 7,6 y 8,2) tal y como se describe en el
apartado 2.2.1.8 de los Materiles y Métodos. ’

En la Figura 4.4 se muestra el efecto de la concentracion de los distintos

monosacaridos utilizados: glucosa, fructosa y manosa.
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Figura 4.4. Efecto de las concentraciones crecientes de sustrato sobre la actividad. En el panel de la
derecha se muestra la evolucién de la actividad en funcién del incremento de la concentracion de sustrato
para los tres valores de pH estudiados. En el panel de la izquierda se muestra la representacion de
Lineweaver-Burk de los valores obtenidos. El valor de pH empleado en cada una de las determinaciones
se identifica mediante el color de las lineas representadas en la Figura (pH 7 negro; pH 7,6 rojo; pH 8,2
verde). Los datos muestran la media de tres repeticiones junto con la desviacién tipica.

112



Resultados y Discusion

A continuacidén se determind las constantes cinéticas utilizando como sustratos

los nucleétidos ATP, UTP, CTP y GTP (Figura 4.5).
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Figura 4.5. Efecto de las concentraciones crecientes de sustrato sobre la actividad. En el panel de la
derecha se muestra la evolucion de la actividad en funcién del incremento de la concentracion de sustrato
para los tres valores de pH estudiados. En el panel de la izquierda se muestra la representacion de
Lineweaver-Burk de los valores obtenidos. El valor de pH empleado en cada una de las determinaciones
se identifica mediante el color de las lineas representadas en la figura (pH 7 negro; pH 7,6 rojo; pH 8,2
verde). Los datos muestran la media de tres repeticiones junto con la desviacidn tipica.
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Sustrato Pariametros cinéticos pH7 pH 7,6 pH 8,2
Vmax 16,56+ 0,36 20,93+ 0,94 17,63+ 0,41
Glucosa Km 33,80+ 2,15 38,72+ 4,86 34,46+ 2,30
Vmax/Km 0,49 0,54 0,51
Vmax 17,88+ 0,35 17,57+ 0,64 16,10+ 1,06
Fructosa Km 3625,60+ 163,80 4567,00+ 372,00 5145,70+ 697,40
Vmax/Km 0,005 0,004 0,003
Vmax 2,93+ 0,02 3,59+0,08 4,26+ 0,04
Manosa Km 19,11+ 0,40 21,64+1,54 23,39+ 0,62
Vmax/Km 0,15 0,17 0,18
Vmax 13,38+ 0,20 4,52+ 0,04 10,54+ 0,18
ATP Km 88,16 3,47 30,54+ 0,95 69,48+ 3,38
Vmax/Km 0,15 0,15 0,15
Vmax 19,14+ 0,33 23,95+ 0,27 31,69+ 0,08
UTP Km 1162,60+72,30 159820+ 59,10 1791,70+13,70
Vmax/Km 0,02 0,01 0,02
Vmax - 14,52+0,26 12,08+ 0,14
CTP Km - 1993,00+109,50 2317,50+ 76,30
Vmax/Km - 0,01 0,01
Vmax 9,60+ 0,22 13,92+ 0,23 8,79+ 0,10
GTP Km 717,64+ 37,85 788,74+28,69 654,10+18,11
Vmax/Km 0,01 0,02 0,01

Tabla 4.1. Parametros cinéticos determinados para la proteina recombinante (6His)AHaHXK1. Vmax,
velocidad maxima (umol/min/mg proteinas); Km, constante de Michaelis-Mente (uM). Los datos se
corresponden a la media de tres repeticiones junto con la desviacién estandar correspondiente.

La eficiencia catalitica, representada por la relacién Vmax/Km, no se ve afecta
en gran medida por los diferentes valores de pH empleados, afectando éstos
fundamentalmente a las velocidades maximas descritas para los distintos nucledtidos y
para la glucosa, ya que los valores determinados tanto para la fructosa como la manosa
no se modifican significativamente dentro del rango de pH estudiado.

Atendiendo a los sustratos susceptibles de ser fosforilados por la enzima, se
aprecia como la maxima afinidad se observa para la glucosa (Km = 38,72 + 4,86 pM,
pH 7.6) y la manosa (Km = 17,57 + 0,64 pM, pH 7.6), mientras que la enzima presenta
una afinidad muy inferior por la fructosa (Km = 4567,00 + 372,00 uM, pH 7.6), siendo
ademas la eficiencia catalitica para las dos primeras muy superior a la fructosa, por lo

que la enzima fosforilaria preferentemente la glucosa o manosa existentes en el citosol.
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De todos los nucledsidos trifosfatos estudiados, la enzima utilizaria
preferentemente el ATP ya que presenta una eficiencia catalitaca muy superior al resto.
Similares resultados han sido descritos en diferentes tejidos de plantas (Claeyssen y
col., 2006; Renz y Stitt, 1993; Doehlert, 1989).

La determinacion de los pardmetros cinéticos de la enzima cuando se utilizd el
CTP como sustrato a pH 7 (Figura 4.5) no pudo realizarse, ya que la evolucién de la
actividad con respecto al incremento de la concentracion de sustrato no se ajust6é a una
cinética de Michaelis-Mente, presentando un maximo y posteriormente una disminucion
de la actividad, pudiendo ser debido este fendmeno a mecanismos de inhibicién por

sustrato.

4.1.5. Estudio del efecto de posibles metabolitos inhibidores de la actividad.

Se ha estudiado el posible efecto inhibidor de varios metabolitos sobre la
actividad glucoquinasa de la proteina recombinante (6His)AHaXK1 (Tabla 4.2). Los
metabolitos incluidos fueron: ADP, glucosa-6-fosfato y trealosa-6-fosfato.

El metabolito trealosa-6-fosfato ha sido propuesto como un posible regulador de
la glucolisis de plantas a través de su efecto inhibidor sobre la actividad hexoquinasa
(Schluepmann y col., 2003) por analogia con el modelo descrito en levaduras
(Thevelein y col., 1995). Sin embargo, coincidiendo con otros resultados obtenidos en
plantas (Wiese y col., 1999; Eastmond y col., 2002; Claeyssen y col., 2006), la actividad
de la enzima (6His)AHaHXK1 no se ve afectada por la trealosa-6-fosfato.

Otro de las moléculas estudiadas fue la glucosa-6-fosfato, que aunque a
diferencia de lo descrito para animales donde si presenta un efecto inhibidor sobre las
enzimas hexoquinasas, en levaduras y en la mayoria de plantas no se ha descrito un
efecto de retoinhibicion mediado por la glucosa-6-fosfato (Schluepmann y col., 2003),
coincidiendo con lo encontrado en ¢l caso de la proteina recombinante de girasol, donde
incluso se produce un leve aumento de la actividad, siendo este fendémeno igualmente
descrito en otras especies vegetales (Claeyssen y col., 2006).

De los metabolitos estudiados el unico que present6 un claro efecto inhibidor de
* la actividad fue el ADP. La inhibicién mediada por esta molécula ha sido descrita con
anterioridad en otras plantas (Galina y col., 1995; Menu y col., 2001; da Silva y col.,
2001; Galina y col., 1999; Claeyssen y col., 2006), pudiendo estos datos sugerir un
mayor papel importante de la relacion ATP/ADP en la regulaciéon de la actividad

hexoquinasa en plantas.
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El efecto inhibidor del ADP junto con la modificacion de la actividad en funcién
del pH (Figura 4.2), podrian afectar a la enzima en determinadas condiciones. Durante
los periodos de hipoxia de produce un descenso del pH (Roberts y col., 1984) junto con
un aumento del ADP (Hooks y col., 1994), por lo que se veria afecta la actividad

hexoquinasa disminuyendo la fosforilacién de hexosas.

Metabolitos Concentracion % Actividad
ensayados (mM) glucoquinasa
0,05 92,6
0,1 59,5
ADP 0,25 41,4
0,5 37,2
1 23,0
0,1 101,6
0,5 108,0
Glucosa-6-fosfato 1 98,4
5 122,8
10 137,0
0,25 97,4
Trealosa-6-fosfato 0,5 98,4
1 115,6

Tabla 4.2. Efecto de varios metabolitos sobre la actividad de la proteina recombinante (6His)AHaHXK1.

116



Resultados y Discusion

4.2. Expresion, purificacion y determinacién de los parametros cinéticos de la

enzima fosfoglucosa isomerasa citosélica de girasol HacPGI1.

4.2.1. Expresion heteréloga v purificacién de la proteina (6His)HacPGI1.

A diferencia del caso anterior, para la expresion heterdloga y posterior
purificacién de la proteina recombinante (6His)HacPGI1 no se eliminé ninguna
secuencia aminoacidica de ésta y los oligonucleodtidos disefiados para la amplificacion
de la secuencia utilizada para la expresién heterdloga incluyeron las dianas de
restriccion Sph I'y Pst I (Materiales y Métodos, Figura 2.4). El resto del proceso fue
realizado de igual forma que en el caso anterior (Resultados y Discusion, apartado
4.1.1), obteniéndose, tal como se muestra en la Figura 4.6, una proteina recombinante

de un tamafio de 572 aminoécidos y un peso molecular estimado de 63.1 KDa.

97.4KDa,
66.2 KDa|

45.0 KDa

31.0 KDa'

21.5 KDa,

Figura 4.6. Andlisis mediante SDS-PAGE de los pasos de la purificacién de la proteina recombinante
(6His)HacPGI1. M, marcador molecular; 1, extracto total sin induccion; 2, extraccto total inducido; 3,
proteina purificada.

Una vez purificada la proteina recombinante se determiné la actividad en ambos
sentidos de la reaccién, ya que ésta es reversible, es decir, cataliza la formacion de
glucosa-6-P a partir de fructosa-6-P y viceversa. A pH 7,6, la actividad especifica de la
enzima es de aproximadamente 1242 y 752 U/mg proteina para la glucosa-6-fosfato y la

fructosa-fosfato, respectivamente.

4.2.2. Efectos del pH sobre la actividad de (6His)HacPGI]1.

Una vez purificada la proteina y determinada su actividad especifica se procedio

a estudiar el comportamiento de ésta en funcion del pH, para lo cual se determiné la
actividad enzimatica utilizando ambos sustratos, estudidndose la influencia de los

diferentes sustratos en la actividad dependiendo del pH del medio (Figura 4.7).
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Figura 4.7. Efectos de la variacion del pH sobre la actividad de (6His)HacPGI1. Los datos presentados
son medias de tres experimentos con la desviacién estdndar que se muestra.

Tal y como se muestra en la Figura 4.7, la evolucién de la actividad en funcién

del pH dependi6é del metabolito utilizado como sustrato, ya que cuando se inicia la

reaccion con la glucosa-6-fosfato el valor éptimo de actividad se alcanza antes, entre 7,5

y 8, disminuyendo rapidamente a valores mds altos de pH, mientras que por el contrario,

cuando se utiliza la fructosa-6-fosfato el valor éptimo se alcanza a valores mas basicos,
alrededor de 8,5.
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4.2.3. Efectos de la temperatura sobre la actividad de (6His)HacPGI1.

Una vez estudiado el efecto del pH sobre la actividad se detreminé el que

produciria la temperatura sobre la misma (Figura 4.8)
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Figura 4.8. Efecto de la temperatura sobre la actividad glucoquinasa. Los datos presentados son medias de
tres experimentos con la desviacion estandar que se muestra.

Al estudiar el efecto de la temperatura sobre la actividad se pudieron distinguir
tres etapas, una primera donde para pequefios incrementos de temperatura se produce
una disminuciéon importante de la actividad, una segunda, desde 35°C a
aproximadamente 50°C , donde la enzima parece no verse afectada en gran medida por
los cambios de temperatura y una tercera etapa en la cual al igual que la inicial se
produce un fuerte descenso de la actividad llegando a ser indetectable a valores entorno
a 65°C.

HacPGI es una enzima dimérica, puede estar indicando la temperatura de

disociacion del dimero y la perdida de actividad del monémero.
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4.2.4. Caracteristicas cinéticas de la proteina recombinante (6His)HacPGI1.

Se han determinado los pardmetros cinéticos en ambos sentidos de la reaccion

(Tabla 4.3), empleandose tanto la glucosa-6-fosfato como la fructosa-6-fosfato como

sustratos iniciadores de la reaccion.
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Figura 4.9. Efecto de las concentraciones crecientes de sustrato sobre la actividad. En el panel de la
derecha se muestra la evolucion de la actividad en funcién del incremento de la concentracién de sustrato
para los tres valores de pH estudiados. En el panel de la izquierda se muestra la representacion de
Lineweaver-Burk de los valores obtenidos. El valor de pH empleado en cada una de las determinaciones
se identifica mediante el color de las lineas representadas en la figura (pH 7 negro; pH 7,6 rojo; pH 8,2
verde). Los datos muestran la media de tres repeticiones junto con la desviacion tipica.

Sustrato Parédmetros cinéticos pH7 pH 7,6 pH 8,2
Vmax - 1242,09+ 35,07 1436,96+ 34,83

Glucosa-6-P Km - 1779,20+ 0,14 1866,70+ 0,13
Vmax/Km - 0,70 0,77
Vmax 682,86+ 10,33 752,06=11,62 1011,91+ 11,02

Fructosa-6-P Km 243,40+ 0,01 238,00+ 0,01 236,70+ 0,01
Vmax/Km 2,81 3,16 4,28

Tabla 4.3. Parametros cinéticos determinados para la proteina recombinante (6His)HacPGIl. Vmax,
velocidad maxima (umol/min/mg proteinas); Km, constante de Michaelis-Mente (uM). Los datos se
corresponden a la media de tres repeticiones junto con la desviacion estandar correspondiente.
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De los parametros cinéticos descritos en la tabla 4.3, se deduce que aunque la
velocidad méxima es superior para el sustrato glucosa-6-P la eficiencia catalitica es
mayor para la fructosa-6-P, ademas la eficiencia catalitica para este sustrato se ve
afectada por el pH del medio. La determinacion de los parametros cinéticos cuando se
utilizé la glucosa-6-P a pH 7 no se pudo realizar debido a un posible mecanismo de
inhibicion por sustrato ya que como se aprecia en la grafica se produce un descenso de

la actividad a partir de una determinada concentracion de sustrato.

4.2.5. Estudio del efecto de posibles metabolitos inhibidores de la actividad.

Se han ensayado diversas moléculas para estudiar posibles efectos de inhibicion

sobre la enzima recombinante (6His)HacPGI1 (Tabla 4.4).

Metabolitos Concentracion % Actividad
ensayados (mM)

Eritrosa-4-P 8 -
Ribosa-5-P 8 -
3-Fosfoglicerato 10 -
Dihidroxiacetonafosfato 14 -

0,3125 83,2

0,625 75,5

6-Fosfogluconato 1,25 60,8

2,5 37,7

5 26,2

10 12,6

0,06 95,4

0,12 86,5

Gliceraldehido-3-P 0,24 72,4

0,48 59,3

0,96 41,3

Tabla 4.4. Efecto de varios metabolitos sobre la actividad de la proteina recombinante (6His)AHacPGI1.

De todas las moléculas estudiadas solo el 6-fosfogluconato y el gliceraldehido3-
fosfato presentaron efecto inhibidor sobre la actividad de la enzima recombinante.

Ambos metabolitos podrian tener un importante papel regulador ya que son metabolitos
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intermediaros de la ruta oxidativa de las pentosas fosfato y de la glucolisis
respectivamente. Aunque para conocer el efecto in vivo de estas moléculas seria

necesario determinar primero las concentraciones celulares en las que se encuentran.
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4.3. Expresion, purificacién y determinacion_de los parametros cinéticos de la

enzima fosfoglicerato quinasa citosélica de girasol, HacPGKI1.

4.3.1. Expresi()‘n heteréloga v purificacién de la proteina (6His)HacPGK1.

La expresion heteréloga y posterior purificacion de la proteina recombinante
(6His)HacPGK1 se realizé siguiendo el protocolo utilizado en el caso anterior

(Resultados y Discusion, apartado 4.2.1).

45.0 KDa

31.0 KDa

21.5KD

Figura 4.10. Anélisis mediante SDS-PAGE de los pasos de la purificacion de la proteina recombinante
(6His)HacPGK 1. M, marcador molecular; 1, extracto total sin induccion; 2, extraccto total inducido; 3,
proteina purificada.

La actividad especifica determinada para la proteina recombinante a pH 8,2 fue

de aproximadamente 15,3 U/mg proteina.

4.3.2. Efectos del pH sobre la actividad de (6His)HacPGK1.

Al igual que en los casos anteriores también se estudié el efecto del pH

sobre la actividad (Figura 4.11)
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Figura 4.11. Efectos de la variacién del pH sobre la actividad de (6His)HacPGKI1. Los datos presentados
son medias de tres experimentos con la desviacion estandar que se muestra.

Como se observa en la Figura 4.11, la enzima presenta un pH optimo entorno a
8, mientras que a valores superiores comienza a disminuir la actividad. La actividad
enzimatica comienza a aumentar a medida que lo hace el pH hasta llegar a valores

cercanos a 7, donde se estabiliza hasta sobrepasar 8,5 donde comienza a disminuir la
actividad.

4.3 3. Efectos de la temperatura sobre la actividad de (6His)HacPGK1.

Como se puede observar en la Figura 4.12, la actividad enzimatica no se ve muy
afectada hasta pasado los 40°C, momento a partir del cual se hace mas pronunciada la

pendiente y pequefios incrementos de temperatura provocan importantes bajadas de la

actividad, hasta desaparecer ésta entorno a los 60°C.
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Figura 4.12. Efecto de la temperatura sobre la actividad fosfoglicerato quinasa, (6His)HacPGK1. Los
datos presentados son medias de tres experimentos con la desviacidn estdndar que se muestra.

4.3.4. Caracteristicas cinéticas de la proteina recombinante (6His)HacPGK1.

Para la caracterizacion cinética de la proteina recombinante (6His)HacPGK1 y
debido a la reversibilidad de la reaccion, ésta fue ensayada utilizando como sustrato el

3-fosfoglicerato y como donador de grupos fosfato se utiliz6 el ATP.

Sustrato Parametros cinéticos pH7 pH 7,6 pH 8,2
Vmax 14,62 + 0,23 14,67 £ 0,31 15,26 £ 0,20

3-PGA Km 1948,60 + 96,4 1787,90 + 121,1 1635,10+ 176,7
Vmax/Km 0,008 0,008 0,009
Vmax 10,62 + 0,09 10,75 £ 0,31 10,13 £ 0,28

ATP Km ' 243,30+5,7 227,60=174 215770+ 15,9
Vmax/Km 0,044 0,047 0,047

Tabla 4.5. ParAmetros cinéticos determinados para la proteina recombinante (6His)HacPGK1. Vmax,
velocidad méxima (pmol/min/mg proteinas); Km, constante de Michaelis-Mente (uM). Los datos se
corresponden a la media de tres repeticiones junto con la desviacion estandar correspondiente.

)
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Figura 4.13. Efecto de las concentraciones crecientes de sustrato sobre la actividad. En el panel de la
derecha se muestra la evolucion de la actividad en funcion del incremento de la concentracion de sustrato
para los tres valores de pH estudiados. En el panel de la izquierda se muestra la representaciéon de
Lineweaver-Burk de los valores obtenidos. El valor de pH empleado en cada una de las determinaciones
se identifica mediante el color de las lineas representadas en la figura (pH 7 negro; pH 7,6 rojo; pH 8,2
verde). Los datos muestran la media de tres repeticiones junto con la desviacion tipica.

Cuando se comparan los resultados obtenidos durante la caracterizacion cinética
de la enzima recombinante (6His)HacPGK1 y otras enzimas fosfoglicerato quinasas de
plantas (los parametros cinéticos pueden ser consultados en la base de datos BRENDA,

http://www.brenda-enzymes.info/) se observa como aunque los valores descritos para

las constantes de Michaelis-Mente son similares, los niveles de actividad son superiores

a los determinados para la isoenzima de girasol.

4.3.5. Estudio del efecto de posibles metabolitos inhibidores de la actividad.

Para finalizar la caracterizacion de la enzima recombinante (6His)HacPGK1, se

precedié al estudio de los posibles metabolitos inhibidores de la actividad (Tabla 4.6).
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De todos los metabolitos estudiados tan solo el ADP y el AMP tuvieron un
efecto inhibidor significativo sobre de la actividad de la proteina (6His)HacPGKI1,
pudiendo relacionarse de esta forma el estado energético celular y la actividad
glucolitica a nivel de la enzima (6His)HacPGK1 al igual que ocurria en el caso de la

hexoquinasa (Resultados y Discusion, apartado 4.1.5).

Metabolitos Concentracion

o ..
ensayados (mM) %o Actividad
Glicerol-3-P 10 N
Glicerol-2-P 10 )
UTP 75 ]
UDP 10 }
0,1 63,1
ADP 0,25 62,4
0,5 47.6
1 32,3
0,625 104,3
1,25 99.8
AMP 2,5 9.5
5 78,1
10 40,6

Tabla 4.6. Efecto de varios metabolitos sobre la actividad de la proteina recombinante (6His)HacPGK1.
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5. EVOLUCION DE LOS NIVELES DE LAS ENZIMAS PURIFICADAS
MEDIANTE WESTERN BLOT DURANTE EL DESARROLLO DE LAS
SEMILILAS.

5.1. Evolucién de los niveles de la enzima fosfoglucosa isomerasa citosélica durante

el desarrollo de las semillas.

Tal y como se describe en el apartado 2.1.3 de los Materiales y Métodos, a partir
de la proteina purificada (6His)HacPGI1 (Resultados y Discusion, apartado 4.2.1) se
inmunizaron conejos cuyo suero fue utilizado para el estudio de los niveles de la
proteina durante el desarrollo de las semillas de girasol. Durante el proceso los
anticuerpos reconocieron especificamente a la proteina HacPGI1, no observandose
reacciones cruzadas cuando se emple6 una dilucioén 1/5000.

El estudio de los niveles de la isoenzima HacPGI1 (Figura 5.1) durante el
desarrollo de las semillas de girasol de la linea CAS-6, mostré6 como esta proteina no
disminuye durante la fase de llenado del embrién, aunque si disminuye tanto la
expresion de gen Hacpgil (Resultados y Discusion, Figura 3.31) como la actividad

fosfoglucosa isomeras total en el extracto crudo (Resultado y Discusion, Figura 3.2).

P 15 20 25 30

Figura 5.1. Western blot de extractos de semillas en desarrollo utilizando anticuerpos anti-6(His)HacPGI.
P, proteina purificada; 15, 20, 25, 30 dias después de floracion. Las muestras utilizadas presentaron la
misma concentracion de proteinas.

El mantenimiento de los niveles de la proteina durante el desarrollo indicaria la
existencia de un posible mecanismo de regulaciéon postraduccional, ya que tanto la
expresion del gen como la actividad total, en la que también participard la isoenzima

plastidial, disminuyen notablemente durante la maduracion de la semilla.
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5.2. Evolucion _de los niveles de la enzima fosfoglicerato quinasa durante el

desarrollo de las semillas.

Al igual que en el caso anterior, el estudio de los niveles de la isoenzima
HaPGK1 durante el desarrollo del embrion se mantuvieron, no observandose cambios
significativos (Figura 5.2). Ademas los anticuerpos también reconocieron
especificamente a la proteina HacPGK1, no observandose reacciones cruzadas cuando
se emple6 una dilucion 1/5000.

Aunque la expresion del gen Hapgk1 aumenta hasta alcanzar un maximo entorno
al dia 16 y posteriormente disminuye (Resultados y Discusion, Figura 3.36), la actividad
del extracto total aumenta (aunque al igual que en el caso anterior se debe tener en
cuenta la existencia de otras isoenzimas) (Resulatados y Discusién, Figura 3.3) los
niveles de de la proteina HaPGK1 se mantienen, lo que podria indicar que la proteina
presenta una vida media lo suficientemente grande como para mantenerse activa durante

el final del periodo de llenado de la semilla.

P 15 20 25 30

Figura 5.2. Western blot de extractos de semillas en desarrollo utilizando anticuerpos anti-6(His)HaPGK.
P, proteina purificada; 15, 20, 25, 30 dias después de floracién. Las muestras utilizadas presentaron la
misma concentracion de proteinas.

La isoenzimas citosélicas y plastidiales presentan un alto grado de homologia,
diferenciandose en la regién N-terminal debido a la presencia de un péptido sefial en el
caso de las ultimas. Como consecuencia del alto grado de homologia entre ellas cabria
esperar la existencia de reacciones cruzadas entre los anticuerpos obtenidos para la
enzima recombinate (6His)HaPGK1 y la isoforma plastidial, pero la localizacién
mayoritaria de la actividad en el citosol durante el desarrollo de las semillas (6% de
porcentaje de actividad plastidial) (Resultado y Discusién, apartado 3.1.3), justifica la
ausencia de una segunda banda de mayor tamafio en el gel, que se corresponderia a la
enzima junto con el péptido sefial que la localizaria dentro de los plastidios.

Los resultados tanto de la HacPGI como de la HaPGK, podrian apuntar a una

fase de sintesis activa de enzimas biosintéticas durante las fases iniciales de desarrollo
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de la semilla y una segunda fase en la que las enzimas producidas son reguladas
mediante otros mecanismos distintos de su sintesis y utilizadas en la sintesis de

productos de reserva (proteinas y triacilglicéridos).
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CONCLUSIONES

1. La determinacién de los pardmetros cinéticos aparentes en extracto crudo para las
actividades glucoliticas en las semillas en desarrollo, permitié identificar aquellas
actividades que presentan una menor eficiencia catalitica y que podrian actuar como
pasos limitantes dentro de la ruta, siendo estas actividades la invertasa neutra, la
fosfofructoquinasa dependiente de PPi, la hexoquinasa y la fosfoglicerato mutasa.
Ademas, y a diferencia de lo descrito en otras especies vegetales, la actividad sacarosa
sintasa fue muy inferior a la actividad invertasa, lo que indicaria la mayor influencia de

esta Gltima en el suministro de hexosas provenientes de la hidrélisis de la sacarosa.

2. El estudio de las actividades glucoliticas en extractos de plastidios aislados permitié
determinar la existencia de una ruta glucolitica plastidial incompleta. Las actividades
fructoquinasa y gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa parecen no localizarse dentro
de los plastidios de las semillas en desarrollo de girasol, mientras que los niveles
correspondientes a la actividad enolasa estdn cercanos a los del marcador
citoplasmatico, por lo que de existir esta actividad intraplastial sus niveles serian muy

bajos con respecto a la citosolica.

3. Durante la fase de acumulacion de productos de reserva en las semillas en desarrollo
de girasol, las actividades glucoliticas se pueden agrupar en funcién de su evolucion, ya
que existen diferentes perfiles de actividad, destacando aquellas que aumentan
conforme se desarrolla el embrién y que podrian participar mas activamente en el
suministro de esqueletos carbonados y energia para la biosintesis lipidica. Este grupo de
actividades estda formado por las enzimas gliceraldehido-3-P deshidrogenasa,
fosfoglicerato quinasa y enolasa. Tanto el aumento de las actividades conforme se
desarrolla la semilla de este grupo de enzimas como el mantenimiento a niveles
maximos de la actividad triosa-fosfato isomerasa, mostrarian la relacion existente entre
el incremento de la demanda de triosas-fosfato, que se produce debido a que éstas
constituyen el suministro principal de esqueletos de carbono para la biosintesis lipidica

y el suministro de éstas a través de la ruta glucolitica.

4. Cuando se compararon los niveles de las actividades glucoliticas en semillas en

desarrollo pertenecientes a diferentes lineas de girasol con distinto contenido graso, se
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observd que en aquellas lineas de contenido similar, CAS-6 y HA-89 eran muy
similares, diferenciandose de la linea ZEN-8, con menor riqueza grasa, que parece
presentar un retraso fisioldgico con respecto a las primeras, siendo este retraso

fisioldgico el responsable del menor contenido lipidico de las semillas.

5. El anélisis de los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de protones de los
extractos percloricos de las semillas en desarrollo de las lineas CAS-6 y ZEN-8 no
permitié encontrar diferencias a nivel cualitativo ni cuantitativo entre ambas lineas,
aunque si determiné que en ambos casos los carbohidratos que experimentan una mayor
cambio en su concentracion durante el desarrollo fueron la sacarosa y la glucosa, siendo

este dato confirmado mediante medidas espectrofotométricas.

6. A partir de semillas en desarrollo se ha clonado y secuenciado el cDNA Hacwinvl,
codificante de una invertasa de pared celular putativa. Este gen se expresa en todos los
tejidos estudiados aunque su expresion es maxima durante la primera fase del desarrollo
de las semillas, coincidiendo los niveles maximos de expresion con la etapa mas activa

de hidrdélisis de la sacarosa.

7. A partir de semillas en desarrollo se ha clonado y secuenciado el cDNA Hahxkl,
codificante de una hexoquinasa de Tipo B. El gen presenta los mayores niveles de
expresion en tejidos no fotosintéticos, ya que ésta es maxima en semillas en desarrollo y
en raiz. El cDNA Hahxkl sin la regién codificante correspondiente a los primeros 24
aminoacidos fue expresado en FE.coli, purificandose posteriormente la proteina
recombinate (6His) AHaHXK1 y caracterizandose los pardmetros cinéticos de la misma.
Hasta la fecha la actividad especifica de esta proteina se corresponde con el valor

maximo descrito para una hexoquinasa de plantas.

8. A partir de semillas en desarrollo se ha clonado y secuenciado el cDNA Hacpgil,
codificante de una fosfoglucosa isomerasa citosélica de girasol. Una vez expresada y
purificada se determinaron los parametros cinéticos de la enzima recombinate en ambos
sentidos de la reaccién y se obtuvieron anticuerpos especificos inmunizando conejos
con la proteina purificada, lo que permitié comparar los niveles de expresion génica y la
evolucion de los niveles de proteina durante el desarrollo de las semillas, observandose

como aunque se produzca una fuerte disminucion de la expresién del gen a lo largo del
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periodo de maduracion de la semilla, los niveles de su proteina no disminuyen, por lo
que deben existir mecanismos de regulacion postraduccional de la actividad

fosfoglucosa isomerasa citosdlica.

9. A partir de semillas en desarrollo se ha clonado y secuenciado el cDNA Hapgkl,
que codifica una fosfoglicerato quinasa de girasol. Como consecuencia de la similitud
entre las isoenzimas citosélicas y plastidiales, la enzima clonada se ha englobado dentro
del primer grupo debido a la ausencia de un péptido sefial, que le permitiese acceder al
interior del plastidio. Posteriormente se procedio a la expresion heterdloga, purificacion
y determinacion de los parametros cinéticos de la proteina recombinate. Al igual que en
caso anterior se obtuvieron anticuerpos especificos, que permitieron estudiar los niveles
de la enzima durante la fase de acumulacion de productos de reserva en las semillas en
desarrollo. Determiniandose igualmente la existencia de mecanismos postraduccionales

que regulan la actividad enzimatica.

10. Por ultimo, se clond y secuencié el cDNA Haenol, que codifica una enzima enolasa
de girasol. Mediante RT-PCR se determinaron los niveles de expresion génica tanto en
las semillas en desarrollo como en otros tejidos de la planta, siendo mayoritaria la
expresion en los tejidos no verdes y que por lo tanto dependen fundamentalmente del

aporte del fotosintato por parte de los tejidos fotosintéticamente activos.
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