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RESUMEN

Fn este trabajo de tesis se ha establecido que 1a
ATP-difosfohidrolasa o apirasa (EC 3.6.1.5) es una enzima
soluble cuya actividad estd muy regulada durante el desarrocllo
del tubércule de Solanum tuberosum var Desirée. Su funcidn
fisioldégica podria estar relacionada con el procesc de
diferenciscién celular que caracteriza el inicio de 1la
tuberizacién y por lo tanto podria considerarse como un
posible marcador bioquimico para.este proceso,

Se encontrd un maximo de actividad apirdsica (ATPasa-
ADPasa) a los 49 dias de desarrollo del tubérculo, momento en
que se observa el inicio de la tuberizacidén. La cuantificacién
de la enzima durante todo el desarrollo de la papa, reveld que
este miximo de actividad es coincidente con una mayor masa de
la enzima.

La actividad apirédsics, ademds, esta regulada
cinéticamente por dos proteinas moduladoras, una activadora ¥
otra inhibidora. Se intenté purificarlas a través de
cromatografias de exclusidén, de intercambic idénico y de
afinidad. S61lo se logrdé homogénea ls proteina gue inhibe 1la
actividad apirdsica, debido a gque las preparsciones mas
purificadas de la activadora (menor concentracidn de
proteinas) fueron inestables.

La carscterizacidn parcial de estas proteinas

moduladoras evidencid los siguentes hechos:




xi

1) Ambas proteinas se encuentran en la fraccidn
soluble, igual gque 1la apirasa, seglin un fracionamiento
subcelnlar. ‘

2) Estas proteinas son termoestables, ya gque resisten
un calentamiento a 100°C por & min , ventaja gque ha sido

utilizada en su purificacidn.

3) E1 porcentaje de activacidn dependse de la
concentracidn de proteinas en el medio de ensayoc ¥y es
suprimido por la presencia de PMSF, 1lo cual podria indicar:

a) la posible participacidén de residuos hidroxilicos en la
interaccién proteina activadora-apirasa o b) que la activacién
estaria relacionada con una protedlisis parcial de la apirasa.

4) El efecto activador sobre la apirasa es
aproximadamente constante durante el desarrolle del tubérculo,
v comienza con la aparicidén de esta enzima.

5) La proteina activadora aumenta la Vmax ¥ no altera
la afinidad de la apirasa por el sustrato (Em).

6) Estas proteinas moduladoras tienen masas moleculares
diferentes: la proteina activadora de 15,0 kDa determinada por
filtracidén en gel; vy 1la proteina inhibidora de 58,0 kDa
establecida tanto por filtracidén en gel como por un SDS-
PAGE.

7y E1 punto isoeléctrico de 1la proteina activadora es
de 9,0 determinado por electroenfoque, lo cual podria
favorecer ls interaccidén con la apirasa que es mds dcida.

La determinacién de la localizacidén de la apirasa a

]




nivel tisular e intracelular permitié una mayor aproximacidn =
su posible funcién en las células de la papa. Se astablecio
que esta enzima se localiza en la regién subapical de los
estolones v en la peridermis, zona cambial y perimedular de
los tubérculos Jjévenes. La localizacidn a nivel
ultraestructural reveld gue la apirasa se distribuye
mayvoritariamente en la pared celular y en una menor proporcidn
en el citoplasma ¥y no se encontrd unida a membranas. Estos
hechos indicarian que una posible funcidén de la apirasa podria.
estar relmcionada con la sintesis de glicoproteinas y con el
procesc de subsrizacién de la pared secundaria y no con la
hidrélisis del dolicol-PP en la sintesis de polisacédridos ¥
glicoproteinas de la pared primaria.

Los sistemas con modelos de cultivos de tejido in vitro
permitieron estudiar la relacién de la apirasa con 1los
procesos de divisién y diferenciacidn celular en forma
separada. Es necesario sefialar que la apirasa presente en
microtubérculos tiene uns masa molecular mds pequefia que 1la
correspondiente a una apirasa aislada de tubérculos madurocs
cultivados in vive. Esta enzima podria, ademds, tener una
funcién .mds general en la célula vegetal, como es la
produccidén y reincorporacién de adenosina a la célula de papa.
Se descartd una participacisén de 1la apirasa en el proceso de
divisién celular porque no se inmunodetecté en callos ni en
suspensiones celulares indiferenciadas en presencia de 2,4-D.

Sin embargc, can el tratamiento de inductores de la
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tuberizecién =e inmunodetectdé la asparicidn de la enzima, lo
cual podria indicar que se ha detectado un cambio bioquimico
relacionade con la diferenciacidén celular, porque durante 1lg
incubacidén con inductores no hay divisidn celular. Estos
resultados han sugerido gque la apirasa podria estar
relacionada con uno de los primeros eventos de diferenciacidn
que ocurrsn al\desencadenarse la tuberizacidn, como es la
suberizacién de la pared secundaria y la concomitante sintesis
de almidén.

Por lo tanto, podria concluirse que 1la apirasa no
estaria participando en 1la biosintesis de la pared primaria
durante la divisidn celular, pero si podria estar cumpliendo
una funcidn importante en el proceso de generacidn de la pared
secundaris y en la acumulacién de almidén durante la

diferenciacidén celular en el inicio de la tuberizacidn.

-
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ABSTRACT

It has been established in this thesis that
ATP-diphosphohydrolase or apyrase (EC 3.86.1.5) 1is a soluble
enzyme. During Solanum tuberosum var Desirée tuber
development, this enzymatic activity is highly regulated. The
physiological role of apyrase might be related to the cellular
differentiation process that characterizes the initial stage
of tuberization and, for this reason, it could be considered
as a possible biochemical marker of this process.

Maximum spyrase activity was found at the 49th day of
tuber development, when the observable tuberization begins.
This increase in activity is due to a mass increase as shown
by enzyme guantification during potato development.

Apyrase activity is also kinetically regulated by two
modulator proteins being one an activating protein and the
other an inhibitory protein. Several purification steps,
through: exclusion, ionie exchange and affinity
chromatography, were attempted for these proteins. The only
one that could be obtained =as an homogeneous protein was the
inhibitory protein. The activating protein was very unstable
when purified because of its low protein concentration.
Partial analysis of these modulator proteins, show the

following characteristiecs:
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1) Both proteins, as well as for apyrase, were found in
the soluble fraction after subcellular fractionation.

2) These proteins are heat stable because they can be
heated at 100°C for 5 min without loss of activity; this high
stability has been used in the purification procedure.

3) The activating effect upon apyrase is dependent on
the protein concentration in the assay medinm. It can be
suppresed by PHMSF, which would suggest: a) the participation
of hydroxylic amino acid residues in the apyrase-activating
protein interaction or b) the activation effect conld be
related to partial proteolysis of apyrase.

4) Apyrase activation is almost constant during tuber
development, and is initiated along with the appearance of
apyrase activity.

5) The activating protein increases Vmax but has no
effect on the apyrase substrate affinity, because no
modification of Km value is detected.

6) These modulator proteins have different molecular
mass: the activating protein has 15,0 kDa (measured by gel
filtration) and the inhibitory protein has 58,0 kDa
(determined by gel filtration and SDS-PAGE).

7) The activating protein isoelectric point is 8,0,
determined by iscoelectrofocusing. This basic isoelectric point
might favour the interaction with apyrase which is a nmore
acidic protein.

Apyrase localization at the tissular and intracelluolar
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level showed that this enzyme 1is 1located in the stolon
subapical regions and in the young tuber peridermis and
cambial zones. Inside the cell, apyrase is mainly distributed
in cell walls with a small proportion localized 1in the
eytoplasm. No apyrase was found bound to membranes. These
facts indicate that the role of apyrase may be related to
glycoprotein biosynthesis and to the suberization process of
the secondary wall, and not to dolychol-PP hydrolysis produced
in polysaccharide and glycoprotein biosynthesis in the primary
wall.

Model systems of in vitre tissue cultures allowed the
separate study of the cellular division and differentiation
processes. It is important to point out that the molecular
mass of spyrase is smaller than that of apyrase isolated from
mature tubers, cultured in vivo. This last enzyme might also
have a more general function in the plant c¢ell such as
adenosine production and reincorporation to the potato cell.
Apyrase participation in the cellular division process was
ruled out becasuse this enzyme was neither immunodetected in
callus nor in undifferentiated cellular suspensions produced
by addition of 2,4-D. However, apyrase was immunocdetected
during the treatment with inducers of tuberization, which
should indicate a biochemical change related to celular
differentiation, because no celular division occurs during
treatment with these inducers. These results suggest that

apyrase could be involved in one of the first events of tissue
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differentiation that occcur at the begining of tuberization,
such as éecondary wall suberization and concomitant starch
binsynthesis.

It could thus be concluded that apyrase might not be
involved in primary wall biocsynthesis during cellular
division, but could be playing & predominant role in the
secondary wall generating process, and could also participats
. in starch accumulation during cellular differentiation at the

beginning of the tuberization process.




INTRODUCCION

El +tubérculeo de papa es el producto final del
crecimiento v desarrollo de Solanum tuberosum, v también el
producto inicial de una nueva planta, es decir, es el eslabdn
que liga vegetativamente  a dos generaciones.
Morfoldégicamente, el tubérculo de papa es un tallo
subterrdneo modificado que se ha dife;enciado en un Grgano de
almacenamiento por una expansiodn radial v acumulacidn de
almidén v de un determinado grupo de proteinas (Cutter, 1882).
A pesar de su importancia econdmica los mecanismos moleculares
que regulan la tuberizacidén en Seolanum tuberosum son casi
desconocidos. Sin embargo, el rendimiento en la produccidn de
tubérculos de buen tamafic v calidad a partir de una planta de
Solanum tuberosum depende exclusivamente del periodo inicial
de tuberizacidn, es decir, del desarrollc de estolones, nimero
de estolones que tuberizan y del crecimiento inicial de
tubéreculos jévenes (Wurr, 1977; Ahmed y Sagar, 1881).

Bl ciclo de vida de una planta de papa se puede resumir
en las siguientes etapas: 1) estado de reposo del tubérculo;
2) estado de dominancia apical; 3) estado de brotacidn
miltiple; 4) formacién de estolones; 95) tuberizacién de los
estolones y 8) desarrollo vegetativo, floracién y formacidn de
frutos y semillas.

Durante su desarrollo fisioldgico, el tubérculo de papa

maduro, después de su cosecha, entra en un periodo de reposo o




dormancis en que no ocurre ningin crecimiento observable de
Jos brotes. La duracién de este periodo de reposo depende de:
i1a variedad de papa, las condiciones previas de crecimiento,
la temperatura de almacenamiento, dafios en el tubérculo vy del
grado de madurez del tubérculo al ser cosechado (Rastovski ¥
cols., 1981). Se inicia un nuevo ciclo cuando las yemas del
tubérculo empiezan & crecer y a formar brotes. Frecuentemente,
la yema apical empieza a brotar primero, marcando el comienzo
del estado de dominancia apical; luego se desarrollan brotes
adicionales v se inicia el estado de brotamiento miltiple, el
que puede durar varios meses, segin la variedad. Generalmente,
éste es el estado Sptimo para sembrar tubérculos-semillas. Una
vez que los brotes han emergido sobre la superficie de 1la
tierra, se producen en la base del brote principal, raices
adventicias y las yemas laterales empiezan a crecer formando
tallos subterrdneos, denominados estolones. Estos estolones se
caracterizan por: un crecimiento diageotrépico con internudos
alargados, un dpice en forma de gancho ¥y por una disposicidn
de vestigios de hojas distribuidas en espiral. La tuberizacidn
se produce en el dpice del estolén ya formado, especificamente
en la regién subapical (Rastovski y cols., 1981; Cutter,
1892).

Vreugdenhil y Struik (1988) han definido las siguientes
etapas necesariss para 1la formacidn de tubérculos en una
planta de papasa:

a) induccién e iniciacién del estoldén y activacidén de




una yema axilar en la base del tallo; b) crecimiento del
estoldn (elongacidn v ramificacidén); e¢) cesacidn del
crecimiento longitudinal del estoldén; d) induccién e
iniciacién de 1la tuberizacién (produccién y transporte del
estimulo inductor de tuberizacidén que resulta en un cambio en

el metabolismo del dpice del estoldn).
Factores gque afectan la tuberizacidn en S.tuberosum.

Cads una de las etapas recién mencionadas estan
controladas por factores tanto hormonales como ambientales que
se describen brevegente a continuacién. La formacién de
estolones es favorecida por la oscuridad y por una humedad
relativa alta siendo este proceso independiente del
fotoperiodo; por lo tanto, puede ocurrir antes que el tallo
haya emergido a la superficie. Se ha descrito gque en esta
etapa la regulacién hormonal estd dada principalmente por un
balance entre citocininas y giberelinas (Vreugdenhil y Struik,
1989; Cutter, 1992). Inicialmente, los niveles de giberelinas
proporcionadas por el tubérculo madre son altos (Abdala de
Bottini y Tizio, 1981), en cambio los niveles de citocininas
son bajos por el poco desarrollo radicular y contindan
disminuidos en la vema axilar debido a la dominancia apical
del brote principal. Estas condiciones hormonales favorecen el
crecimiento longitudinal del estolén y son inhibidoras de la

tuberizacidén. Un fotoperiodo equivalente a dias cortos (noches




largas) produce una disminucidén en los niveles de Eiberelinas
con la consecuente cesacidén del crecimiento longitudinal del
estoldén, a lo cual habria contribuido la posible sintesis de
etilenc en el dpice del estolén (Vreugdenhil y Struik, 1989).
La disminucién de giberelinas y etileno (Krauss, 1881;
Lorenzen y Ewing, 1980; Pelacho y Mingo-Castel, 1881} y el
aumento de los niveles de.citoecininas en el dpice del estoldn
durante un fotoperiodo corto, de%erminan el inicio de la
tuberizacién (Palmer y Smith, 1970; Forsline y Langille, 1875;
Mauk v Langille, 1878; Obata-Sasamoto y Suzuki, 1979; Hussey ¥y
Stacey, 1984; Jameson ¥y cols., 1985). Ademds, se ha descrito
un aumento en las concentraciones de auxinas previc a la
iniciacién visible de tuberizacidn, manteniéndose una
correlacidén positiva entre el contenido de auxinas v la
gelocidad de crecimients del tubérculo (Obata-Sasamoto ¥y
Suzuki, 1979; Marschner y cols., 1884).

Otros factores ambientales que estimulan la tuberizacién
son: a) una intensidad luminics alta que permite un mayor
desarrollo folial, 1lo cual conduce a un aumento en 1a
fotosintesis v a un mayor suministro de fotosintetatos (Engels
v Marschner, 1988; Ewing, 1990); b) la baja temperatura gque
estd muy relacionada al fotoperiodo (Ewing, 1981; Snyder ¥y
Ewing, 1989; Reynolds y Ewing, 1989) v ¢) un elevado cuociente
carbono/nitrégenc, dado por el uso de fertilizantes con bajos
niveles de nitrégeno y una alta concentracién de CO0z en el

terreno (Krsuss y Marschner, 1982). Las diferentes variedades




de S.tuberosum tienen un distinto grado de sensibilidad a cada
uno de los factores ambientales mencionados arriba (Ewing,
1890). Otro factor importante en la tuberizacidn independiente
del ambiente es 1la edad Ffisiolégica del tubérculo madre

(Ewing, 1990; Cutter, 1992).
Estinulo inductor de la tuberizacidn.

El1 primer signo visible de tuberizacidn es el
hinchamiento de la regién subapical del estoldén producido por
una expansién radial de las células por alargamiento celular
seguido de una activa divisién celular (Duncan y Ewing, 1884).
Desde hace miés de 30 affos se ha sugerido la participacidn de
un estimulo especifico de tuberizacién sintetizado en las
hojas durante el periodo de dias cortos. Koda y Okazawa (1888)
aislaron, purificaron (Koda y cols., 1988) e identificaron
(Koda vy cols., 18991) un compuesto que denominaron 4dcido
tuberénico (3-oxo-2-[5 '-hidroxi-2°-e¢is-pentenill-ciclopentano-
1-dcido acético) cuya estructura estd relacionada con el dcido
jasménico., Hay que destacar que tanto el dcido jasménico y su
dster metilico, también, tienen una potente actividad
inductora de tuberizacién. Este compuesto producido en Ias
hojas es transportado a las partes subterréneas de la planta
de papa, siendo 1la induccidén una condicidn mas cuantitativa
que cualitativa; es decir, hay una respuesta continuada a 1l1s

tuberizacidn durante los dias cortos (Ewing, 1980).




La forma en que se expresa este estimulo en el estoldn
es desconocida, pero algunos antecedentes indicarian que
depende de calcio y calmodulina (Balami y cols., 1988). Koda ¥y
cols. (1991) proponen gue estos compuestos inductores de la
tuberizacidén podrian afsctar 1a orientaecidn de las
microfibrillas de celulosa y consecuentemente inducirian a la
expansidén radial de 1las c¢élulas lo cual desencadena la
tuberizacidén. Recientemente, se ha aislado y caracterizado por
primera vez un gen que es inducido en las hojas de 1a planta
de papa en el momento en gque se induce la tuberizacidén y 1los
autores proponen que este gen estaria relacionado con 1la
formacidn del estimnlo de tuberizacidn, es decir, con el dcido

tubérico (Jackson y cols., 1983).

La tuberizaecidn a nivel molecular.

Este inicio del proceso de tuberizacidén estd estrechamente
relacionado con una variedad de cambios biogquimicos, siendo
log mas relevantes 1la gran acumulacidn de almidén y la
aparicién de nuevas proteinas, los que dan cuenta de 1la
diferenciacidén morfoldégica del estoldn en tubérculo (Srganco de
almacenamiento). Por 1o tanto, el tubérculo de papa es un
sistema muy interesante que puede ser usado como modelo para
gstudiar los mecanismos moleculares de la diferenciacidn
celular. Sin embargo, para estudiar la tuberizacidén a nivel

molecular se requiere reconocer bioquimicamente un tubdrculc a




través de marcadores proteicos cuya expresidén esté bajo
estricto control del desarrollo de éste (Park, 1880).

Se han descrito cambios en el patrén de la expresidn
génica en las etapas iniciales de tuberizacidén mediante el
andlisis de proteinas extraidas de 1los dpices de estolones ¥y
de los tubérculos en desarrollec (Park, 1983; Taylor y cols.,
1991; Hendriks y cols., 1991; Hannapel, 1991). Ademsds, los
experimentos de traduccién in vitro de RNA aislado de
tubérculos en las mismas etapas de desarrollo de éstos apoyan
la idea que en el inicio de la tuberizacidén hay algunos
cambios en la expresién génica (Hendriks y cols., 1991; Taylor
v ecols., 1991). Actualmente, se han aislado e identificado
varios genes de una genoteca de cDNA construida a partir de
poli(A+) RNA aislado de dpices de estolones y se ha encontrado
que la expresién de estos genes aumenta draméticamente durante
las etapas iniciales de tuberizacién (Taylor ¥ cols.,
1992a,b).

El estudioc de 1a tuberizacidén a nivel molecular se ha
concentrado en la expresié6n de algunas proteinas de
almacenamiento como la patatina y las proteinas inhibidoras de
proteasas, las cuales han sido consideradas como marcadores
bioguimicos de la tuberizacién, debido a su abundancia y a su
regulacidn durante el desarrollo del tubérculo (Rocha-Sosa vy
cols., 1989; Sanchez-Serrano y cols., 1988; Park, 1880;
Willmitzer y cols., 1990). Otros genes cuya expresidén esté

regulada por seiiales metabdlicas vy del desarrcllo del




tubércule al igual que la patatina son los gque codifican:

a) para la sacarosa sintetasa (Salanoubat y Belliard, 19889);
b) para una familia de proteinas de 22 kDa (Suh y cols., 1880;
Hannapel vy cols., 1981); c¢) para isctipos de a-tubulina, 1los
cuales tienen una funcidén importante en la organizacidén de los
microtidbulos a8l desencadenarse la tuberizacion (Taylor vy
cols., 1881); d) para la S-adenosilmetionina descarboxilasa,
la cual daria cuenta del aumento en los niveles de poliaminas
en el dpice de los estolones (Tayvlor 'y cols., 1982a; Taylor v
cols., 1993); e) para dos proteinas ribosomsles (S18 y L7)
(Taylor y cols., 1892b) y finalmente se ha encontrado un gen
(TUB8) que por su composicidn podria codificar a una proteina

estructural de la pared celular (Tavlor ¥ cols., 1992a).

Sintesis de almidon.

La sintesis y acumulacidn de almidén durante la
tuberizacidén es el proceso més significativo de 1a
productividad total de la plants de papa. La regulacién de 1la
sintesis de almidén ha sido muy estudiada en tejidos
fotosintéticos (Preiss, 1982, 1388) no asi en d4rganos de
almacenamiento no fotosintético. Existe una gran diferencia
entre ambos tipos de tejido en relacidn al metabolismo del
almiddn. En los tejidos verdes es controlado estrictamente por
regulacidn enzimdtics, ern cambioc en los tejidos no

fotosintéticos la sintesis y degradacidn de almidén estén




separadas temporalmente segin las etapas del desarrollo de 1la
planta. Durante la tuberizacidn, el CO=z asimilado
fotosintéticamente v en forma de sacarcosa es convertido en

almidén en el tubérculo mediante: las siguientes reaccicnes:

Sacarosa + UDP —---> Fructosa + UDP-glucosa (1)
UDP-glucosa + PPi ----> Glucosa-1-fosfato + UTP (2)
Glucosa~-1-fosfato + ATP --—-- > ADP-glucosa + PPi (3)
ADP-glucosa + (glucosil)n ----> ADP + (glucosil)n+1 (4)

(1) sacarosa sintetasa; (2) UDP-glucosa pirofosforilasa;
(3) ADP-glucosa pirofosforilasa y (4) almiddn sintetasa.

En este proceso 1ls ADP-glucosa pirofosforilasa esta
activada alostéricamente por dcido 3-fosfoglicérico e inhibida
por Pi (Preiss, 1988; Anderson y cols., 1980). Hiller-RdSber ¥y
cols., (1992) han logrado suprimir la actividad de 1la ADP-
glucosa pirofosforilasa en plasntas de papas transgénicas en
que se ha incorporado el gen para esta enzima en orientacidn
inversa. En este caso, se observé que hubo tuberizacién pero
sin sintesis de almiddn, compensado por un aumentoc en =1 nivel
de sacarosa. Un hecho interesante de destacar es que la
inhibicién de la sintesis de almiddén sfecta la expresidén de
las principales proteinas de almacenamiento del tubérculo. Los
resultados obtenidos por Miller-Réber ¥ cols. (1982) plantean
una importante relacidn entre la acumulacién de almiddn y de
proteinas en forma coordinada.

Por lo tanto, el proceso de tuberizacién puede ser
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separado molecularmente en dos procesos que parscen ser
regulados de manera diferente:
1) la proliferacidén celular que se caracteriza por una activa
sintesis de pared celular y
2) una diferenciacidn celular en que las células de la papa
adgquieren la capacidad de sintetizar almidén y proteinas.

En este trabajo de tesis se propone gue la ATP-
difosfohidrolasa o aspirasa participaria en estos dos eventos

gque caracterizan el inicio de la tuberizaciodn.

Apirass o ATP-difosfohidrolasa (EC 3.68.1.5)

La mpira=a es una snzima que cataliza especificamente la
hidrélisis de enlaces pirofosféricos de compuestos orgéanicos e
inorgédnicos. Esta enzima posee muy‘baja especificidad para la
parte orgdnica del sustrato e hidroliza sodlo enlaces
pirofosféricos de una serie de derivados di y trifosfatos,
varios de ellos sintetizados en este laborstorio. En este
estudio sobre especificidad enzimftica, é&sta se ha expresado
en forma de eficiencia catalitica para las distintas porciones
del sustrato (Del Campo y cols., 1977). La apirasa hidrolizsa
en forma secuencial los fosforilos v ¥y B del ATP, lo cual se
demostré usando ATP marcado en el fosforilo 8 (Traverso-Cori vy
cols., 1985) como también en el fosforile P (Traverso-Cori v
Cori, 1962). La actividad apirdsica se ha identificadec a

través del uso de ATP y ADP como sustratos.
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Esta enzima tiene un requerimiento-absoluto de metalss
bivalentes para su actividad, siendo el ién Ca*2 el que més
activa a la enzima (Kettlun y cols., 1982; Valenzuela y cols.,
1988). Se ha sugerido que el complejo nucledétido-idén metdlico
es el verdadero sustrato de la enzima ya que los valores de Km
Vv Vmax para Ca+*2 vy ADP son iguales (Dixon y Webb, 1879;
Valenzuela y cols., 1888).

La apirasa se encuentra ampliasmente distribuida en 1=
naturaleza y ha sido identificada en 1los siguientes tejidos
vegetales: tubércules de 5. tuberosum (Kalckar, 1944; Krishnan,
1849a,b; Molnar y Lorand, 1961; Traverso-Cori y Cori,1962;
Traverso-Cori v cols., 1985; Traverso-Cori vy cols., 1970;
Jolliot ¥ cols., 1976; Fakhrai y Hall, 1984); hojas de repollo
(Mazelis, 19589); semillas de trébol (Sikka y Das, 1964);
plimulas de arvejas (Nishikawa, 1968); tallos de arvejas
(Tognoli y Marré, 1981; Tognoli, 1884); raices de garbanzos
(Vara y Serrano, 1981) y en brotes de 5.tubervsum (Anich,
1984; Anich y cols., 1990).

Esta enzima, ademds, ha sido encontrada en diferentes
tejidos animales ¥y se caracteriza principalmente por estar
s65lo unida a membranas como por ejemplo en: pancreas de cerdo
(LeBel y cols., 1980 ); diversos tejidos normales y tumorales
(Enowles y cols., 1983); thnica intima de 1la aorta (Miura vy
cols., 1887); eritrocitos (Liithje v cols., 1988); placenta de
rata (Pieber y cols., 1991) v humana (Paparmarcaki y Tsolas,

1880; Kettlun vy cols., 1993); dtero, glandula salival vy
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mamaria de rata (Valenzuela y cols., 1888; Valenzuela y cols.,
1992; Farrell v cols., 1932). Se ha encontrado una apirasa
secretable presente en gliéndula salival y en saliva de algunos
invertebrados como mosquitos (Ribeiro y Garcia, 1980; Sarkis y
cols., 1888); sanguijuela (Rigbi y cols., 1987) ¥ en pulgda
(Ribeiro vy cols., 1880).

En relacidn a microorganismos existe nuy poca
informacidén de esta enzima, perc se ha descrito su presencia
en el medic de cultive de Staphylococecus aureus (Sugivama vy
Dack, 1955), Streptomyces aureofaciens (Cirdova y cols., 1982)
v en trabajos efectuados en este laboratorio en E. coli
(Alegria, 1988).

Este laboratorio inicié la investigacidn en apirasas del
tubéreulo de 5. tuberosum desde hace mnéds de tres décadas y su
propésito ha sido conocer su mecanismo de aceidén y la funeidn
fisiolégica en las células vegetales, Este grupo ha sido el
pionero en la purificascidén y caracterizacidén cinética vy
fisico~guimica de variss isoenzimas de la apirasa en tres
variedades de S.tuberosum: Desirée, Pimpernel vy Ultimus
(Valenzuela y cols., 1873; Kettlun ¥y cols., 1882; Hancilla y
cols., 1884; Mancilla ¥ cols., 1987; Valenzuela y cols., 1888;
Kettlun y cols., 199%2sa,b). Sin embargo, a pesar de toda la
informacién acumulada su funcién en las células de papa es
desconocida. Solamente, en algunocs tejidos animales se ha
demostrado gue 1la apirasa participa en el control de la

agregacion plaquetaria debido a su actividad ADPdsica (Rigbi vy




13

cols., 1987; Miura v cols., 1987; Liithje y cols., 1888). Otra
posible funcién que se le ha atribuido a la apirasa en tejidos
animales es su participacidén en la via de degradacidn ds
nucledtidos (ATPassa, ADPagsa v 5'nucleotidasa) v la
reincorporscidn de adenosina a la céluls por su localizacidn

de ectoenzima (Yagi y cols., 1981).

El Objetivo General de ssta tesis ha sido estudiar la
posible funcién de la ATP-difosfohidrolasa o apirasa en 1la
célula vegetal en relacidén con el fendmeno de inicio de la
tuberizacién en el tubérculo de S.tuberosum var Desirée y de
pste modo evaluarla como un posible marcador bioguimico dse

este proceso.

Hipotesis de trabajo.

Se propone que la spirasa podria participar en algun6 de
los dos eventos que caracterizan sl inicio de la tuberizacidn:
la divisién vy 1la diferenciacidén celular a través de la
regulacidén de los niveles de los nucledsidos difosfatos. Estsa
enzima podria estar relacionada con la hidrdlisis de estos
nucledsidos difosfatos gue son generados en la biosintesis de
almiddn v/o en la hidrdlisis de intermediarios
pirofosforilados en la biosintesis de los constituyentes de la

pared celular. Esta hipdtesis se representa en la figura 1:
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Figura 1. Representacidén de la hipétesis de trabajo sobre la
funcién propuesta para la apirasa. Posibles sitios de accidén de
la apirasa en los procesos moleculares que caracterizan el inicio
de la tuberizaciodn.

DIFERENCIACION CELULAR : SINTESIS DE ALMIDON

ALMIDON SINTETABA
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DIVISION CELULAR : SINTESIS DE POLISACARIDOS Y GLICOPROTEINAS DE LA
PARED CELULAR.
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En la proposicién I, 1la funcidén de 1la apirasa en

relacién con la sintesis de almidén seria hidrolizar el ADP
que se genera como producto de la reaccidén catalizada por la
almidén sintetasa. La importancia de esta hidrélisis estaris

en favorecer la sintesis de almidén por drenaje de este

producto.
En la proposicién 1I, la apirasa podria catalizar Ila
hidrdélisis de un intermediario lipidico pirofosforilado

(dolicol-PP) para generar el dolicol-P que es esencial en la
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incorporacién de azicares a oligosacdridos de glicoproteinas
(Forsee y Elbein, 1975; Brett y Leloir, 1977; Riedell vy
Miernyk, 1988; Rip y cols., 1888). Ademds, podria hidrolizar
los nucledésidos difosfato generados en este ciclo, haciendo
de este modo irreversible la incorporacién de los mondmeros de

los azdcares.

Antecedentes especificos.

El trabajo experimental de esta tesis se basé en los
siguientes antecedentes especificos encontrados en esta linea
de trabajo:

- Esta enzima cataliza solamente 1la hidrélisis de
enlaces pirofosféricos (Traverso-Cori y cols., 1985; Del Campo
y cols., 1977).

- La actividad apirdsica estd modulada por dos proteinas
reguladoras, una activadora y otra inhibidora (Mancilla vy
cols., 1987).

- La concentracién de la enzima es considerable vy
representa entre un 2 a un 14% de las proteinas totales del
tubérculo, dependiendo de la variedad de S5.tuberosum (Fanta vy
cols., 1988; Del Villar, 1891; Kettlun, 1991).

- Se ha encontrado que la actividad especifica de 1la
apirasa varia durante el desarrollo del tubérculo (Fanta vy
cols., 1988; Anich y cols., 1990; Del Villar, 1991; Redlich,

1883).
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Objetivos especificos.

Para abordar 1la estrategia experimental v obtener
pruebas que apoyen o refuten la hip6tesis de trabajo, se
formularon tres preguntas fundamentales:

I. :Se encuentra regulada la actividad apirdsica, en el
proceso de tuberizacién desde sus inicios?

II. ;Cudl es la localizacidn ¥y distribucién de la spirasa
durante el desarrollo del tubérculo’ y su relacidn con este
proceso fisioclégico?

I11. ;Es la participacién de la apirasa determinante en el
proceso de divisidn y/o diferenciacidén celular?

Para contestar estas interrogantes se plantesron los
signientes objetivos especificos:

1. Cuantificar 1a apirasa durante las etapas iniciales
de la tuberizacidén in vivo, para establecer si los cambios en
la sctividad de 1la enzima se deben a un aumento de la masa y/o
a una estimulacidén cinética.

2. Purificar, cuantificar y caracterizar las proteinas
modulsdoras de la actividad apirédsica ¥y estudiar su relacidn
con el proceso de tuberizacidn.

3. BEstudiar la distribucién y localizacidn de la apirasa
tanto a nivel tisular como intracelular en el periodo inicial
de tuberizacidn.

4. Establecer un modelo de estudio de la divisidén vy
diferenciacidén celular in vitro a través de suspensiones

celulares.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MATERTALES.

2.1.1. Material Bioldgico.

Los tubérculos de Solanum tuberosum var Desirée fueron
cosechados entre los 41 vy 180 dias después de una siembra de
verano y de invierno. Este material biolégico fue gentilmente
cedido por el Dr. Horacio Lépez T. del Instituto de

Investigaciones Agropecusrias "Lsa Platina"”.

2.1.2. Reactivos.

De Sigma Chemical Co. (St. Louis, U.S5.A) se obtuvieron
los siguientes productos: ATP, ADP grado III, NADPH, NADH
grado III, BSA, ovoalbiimina, antiIgG de conejo unida a
peroxidasa, antilgG de ratén unida a peroxidasa, proteina A-
oro coloidal, estédndares de masa molecular para electroforesis
en geles con sbs ¥ para filtracidn en gel, G-6-P-
deshidrogenasa (EC 1.1.1.49.) tipo III de levadursa de
panaderia, lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27) tipo IX de
misculo de conejo, Trizma base, MES, PMSF, NaBHa, 4-cloro-1-
naftol, rojo de Ponceau, azul de Coomassie R, azul de
Coomassie G-250, acrilamida, bis-acrilamida, SDS, papel de
nitrocelulosa, anfolitos con rango de pH 3-10, coadyuvante de

Freund completo e incompleto, oligomicina, ouabaina, CH-
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celulosa, Sepharose 4B-200, Sephadex G-100,. DEAE-Sephadex,
octadecilsilica, Tween 20, Tritdén X-100, CaClz, NazEDTA, 2.,4D,
dcido félico, NAA y cinetina.

De Merck (Darmstadt, Alemania) se obtuvieron los
siguientes productos de grado pro-andlisis: dcido succinico,
dcido tioglieSlico, sulfatoc de amonio, B-alanina, glicinsa,
sacarosa, cisteina, paraformaldehido, glutaraldehido, acetato
de uranilo, PbNOas, molibdato de amonio, carbonato de sodio,
bicarbonato de sodio, NaOH, NaCl, NazHPO4, CaClz x 2 Hz0, KC1,
KEHzP04a, KNOz, CoClz, MHgClz, HMgS0s x 7 Hz0, CuS04 x 5 H=20,
ZnS04 x 7 H20, FeS0s4 x 7 H=z20, NHs4NOs, H2504, HCL, 4cido
bdérico, dcido acético glscial, dcido picrico, TCA, benceno,
butanol, etanocl, metanol, xilol, perdéxido de hidrégeno, mio-
inogitol, 4dcido nicotinico, tiamina-HCl; piridoxal-HC1 v
biotina.

De Miles Laboratories (Indiana, U.S.A.) se adquirié:
persulfato de amonio, TEHED, riboflavina y azul de bromofenocl.
De Carloc Erba, alcohol isobutilico v de Difco Laboratories
(Detroit Hichigan, U.S.A.), Casaminodcidos.

De Ted Pella se obtuvieron los siguientes productos:
cacodilato de sodio, Araldita 502, DSA y DHP.

De Polysciences Inc. (Warrington PA) se adguirid el
citrato de sodioco y el tetrdxido de osmio, grado microscopia
electrénica.

De la Comisidén Chilena de Energia Nuclear el 1257,
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2.2. Determinacion de la concentracidn de proteinas.

La concentracidn de proteinas se determinaba por los
siguientes métodos: a) absorbancia a 280 nm para el andlisis de
los eluidos de las columnas cromatogrédficas; b) método de Lowry
y cols. (1951) para 1la determinacién de proteinas de las
fracciones moduladoras de la actividad apirdsica; e¢) método
turbidimétrico de Stadtman y cols. (1951) vy d) método dse
Bradford (1976) para 1lss diversas fracciones obtenidas del
fraccionamiento subcelular, ya que con éstos dos Gltimos se
evita la interferencia producida por la cisteina.

En todos los métodos mencionados se utilizaba

seroalblimina de bovino como estédndar.

2.3. Preparacion de anticuerpos policlonales monoespecificos
contra la apirasa.
2.3.1. Obtencidn en conejos.

Los tres conejos utilizados fueron hembras de raza
neozelandesa. El antigeno correspondié a una apirasa var
Desirée purificada segin se ha descrito en Kettlun y cols.
(1882). Esta apirasa homogénea se sometid a wuna SDS-PAGE
(seccidén 2.8.1.), la banda correspondiente se corté y se eluyé
en PBS (Ns2HPO4 8 mM, KH2POa 15 mM, NaCl 140 mM, KCl 3 mM, pH
7,2). En otros casos se realizoé una SDS-PAGE v
electrotransferencia a papel de nitrocelulosa, se identificé la
banda de proteina con una tinecién con rojo de Ponceau, se corté

el trozo de nitrocelulosa v se le pulverizdé en PBS.
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Se c¢olectd el suero preinmune antes de efectuar
inyecciones en miltiples sitios subcutédneos (regiones
paramediales en la zona dorsal tordcica supraescapulsr ¥y regidn
dorsal en 1la primera vértebra sacra). El protocolo de
inmunizacidén fue el siguiente: la primera inveccidén se realizé
con 200 ng (o bien 100 pg del pulverizado de nitrocelulosa) de
antigeno emulsionado con coadyuvante de Freund completo; 1la
segunda y tercera inyeccidén se efectuaron a los 7 v 24 dias
después de la primera inyeccidn, empleando una emulsién del
antigeno con coadyuvante de Freund incompleto; 1la dltima
inveccidn de refuerzo se realizé a los 50 dias en la regién
subcutdnea intraperitoneal. Las sangrias se efectuaron a
través de la vena marginal de la oreja a los 20, 30, 40 y 60
dias. La sangre se incubdé a 37°C por 4 h para formar un codgulo
el cual fue removido ¥ el suero obtenido se centrifugé dos
veces a 10.000 x g por 20 min cada vez. Finalmente, los sueros

fueron almscenados a -20°C.

2.3.2. Obténcidn en ratones.

Se utilizaron ocho ratones CF1l, hembras. E1 antigeno
correspondid a una apirasa homogénea proveniente de una columna
de seudoafinidad de azul de Cibacrén (Kettlun y cols., 1982).
El suero preinmune fue colectado cinco dias antes de la primera
inyeccidén de antigeno. Se administraron 5 pug de antigeno en
cada ratén de acuerdo al siguiente esquema de inmunizacidn: 1la

primers inyeccidn se efectud en la regidén subcutédnea de los
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cojinetes plantares, con el antigeno emulsionado con
coadyuvante de Freund completo; la segunda fue a los 7 dias en
la regidén subcutdnea dorsal torédcica con coadyuvante de Freund
incompleto; la tercera se realizé, a 1los 14 dias, con el
antigeno diluido en suero fisioldgico estéril, en la regidn
subcvtdnea intraperitoneal; por tltimo se did un refuerzo a los
30 dias con una inyeccidén intravenosa del antigeno, diluido en
suero fisiolégico. A los sueros obtenidos se les determind su

titulo ¥ su especificidad.

2.3.3. Determinacidn del titulo de los anticuerpos.

Para esta determinacidén se utilizé la metdédica descrita
por Catt v Tregear (1967). Se emplearon placss blandas
Dynatech, las cuales se sensibilizaron con 50 uL de una
solucidn de 10 pg/mL de antigeno (apirasa homogénea) diluido en
amortiguador carbonato de sodic 100 mM, pH 9,6. Luego de
incubar por 3 h a 4°C, la placa se lavd con PBS-Tween 20 al
0,05%2 v se blogued el resto de los sitios con PBS-BSA al 1%.
Posteriormente se agregaron diluciones seriadas de suero
preinmune e inmune en PBS-BSA al 1%; se incubd por 1,5 h a
temperatura ambiente y se lavé con PBS-Tween 20 al 0,05% . El
segundo anticuerpo fue un antiIgG de conejo o de ratén marcado
con 125] (obtenido en cabra) diluido en PBS-BSA szl 1% de modo
de lograr 100.000 c¢pm para cada pocillo. Después de incubar por
2 h a temperatura ambiente, se lavd exhaustivamente con PRS-

Tween 20 dl 0,05% (cuatro veces, 10 min) y la emisién gama se
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cuantificd en un contador de centelleo Isodata serie 2020.

2.3.4. Determinacicn de la especificidad de 1los anticuerpos
policlonales

La especificidad de los sueros inmunes se analizdé a
través de una SDS-PAGE e inmunoelectrotransferencia de Ilas
proteinas totales de homogeneizados de estolenes hinchados,
tubérculos en desarrollo y tubérculos maduros. La obtencidén de

estos homogeneizados se describe en la seccidn 2.10.1.

2.4, Inmmoelectrotransferencia o " WNestern-bliot".

Las proteinas previamente separadas por SDS-PAGE en
geles planos fueron electrotransferidas a nitrocelulosa, de
gouerdo al procedimisnto dercrito por Towbin y cols. (1879). El
amortiguador de transferencia fus Tris 25 mH, glicins 152 mH ¥
metanol al 20% . El gel se colocd hacia el cdtodo y la membrana
de nitrocelulosa hacia el 4dnodo, por S0 min a 80 mA.
Posteriormente el gel se tifié con azul de Coomassie para
verificar la efectividad de la transferencia.

La deteccidén inmunoguimica de antigenos sobre el papel
de nitravelulosrs  fue reslisads por 1a técnica descrita por
Burnette (1981) econ algunas modificaciones. El papel de
nitrocelulozs =e sumergid en TBS (Trig-HCl 20 mM pH 7,5, HRaCl
500 mM) por 10 min, se blogued con agitacidn suave durante 30
min en TBS-Holico (leche en polvo descremada con 35,2% de

proteinas) al 5%. Se agregaron anticuerpos antiapirasa diluidos
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1:1000 en TBS-Molico al 1% y se incubd por 2 h a temperatura
ambiente con agitacidén suave, luego se lavé cuatro veces por 10
min con TBS-Tween2? al 0,05%. Posteriormente, el papel de
nitrocelulosa =se sumergié en la solucién con el segundo
anticuerpo (antiIgG de conejo o© de ratén conjugado con
peroxidasa) diluido 1:3000 en TBS-Molico 8l 1% y se incubd
durante 1 h a temperatura ambiente, con agitacidén. En seguida
se lavd exhanstivemente con TBS-Tween 20 al 0,05% v finalmente
se desarrolld el complejo coloreado con una mezcla de metanol
al 16,5% (v/v), d4d-cloro-l-naftol al 0,05% (p/v) y H=0z2 al
0,03% (v/v) en TBS. La reaccidén se detuvo con agua corriente de

la llave.

2.5. EBnsayo enzimdtico de la apirasa.

Las actividades ATPdsica y ADPésica de 1la apirasa se
ensayaban en un medio que contenia amortiguador succinato de
sodio 100 mM, pH 6,0, CaClz S mMH y ATP o ADP 2 mH. La
temperatura de incubacidén usada era de 30°C y el tiempo de
reaccidén dependia de la actividad de la preparacidn a ensayar.
La reaccidén se detenis agregando molibdato de amonio en medio
dcido y el fosfato liberado (Pi) se determinaba utilizando Ilos
métodos de Fiske y SubbaRow (1925) o de Ernster y cols. (1850),
segiin la sensibilidad requerida.

Se define una unidad de actividad apirdsica (U) como la
cantidad de enzima gque libera 1 pmol de Pi del sustrato (ATP o

ADP) por minuto a 30°C. Asi, la actividad especifica se define
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como 1los umoles de Pi 1liberados del sustrato por minuto por

miligramo de proteinsa.

2.6. Ensayo de las  fraceciones moduladoras (activadora e
inhibidora) de la actividad apirdsica.

Se preincubaba la apirasa homogénea con 1la fraccidn
moduladora durante 5 min a 4°C, luego se tomaba una alicuota ¥y
se media la actividad apirdsica como se describe en la seccidn
2.5. Los controles se realizaban utilizando BSA a la misma
concentracién de proteinas de la fraccién moduladora (Mancilla

v cols., 1887).

2.7. Métodos de purificacion de las proteinas moduladoras de la
apirasa.

2.7.1. Preparacion de una fraceién moduladora parcialmente
purificada: Fr-50.

Se preparaba una fraccidn semipurificada de las
proteinas moduladoras a partir de estolones hinchados, de
tubdrculos en desarrollo, de papas maduras y de una fraccidn
microsomal (P3) cuya descripecifn se encuentra en la seccidn
2.11.1.1. Se seguia la metddica descrita por Mancilla y cols.
(1987). Cada gramo de tejido se homogeneizaba con 2,0 mL de
amortiguador Tris-HC1 20 mM pH 8,0, TGA 5 mM, en un Potter
Elvehjem o en una juguera convencional (a méxima velocidad por
tres periodos de 30 seg), dependiendo de la cantidad de tejido.

Este extracto se filtraba al vacio a través de una tela de
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nylon y el filtrado obtenido se centrifugaba a 12.000 x g
durante 10 min en una centrifuga Sorvall, a 4°C. Las proteinas
del sobrenadante se precipitaban con sulfato de amonio hasta
una saturacidon de un 50%, y se centrifugaba a 17.300 x g por 30
min a 4°C, Luego, el sedimento se resuspendia en 50 nl de
amortiguador Tris-HC1 20 mM pH 8,0 vy se calentaba a 100°C por 5
min. Después de un rédpido enfriamiento, el material insoluble
se separaba por centrifugacién a 17.300 x g duorante 30 min a
4°C. El sobrenadante fue concentrado por liofilizacidn ¥
resuspendido en un volumen minimo de agus destilada. Para el
posterior ensavo, esta fraccidén denominada Fr-50 era dializads

contra NaCl 100 mM.

2.7.2. Metddicas cromatogrdficas.

La purificacién de 1la Fr-50 se continud con distintas
separaciones cromatogrédficas: de exclusidén, de intercambio
iénico o de afinidad. E1l perfil de proteinas se siguié por la
absorbancia a 280 nm y las actividades moduradoras por 1la
medicidén del efecto sobre la actividad apirdsica. E1 Pi

liberado fue medido por el método de Ernster y cols. (1850).

2.7.2.1, Cromatografia en Sephadex G-100.

Una Fr-50 de 32 mg de proteinas totales y con una
estimulacién de 1la actividad ATPédsica de un 45% y de 1la
ADPédsica de un 30% fue sometida a filtracidén en una columna de

Sephadex G-100 (malla 40/120) de 2,2 cm de didmetro interior v
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68 cm de largo. La columna fue equilibrada con 1,3 L de
amortiguador Tris-HC1 100 mM pH 8,0, NaCl 300 mH a 4°C. Se
eluyd con un flujo de 8 mL/h y los eluidos seleccionados fueron
concentrados por liofilizacidn, resuspendidos en agua
destilada, dializados contra NaCl 100 mMd ¥ finalmente

congelados a -20°C.

2.7.2.2. Cromatografia en DEAE-Sephadex.

Una columna de DEAE-Sephadex de 1,4 cm de didmetro
interior v 49 cm de largo se egquilibré con amortiguador Tris-
HC1 10 mM pH 8,0. Una alicuota de una Fr-50 que contenia 23,8
mg de proteinas totales y que estimulaba en un 50% la actividad
ATPdsica v en un 30% 1la ADPasica se diluyé 1:5 en agus
destilada antes de colocarla en 1la columna. El lavado de ésta
se realizdé con el mismo amortiguador de equilibrio hasta que la
absorbancia a 280 nm bajsra a cero. La elucidén se efectud con
una gradiente lineal de O a 1,0 M de NaCl en amortiguador Tris-
HC1 10 mwM pH 8,0 y un flujo de 6 wmL/h. Las fracciones
moduladoras de la apirasa se concentraron por liofilizacidn, se

dializaron contra NaCl 100 mM, y se congelaron a -20°C.

2.7.2.3. Cromatografia en trifluoperazina—-Sepharose.
Preparacidn de trifluoperazina-Sepharose.

La trifluoperazina se acopld a la Sepharose por el
método del bisoxirano (Sundberg vy Porath, 1974), segin la

secuencia descrita por Charbonneau y Cormier (1879). La
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Sepharose 4B-200 se lavd con agua destilada y se secd al vacio.
Se tomaron 45 g de la Sepharose seca y se procedidé a activarlsa
con una mezcla de 45 ml, de NaOH 0,6 N y 135 mg de NaBHa a 1la
que se le adicionaron 45 mL de bisoxirano (&ter 1,4-butanodiol
diglicidilico). Este proceso de activacién se realizé agitando
lentamente durante 8 h a temperatura ambiente. La etapa del
acoplamiento consistid en mezelar la Sepharose activada,
previamente lavada con 3 L de agua destilada, con 72 mL de
amortiguador Na=CO0a 100mM pH 11,0 v 181,1 mg de
trifluoperazina. Este acoplamiento se realizé calentando por
48 h a 70°C, c¢on agitacién 1lenta. Durante el proceso de
acoplamiento, la Sepharose se mantuvo cubierta con un papel de
aluminioc por 1ls fotosensibilidad de 1la trifluoperazina.
Finalmente, se lavé con 500 ml, de acetona, 500 mL de etancl ¥
500 mL de agua destilada. Se guardd a 4°C resuspendida en agua

destilada.

Columna ecromatogrdfica de trifluoperazina—-Sepharose.

Una alicuota de Fr-50 se dializé contra el amortiguador
de equilibrio de la columna de afinidad (Tris-HC1l 10 mM pH 7,0,
CaClz 0,5 mM). La Fr-50 dializada tenia 112,8 mg de proteinas vy
una estimulacidén de la actividad apirédsica de un 50% para 1la
ATPasa y un 75% para la ADPasa. La columna de'TFP—Sepharose de
1,5 x 27,0 cm fue equilibrada con el amortiguador mencionado ¥y
se lavé hasta obtener una absorbancia menor que 0,005 a 280 nm.

Luego, se eluyé con la adicién de NaCl 500 mM al amortiguador




28

de equilibrio hasta que la absorbancia a 280 nm fuera nula. Las
fracciones con actividad moduladora se pusieron dentro de un
tubo de didlisis que se colocd dentro de Sephadex G-25 seco a

4°C. Las fracciones moduladoras concentradas se guardaron a

-20°C.

2.7.2.4. Cromatografia en CM—-celulosa-apirasa.
Preparacion de CM-celulosa-apirasa.

La unién de 1la apirasa a CH-celulosa se realizdé de
acuerdo a 1la técnica deserita por Weliky y cols. (1969),
modificada en esta tesis, como se deseribe a continuacidn: 3 g
de CH-celulosa en agua destilada se activd con 0,6 g de DCCD en
1,5 mlL, de tetrahidrofurano ¥ 3 mlL de agua destilada formando
una emulsidén que se agitd lentamente durante 24 h a 4°C. Luego,
se lavé exhaustivamente para eliminar el exceso de DCCD
repitiendo dos veces el lavado con 200 mlL de agua destilada vy
300 mL etanol al 10% alternativamente para finalizar con 200 mlL
de agua destilada. La etapa de acoplamiento de la proteina
consistié en mezclar la CH-celulosa activada con 3,8 mg/mL de
apirasa homogénea. Se incubd con agitacidén lenta a 4°C durante
3 dias y finalmente, se lavé exhaustivamente con agua
destilada. La resina CM-celulosa~apirasa fue capaz de

hidrolizar ATP y ADP.

Columna cromatogrifica de CM-celulosa—~apirasa.

Se empled una columna de propileno de 1,6 x 5,5 cm
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equilibrada con 150 mL de amortiguador Tris-HCl 10 md pH 7,5.
Se coloed una alicuota de Fr-50 cuya cantidad de proteinas vy
porcentaje de estimulacién de la actividad apirdsica se indica
en Resultados. La columna se lavé con el amortiguador de
equilibrio hasta gue la absorbancia a 280 nm llegd a cero, y se
eluyd con la adicién de NaCl 500 mM a este amortiguador. Las
fracciones con actividad moduladora se concentraron por

liofilizacién y se dializaron contra NaCl 100 nM.

2.7.2.9. Cromatografia en octadecil sflica-apirasa.
Preparacion de octadecil silica-apirasa.

Para el acoplamiento de apirasa homogénea a octadecil
silica se utilizé 1la metdédica descrita por Chiong v cols.
(1981). Esta adsorcién consistié en resuspender la octadecil
silica en metanol y luego el agregado de apirasa se efectud en
forma rédpida agitando esta mezcla con un vortex. Se incubé toda
la noche a 4°C con agitacién lenta y rotatoria. La 8iCle-
apirasa se separd por centrifugacién, se lavd varias veces con
TBS Lasta que no se detectd actividad apirdsica en el
sobrenadante. La SiCls-apirasa hidrolizé tanto el ATP como el

ADP.

Columna cromatogrdfica de octadecil silica-apirasa.
Se prepard una columna pequefia de 200 pl. v se equilibré
con amortiguador Tris-HCl 10 mM pH 7,0. Se colocd 250 pL de una

Fr-50, equivalentes a 0,625 mg de proteinas totales y se lavd
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con el amortiguador de equilibrio hasta que no se detectd
proteina en los eluidos. Finalmente, la elucidén se efectud con

el mismo amortiguador en presencia de NaCl 500 mH .

2.8. Determinacidn del estado de pureza de las proteinas
moduladoras de la apirasa.

El control del estado de pureza de las distintas
fracciones proteicas se siguié por electroforesis en presencia
de SDS y electroforesis a pH dcido. La cantidad de proteinas

que se coloed en cada caso se indica en Resultados.

2.8.1. Electroforesis en geles en placa de poliacrilamida en
presencia de SDS.

La electroforesis en condiciones desnaturantes se
realizé usando los amortiguadores descritos por Laemmli (1970)
vy fue modificada para minigeles de poliacrilamida al 11% para
ser utilizada en placas de 6 x 10 em ¥y 0,4 mm de espesor. La
electroforesis se realizé a 20 mA inicialmente hasts que el
colorante atravesd el gel concentrador y luego a 40 mA hasta
que llegé al limite inferior del gel separador. Se usé una
fuente de poder BioRad 160/1168. Las bandas de proteinas va
separadds se tifferon a 80-70°C durante 15 min con una mezecla de
TCA al 10%, isopropanol al 25% v azul de Coomassie al 0,1%. E1
desteflido se realizé también a B0-70°C por B0 min en &dcido

acético al 10%.
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2.8.2. EBlectroforesis en geles de poligcrilamida a pH 4,5.

La electroforesis en condiciones no desnaturantes se
realizé de acuerdo con la técnica de Reisfield y cols. (1962).
Los geles de poliacrilamida se prepararon en tubos de vidrio de
0,6 cm de didmetro interno y 10 cm de largo. La electroforesis
se realizéd a 8°C aplicando una corriente de 2 mA por tubo,
hasta gue la pironina B llegd al fondo del tubo del gel. Los
geles se tifieron ¥y destifieron de acuerdo a Weber v Osborn
(1989).

Para la deteccidén de 1la proteinas moduladora en Ilos
geles, éstos se cortaron transversalmente en segméntos de 2 mm
de espesor y se extrajeron con 0,5 mL de NaCl 200 mM por 18 h.
El ensayo se efectud como se describe en la seccidn 2.85. y se
determiné el Pi liberado por el método de Ernster y cols.

(1930).

2.9. Caracterizacidn de Ilas protefnas moduladoras de Ia
apirasa.
Z2.9.1. Efecto del FPMSF sobre la Fr-50.

Se prepard una Fr-50 de papas var Desirée y var Ultimus
en ausencia de PMSF. En el medio de ensayo para la activacién
se agregd PMSF 0,1 mHM v se preincubd por 5 min en hielo,
posteriormente se ensayd la actividad apirdsica como se

describe en la seccidn 2.8.
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2.9.2. Efecto de la proteina activadora sobre los pardmetros
cinéticos de la apirasa.

Los ensayos enzimdticos se realizaron segdn se describid
en 1a seccidén 2.5. Cuando el sustrato variable fue ATP la
concentracidén de éste varié entre 0,018 ¥ 0,130 mM y cuando fue
ADP varié entre 0,028 ¥ 0,230 nH. E1 Pi liberado se mididé por
el método de Ernster ¥y cols. (1950).

Para determinar los valores de EKm y Vm en presencia de
la proteinsa activadora se utilizdé una Fr-50 que tenia 1,0
mg/mlL de proteinas con una estimulacién de un 40% de la
actividad ATPdsica y de un 39% la ADPssica. Los valores de Km ¥
Vm en ausencia de ls proteina activadora se establecieron en

presencia de BSA 1,0 mg/mL.

2.9.3. Determinacién de Ja masa nolecular de la proteina
activadora por cromatografia de execlusidn.

Una polumna de Sephacryl 8-200 de 1,0 X 30 cm se
equilibrd con 250 mL de amortiguador Tris-HC1 10 mM pH 7,0,
CaClz 5 mM, NaCl 200 nM a temperatura ambiente. La colunna se
calibré con 1,0 mng (100 uL) de las siguientes proteinas
esténdares: y-globulina (150,0 kDa), seroalbimina (67,0 kDa),
ovoalbimina (45,0 kDa), mioglobina (17,0 kDa) vy citocromo ¢©
(12,5 kDa). Se gaplicé una alicuota de 100 uL de 1a Fr-50
(previamente concentrada por Sephadex G-25) equivalentes &
1,5 mg de proteinas totales. La proteina activadora se detectd

en el eluido de la columna por su capacidad de estimular 1la
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actividad apirdsica (seccién 2.8) v las proteinas estédndares
por sus respectivas absorbancias a 280 nm. La masa molecular se

calculd por el método de Andrews (1964).

2.9.4. Delerminacién de nasa molecular de la  proteina
inhibidora.

La masa molecular de 1la proteina inhibidora se
establecié a través de una electroforesis en geles en placa de
poliacrilamida en presencia de SDS segiin se describe en la
seccidn 2.8.1. Se aplicd una alicuota de 10 pul correspondiente
a 2,6 ug de proteina inhibidora proveniente de una columna de

SiCle~apirasa en un alto grado de pureza.

2.9.5. Determinacidn del punto isveléctrico de 1a proteina
activadora.
2.8.5.1. Electroenfoque en geles cilindricos de poliacrilamida.
Los geles para electroenfogque fueron preparados de
acuerdo a la técnicas descrita por Pesrce vy cols. (1972). Los
anfolitos usados fueron de rangos de pH entre 3,0 y 10,0 vy los
geles se prepararon en tubos de vidrio de 0,6 cm de didmetro
interno y de 10 cm de largo. Antes de la polimerizacidn del gel
de poliacrilamida se «c¢olocaron entre 64 upg y 325 ug de
proteinas de una Fr-50 (concentrada por Sephadex G-25 ¥y
posteriormente dializada contra NaCl 100 mM) de manera que
quedd homogéneamente distribuida a lo largo de todo el gel. En

el reservorio superior de la cédmars se puso unz solucidén de
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NaOH 20 mM (cdtodo) ¥y en el inferior H=z2504 al 0,2% (v/v)
(dnode) para obtener mayor linearidad en los perfiles de pH en
la zona entre pH 7,0 y 10,0. El electrocenfogque se realizd
sproximadamente a 10°C, obtenida por flujo de agua corriente.
Después se aplicé un voltaje constante de 300 V demoréndose
alrededor de 100 min en alcanzarse uns corriente baja ¥y
constante (entre 1-2 mA),.

Terminado el proceso de electroenfoque se mididé 1 pH de
los geles cada 0,5 cm por medioc de un electrodo de superficie
Broadley-James Corp. (U.S.A.). La tincidén de proteinas se
realizd segin Winter y Anderson (1877). Primero los geles se
fijaron en adcido sulfosalicilico al 3,46% y TCA al 11,54 (v/v)
por 18 h. Luego se deshidrataron en etanol al 25% (v/v) y dcido
acético al 8% (v/v) por 30 min v finalmente fueron teiiidos con
una solucidén de azul de Coomassie R al 0,115% en etanol al 25%
(v/v) v édcido acético al 8% (v/v) por 15 min a B0°C. EIl
destefiido se efectus también a BO°C en esta misma solucidn pero
sin azul de Coomassie.

Para determinar el pl de la proteina activadora, los
geles se cortaron transversalmente en segmentos de 2 mm de
espesor, se dejaron eluyendo toda 1la noche en NaCl 200 mM ¥ se
mididé el efecto de estimulacidén sobre la actividad apirédsica.
El Pi liberado se cuantificd por el método de Ernster ¥y cols.

(1850).
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2.8.5.2. Electroenfoque en geles planos de Poligserilamida.

La composicidn del gel fue la misma que para los geles
cilindricos (Psarce 1y cols., 1972), excepto que se usd una
mezcla de anfolitos de rango de pH entre 3,0 a 10,0 ¥y de 7,0 a
9,0. En este caso se utilizaron dos portaobjetos de 2,5 x 7,5
cm y la mezela se repartid  en una delgada pelicula. Se colocd
una alicuota de 1la Fr-50 correspondiente a 100 y 180 ug de
proteinas. Las solucicnes del dnodo y catodo fueron 1las
mismas, es decir, H=2S04 al 0,2% y NaOH 20 mM, respectivamente.
La conexién se realizé mediante tiras de papel filtro embebidas
en las soluciones del cdtodo y é&nodo. Se utilizé 2 uL de una
mezcla de citoeromo e Yy mioglobina (de 10 ng/ml cada una) para
saber cuando detener el electroenfoque.

Con el fin de detectar las proteinas moduladoras de 1sa
actividad apirdsica se realizs una inmunocelectrotransferencia
como se describié en 1la seceién 2.4, pero con la siguiente
modificacién. Se incluyé una preincubacisn del papel de
nitrocelulosa con apirasa homogénea (2,5 mg/ml) diluida 1:1000
en TBS, antes de incubar con el primer anticuerpo. Luego de
esta incubacidén por cuatro horas a temperatura ambiente con
agitacidn, la membrana se lavé tres veces con TBS-Tween 20 al
0,05% por 10 min cads vez. Posteriormente, se continudé con 1s

metddica antes descrita (seccidn 2.4.).
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2.10. Preparacion de 1la apirasa de tubérculos de diferentes
periodos de desarrollo.
2.10.1. Obtencidén del homogeneizado y extraccidon de apirasa.

Se rallaron los tubérculos de S.tuberosum de diferentes
periodos de desarrollo v cada gramo se recibié en 2 mnl de
amortiguador de extraccidn (Tris-HC1 50 mM pH 7,5, KCl 250 mH,
MgClz 5 mM, sacarosa 250 mM, PHSF 0,1 mH y cisteina 4 mM). La
homogeneizacidén se hizo en un Potter Elvejhem con émbolo de
vidrio a 4°C y luego, cada homogeneizado se Filtrd a través de
una tela de nylon, El filtrado es 1lo que se denomind

homogeneizado (H).

2.10.2. Cuantificacidén inmunoquimica de apirasa en los
homogeneizados. ("Inmunodot™).

Se tomaron alicuoctas de cada homogeneizado, obtenido
como se describe en 2.10.1, correspondiente a los diferentes
tiempos de crecimiento del tubérculc. Estos homogeneizados se
centrifugaron a 1.000 x g por 10 min a 4°C en una centrifuga
refrigerada Sorvall RC-5B con el objeto de eliminar el almidén,
¥y se les determiné proteinas por el método turbidimétrico
(Statdman y cols., 1951) v por el método de Bradford (1878).
Las muestras, centrifugadas a 1.000 x &g en wuna centrifuga
refrigerada Sorvall RC-5B y sin centrifugar, se diluyeron a unsa
concentracién de proteinas de 50 ug/mL en PBS-BSA 10 ug/mL. Se
aplicaron 50 pL de las soluciones (en triplicado) en cada

pocillo de una cédmara Bio-Dot (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
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California), v se incubé por 3 h a temperatura ambiente.
Posteriormente se siguié la metddica descrita por Hawkes vy
cols. (1982) como sigue: se blogqueé el resto de los sitios con
PBS-BSA al 5% y se lavé con PBS-Tritén X-100 al 0,05%. Se
incubd con anticuerpos antiapirasa diluideos 1:3000 en PBS-BSA
al 12 durante 2 h a 4°C. Después de lavar exhaustivamente
(siete veces, 10 min) con PBS-Tritén X-100 al 0,05%Z v PBS-BSA
al 1% se incubdé con anticuerpos antilg@ de conejo obtenido de
cabra marcado con 125] y diluidos en PBS-BSA al 1% de modo de
tener 100.000 c¢cpm en cada pocillo. La incubacidén se realizé
durante 2 h a 4°C con agitacién continua. Finalmente, 1a
membrana de nitrocelulosa se lavés exhaustivamente v se
cuantificd la marca en cada punto con un contador de centelleo

gama Isodata 2020.

2.11. Localizacidén de la apirasa.
2.11.1. Fraccionamiento subcelular.
2.11.1.1. Centrifugacién diferencial.

El homogeneizado (H) se centrifugd a 1.000 x & durante
10 min en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B a 4°C. La
pella (P1) resultante se sometié a un lavado con amortiguador
MES 50 mM pH 6,0, cisteina 4 mM, NaCl 100 mM y s=se volvid a
centrifugar a 1.000 x g durante 10 min. Posteriormente, el
sobrenadante obtenido de estas centrifugaciones se centrifugé a
12.000 x g por 20 min. La pella (P2) resultante se resuspendid

en el amortiguador descrito, se lavé y se volvié a centrifugar
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a 12,000 x g por 20 min. Estos dos sobrenadantes obtenidos se
Juntaron y se centrifugaron a 100.000 x g durante 1 h en una
centrifuga Beckman-Spinco de dngulo fijo. La pella (P3) siguid
el mismo procedimiento de lavado gue las pellas anteriores y al
sobrenadante final se 1o considerd como fraccidn soluble. En
resumen, Pl corresponde a nieleos, almidén y restos celulares,
P2 corresponde principalmente a mitocondrias, P3 a los

microsomas ¥y S corresponde a la fraccidn soluble.

2.11.1.2. Medicion de enzimas marcadoras y actividad apirdsica
en las distintas fracciones obtenidas por centrifugacion
diferencial.

En cada fraccidén se midié la actividad apirédsica
(ATPAsica y ADPédsica) como se describe en la seccidn 2.5. E1 Pi
liberado se midi6 por el el método de Fiske v SubbaRow (1825).
La actividad 5 -nucleotiddsica y 1la de glucosa-8~fosfatasa se
midieron segin lo descrito por Beaufay y cols. (1874). Ademds
se midié 1la actividad de succinico deshidrogenasa por la
metddica de Bonner (1955) y la de lédctico deshidrogenasa segdn
el método descrito por Bergmeyer y cols. (1874). Las proteinas

se midieron por el método de Bradford (1978).

2.11.1.3., Solubilizacidn de la enzima microsomal.
A la pella de 100.000 x g (P3) se le agregé NaCl s6lido
hasta una concentracidén de 0,5, 1,0 v 2,0 M. Se incubd durante

10 min a temperatura ambiente ¥y se agitd esporddicamente con un
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vortex. La enzima solubilizada se separd por centrifugacidén en
una ultracentrifuga Beckman-Spinco con rotor de dngule fijo, a
100.000 x g durante unae hora a 4°C. La pella remanente se
resuspendié en amortiguador de extraccidn vy se volvid a
centrifugar en las mismas condiciones anteriores. Finalmente,
se midio en la fraccidn sclubilizada yv en la pella remanente la

actividad apirdsica por el método de Ernster y cols. (1950).

2.11.2. Inmunocitolocalizacion.
2.11.2.1. Inmunocitolocalizacion de apirasa por impresion de
tejido.

La inmunocitolocalizacidn de 1la apirasa por impresidn de
tejido en nitrocelulosa se realizd mediante la técnica descrita
por Cassab y  Varner (1987). Se sumergié el papel de
nitrocelulosa en TBS durante 15 seg ¥y se secd con aire
caliente. Se presiond el trozo de tejido (cortes transverssales
vy longitudinales de estolones y tubérculos en desarrollo) sobre
el papel de nitrocelulosa durante 30 seg. A continuacidn, se
procedidé de la misma forma descrita anteriormente para Ila

deteccidn inmunoguimics de antigeno (seccion 2.4.).

2.11.2.2. Inmunocitolocalizacidn por microscopia de luz.

Los estolones completos y trozos de tubérculos en
desarrollsc fueron fijados, deshidratados e incluidos para la
microscopia de luz c¢on inmunodeteccidén de la apirasa. Los

tejidos se fijaron por 24 h en una solucidn de Bouin: soluciédn
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acuosa saturada de dcido picrico al 71Y% (v/v), formaldehido al
24% (v/v), 4édcido acético glacial al 4,8% (v/v). Luego, se
lavaron con agua corriente durante 1 h Yy se somnetieron a
deshidratacidon de la siguiente manera: en etanol =21 60% v 80%
(15 min) ; en etanol al 96% (dos veces por 15 y 30 min) v
finalmente, en etanol (dos veces, 60 min). Luego del procesoc de
deshidratacidén de los tejidos, se incubaron en una mezcla
etanol/butanol (1:1 v/v) por 1 h ¥ posteriormente en butanol
durante 2 h. La inclusién en "paraplast” se realizé primero a
60°C en butanol/"paraplast" (1:1) por 1 h v luego en
"paraplast” puro. Los tejidos incluidos en "paraplast”" se
cortaron en secciones de 7 a 10 pm con un micrétomo Leitz
Wetzlar y se recibieron en agua caliente. Los cortes se
montaron en portaobjetos tratados con albiimins v se incubaron a
BO°C por 24 h.

Para realizar la inmunocitoquimica fue necesario
eliminar la parafina de 1los cortes mediante incubaciones
seriadas en xilol (2 veces, 5 nin), etanol (2 veces, 5 min),
metanol/H202 al 30% (45:5 v/v) (20 nmin a 4°C), etanol al 98%,
80% y B0% (5 min) y por dltimo un lavado con agua destilada por
9 min. La inmumodeteccidén se realizs seglin se describe en 1a
éeccién 2.4 con las siguientes modificaciones: los cortes se
incubaron tres veces en TBS por 10 min antes de blogquear con
TBS-Molico al 5% durante 3 h. E1 primer anticuerpo (suero
preinmune como control y suero inmune) fue diluido 1:50 ¥y 1:100

en TBS5-Molico 1% y se incubd por 18 h. Los lavados se
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efectuaron con TBS-Tween 20 al 0,01% (cuatro veces, 10 min) ¥
con TBS-Molico al 1% (dos veces, 10 min). Posteriormente, se
incub6 con anticuerpos antilgG de conejo-peroxidasa diluidos
1:20 por 45 min y se lavé 3 veces por 10 min con amortiguador
Tris 41 mM, KH2PC4 3,5 mM, NazHPO4 10,6 mM, NaCl 120 mM, pH 7,5
Finalmente, se incubé en oscuridad con este amortiguador en
presencia de DEAB 1 mg/mL y Hz20z al 0,1% durante 10 min y se
lavé con agua destilada.

Para el andlisis microscédpico se realizd una
deshidratacidn rdpida mediante incubaciones seriadas en etanol
al BO¥%, 80%, 9B%, 100% v en xilol al 100% . Se utilizdé un
microscopio 6éptico Nikon (Optiphot). En algunos casos se
efectud una tincién de fondo con hematoxilina de Harris

(Hallory, 1938).

2.11.2.3. Inmunocitolocalizacidn por microscopia elecirénica.
Se ntilizé el siguiente material biocldégico: estolones de
47 y 53 dias y tubérculos jévenes de 80 y 74 dias. En estos
iltimos se separd la peridermis, la zona cambial y la regidn
perimedular. Los diferentes tejidos se cortaron en secciones de
0,5 a 1 mm y fueron fijados con una mezcla de glutaraldehido al
2,5% (v/v) v paraformaldehido al 2,04 (v/v) en amortiguador
cacodilato de sodio 200 mM, pH 7,2 durante 1 h a temperatura
ambiente. Posteriormente, se lavaron tres veces por 5 min con
este mismo amortiguador vy Ffueron postfijados con tetroxido de

osmio al 0,25% durante 1 h con agitacidén rotatoria. Luego, se
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lavaron tres veces por 15 min con agua destilada y se
sometieron a deshidratacidn en una serie gradual de etanol ¥y
acetona como sigue: en etanol al 50%, 70% y 95% (15 min); en
etanol al 100¥% (4 veces 20 min) y en acetona anhidra (2 veces
20 min). La inclusién de los tejidos se inicid con una
incubacién en una mezcla de Araldita (Araldita 502 al 52,3%
v/v, DDSA al 46,5% v/v y DMP al 1,2% v/v)/acetona anhidra (1:1
v/v) durante toda 1la noche a temperatura ambiente y con
agitacidén rotatoria y finalmente en Araldita a 60°C por 18 h.
Para identificar las zonas del tejido incluido se
efectuaron cortes semifinos con un ultramicrétomo Ultrome LEB ¥
se tifieron con azul de Toluidina al 1% en borato de sodio al
1%. Una vez realizado este andlisis, se efectuaron cortes
nltrafinos de 1-2 um los cuales fueron recibidos en grillas de
nigquel de 200 mesh para la inmunocitoquimica. Los cortes de
tejido se trataron con TBS-ovoalblmina al 5% por 1 h y se
incubaron con el suerc preinmune como control y con los
anticuerpos antiapirasa diluidos 1:1000, 1:500, 1:100 y 1:30 en
TBS-ovoalbimina al 1% durante 18 h a temperatura ambiente. Para
la inmunodeteccidén, las grillas previamente lavadas con TBS-
Tween 20 al Q,01% se incubaron con proteina A-oro coloidal
diluida 1:50 en TBS-ovosalbimina al 1%. Después de incubar por
2 h, las grillas fueron lavadas cuatro veces con TBS y con agusa
bidestilada, desionizada y estéril, y se tifieron posteriormente
con acetato de uranilc al 4% (p/v) en metanol y citrato de

plomo (Reynolds, 1983). Las microfotografias fueron obtenidas
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€N un microscopio electrédnico Phillips EM 300 usando 20 n de

aberturs.

2.12. Modelos de estudio “in vitro”.
2.12.1. Cultivo de tejido "in vitro™ (callos).

Se cultivaron explantes del 4pice caulinar aéreo
etiolado de tubérculos de S. tuberosum var Desirée brotados en
la oscuridad (Anich,1984). Estos &pices caulinares fueron
previamente esterilizados en una solucién fungicida de Thiram
90% durante 30 min; luego de colocarlos por 1,5 min en
hipoclorito de sodio 0,5 H, se lavaron tres veces con  agua
destilada estéril. Se colocaron 2 a 3 dpices en frascos que
contenian 10 mL de medio de cultivo ¥y un papel filtro para
sustentar el tejido vedetal previamente esterilizado. E1 medio
nutritivo basal consistid en la mezcla de macro ¥
microelementos descrito por Murashige y Skoog (1962) al cual ss
agregd una serie de suplementos, como se muestra en la tabla 1,
El pH del medio de cultive se ajustd a 5,7 y se autoclavs por
15 min a 115°C bajo una presidn de 1,5 atmésferas. Los cultivos
crecieron en condiciones controladas: fotoperiodo de 18 h de
luz vy 8 h de oscuridad; intensidad luminica de 3000 Lux;
humedad relativa entre un 20 s 40% vy 25°C de temperatura.

El uso de un fotoperiodo dependié del tipo de tejido =
cultivar, pars Favorecer la formacisén de un tejido
indiferenciado (callo) los cultivos se mantuvieron en la

oscuridad. En cambio, para estimular lsa formacidn de
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Tabla 1. Composicitn del medio de cultivo de tejidos in vitro.

Compuesto mg/L
NH4NOQOa 1.650,00
KH2PO4 170,00
MgS04 7H=20 370,00
ENO=a 1.900,00
MnS04 4H=20 22,30
ZnS04 7H20 8,80
NazMo0a Z2H20 0,25
CuS04 5H=20 0,025
CoClz BH=20 0,025
HaBOa 6,20
KI 0,0075
CaClz 2H=20 440,00
FeS0s 7H=0 27,85
NazEDTA 37,30
m-Inositol 100,00
Acido nicotinico 0,580
Tiamina-HC] 0, 50
Piridoxal-HC1 0,50
Glicina 2,00
Acido félico 0, 50
Biotina 0,05
Cinetina 0,20
Z2,4-Diclorofenoxiacético (2,4-D) 3,00
Caseina hirolizado 1000,00
Sacarosa 25000,00
pH: 5,7
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microtubérculos se utilizd el fotoperiodo antes mencionado ¥
ademds, se agregd sacarosa al 5% en ausencia de 2,4-D.

Los callos fueron repicados se;s veces como méximo, cada
30 dias, en el mismo medio de cultivoe fresco. Las plantas de
papa obtenidas in vitro se propagaron, cada 60 dias, por trozos

de tallo también en medio de cultivo fresco.

2.12.1.1. Determinacién de la humedad en callos.

Con el objetive de expresar los resultados del
crecimiento de los callos a través del tiempo en forma
independiente de los posibles cambios en el contenido de agus,
se determindé el peso seco. Para realizar esta determinacién,
los callos se pesaron en una balanza analitica y se colocaron
en una estufa a 105°C durante 72 h hasta alcanzar un peso

constante.

2.12.2_. Obtencion de homogeneizados e identificacidn de la
apirasa en las diferentes partes de la plauta'&n vitro“

Los diferentes tejidos vegetales (callo, raices, tallo,
hojas v microtubérculos) se homogeneizaron en un Potter—
Elvehjem con el mismo amortigusdor usado para el
fraccionamiento subcelular descrito en la seccidén 2.10.1. BSe
tomé una alicuota de cada .extracto equivalente a 1la misma
concentracién de proteinas en todos los casos, se efectud un
SDS-PAGE (seccién 2.8.1.) para separar las proteinas y se

identificd la apirasa mediante una inmunoelectrotransferencia.
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2.12.3. Obtencidn de una suspensién celular.

Las suspensiones celulares para realizar los estudios de
citodiferenciacién se obtuvieron por disrupcidén mecdnica de los
callos. Los callos fueron disgregados en ~un mortero estéril,
traspasados a matraces que contenian el medio de cultivo de 1a
tabla 1, y mantenidos con agitacidn mecdnica (B0 rev/min) para
favorecer la disgregacidén celular, Se utilizé un agitador
orbital (Bio-Shaker BR-30L) de temperatura controlada para
mantener el cultivo a 25°C, Los matraces se envolvieron en
papel de aluminio para evitar el efecto de la luz en 1a
diferenciacidén celular. Los cultivos fueron repicados dos veces
a la semana durante dos meses.

Para obtener la sincronicidad del cultivo se repicé tres
0 cuatro veces en total generando un cultivo relativamente
homogéneo (comunicacién personal del Dr. Armand Mouras,
Laboratorio de Bioclogia Vegetal, Universidad de Burdeos,
Francia).

La viabilidad de la suspensién celular se mididé por su
capacidad de regenerar callos en una semana. Se tomd una
alicuota de la suspensién y se colocd sobre un papel filtro en

un frasco que contenia el medio descrito en la tabla 1.

2.12.3.1. Induccion de citodiferenciacidn in vitro en
suspensiones celulares homogéneas.
Se emplearon tres condiciones descritas en la literaturs

como inductoras de tuberizacidn en plantas de . tuberosum:
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1) cinetina 3,5 mg/L; 2) NAA 10 mg/L vy 3) NAA 10 mg/L mds BA
1,0 mg/L (Palmer y Smith, 1970; Ahmed y Sagar, 1881). Se usd el
mismo medio descrito en la tabla 1 pero se reemplazd el 2,4-D
por cada una de las condiciones recién mencionadas y ademds se
aumenté la sacarosa a un 10%. El control correspondidé a un
cultivo que mantenia las condiciones de indiferenciacidn
celular, es decir: 2,4-D 3,0 mg/L y Z,5% de sacarosa. Para los
tres tratamientos de diferenciacidén se tomaron alicuotas de la
suspensidn celular de modo de tener aproximadamente 1 x 108
células/mL. Se centrifugaron a 12.000 x & por 20 min en una
centrifuga Sorvall RC-5B y se lavaron tres veces con medio de
cultivo estéril sin hormonas. Luego, se traspasaron a matraces
con los distintos medios de diferenciacidn y se cultivaron por
24 o 48 h en oscuridad a 25°C con una agitacién de B0 rev/min.
Una vez completado el tiempo de cultivo, las células fueron
sedimentadas por centrifugacidén a 12.000 x g por 20 min ¥
lavadas tres veces con agua destilada estéril, para detener la
reaccion de diferenciacion. Las pellas obtenidas se
homogeneizaron en un Potter-Elvehjem con amortiguador Tris-HC1
125 mM pH 6,8, B-mercaptoetanol al 10%, glicerol al 20%, SDS al
5% y azul de bromofenol al 0,01% en una proporcidn de 1:4.
Luego, se incubaron por 5 min a 100°C ¥ las proteinas se
resolvieron por SDS-PAGE (seccidn 2.8.1.). La apirasa presente
en estos extractos se inmunodetectd luego de realizar una
electrotransferencia del gel SDS-PAGE (seccidén 2.4.). Este

mismo procedimiemto se efectud con el cultivo control. Las




proteinas se cuantificaron por el método de Bradford (1876)
homogeneizados de células preparados seglin se describe en

seccidn 2.10.1.

48
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3. RESULTADOS.

3.1. Obtencidén de anticuerpos policlonales honoespecificos
contra la apirasa.

La preparacidn de anticuerpos con uns alts
especificidad hacia 1la apirasa Yy un buen titulo implicé
desarrollar diferentes estrategias de inmunizacidén en conejos y
ratones. En primer lugar, el factor mds importante en 1Ia
produccién de anticuerpos especificos es la pureza del
antigeno; por lo tanto se utilizé una apirasa homogénea. E1l
segundo factor es el estado de 1sa proteina, es decir, si se
encuentra en condiciones nativas 0 desnaturadas. Los
anticuerpos generados contra el antigeno desnaturado son,

8eneralmente, méds efectivos cuando se utilizan en "inmunoblots"
0 inmunoprecipitacidn después de una traduccidn Invitro
(Coligan y ecols., 1981). En consecuencia, se utilizé una
apirasa homogénes gue después de 1a iltima etapa de
purificacidn fue sometida a un SDS-PAGE ¥ la banda
correspondiente se invecté s conejos. Estos anticuerpos fueron
también capaces de reconocer a 1la apirasa en condiciones
nativas, como es el casoc de los experimentos de titulacién de
apirasa y de inmunolocalizacidén.

S5in embargo, debido a que estos anticuerpos antispirasa
obtenidos en conejos perdiercn su especificidad con el tiempo

debido a desnaturacidn por el proeceso de congelamiento ¥y

desoongelamiento, se procedid a inmunizar ratones. En este caso
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se empled una apirasa homogénea pero en condici;nes nativas, es
decir, correspondiente al eluido de la dltima etapa de
purificacién de la enzima. La figura 2 muestra la determinacidn
del titulo del suero inmune obtenido en la sangria final de
conejos y ratones. Se encontrd aue el titulo de los anticuerpos
obtenidos en los ratones es superior al logrado en los conelios,
1:20.000 y 1:7.000, respectivamente.

Por otra parte, la especificidad de los anticuerpos que
se obtiene de diferentes animales puede variar en el
reconocimiento de los epitopes antigénicos dominantes en una
proteina. Sin embargo, sambos sueros inmunes resultaron muy
especificos respecto a la apirasa. Al realizar una
inmunocelectrotransferencia de un gel SDS-PAGE en gque se colocd
una cantidad equivalente de proteinas correspondiente a
homogeneizados preparados 2 partir de tejido de papa en
diferentes estados de desarrollo, se pudo observar que 1os
anticuerpos reaccionan sélo contra la apirasa presente en estos
homogeneizados (resultados no mostrados).

La obtencidn de anticuerpos policlonales mono-
especificos contra la apirasa fue de fundamental importancia

para identificar, cuantificar y localizar egta enzima.

3.2. Regulacidén de la getividad apirdsica durante el desarrollo
del tubérculo de S.tuberosum.
El estado de desarrollo del tubérculo s=e considerd en

funcién del numero de dias que transcurrieron desde la siembra
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Factor de dilucidon del anticuerpo

Figura 2. Determinacion del titulo del anticuerpo policlonal
contra la apirasa de papa var Desirée.

Alicuotas de 50 pL de diluciones de suero inmune de ratén (o—p )
o de conejo (m—a) inyectados con apirasa homogénes, se
agregaron a una placa de PVC previamente sensibilizada con 50 uL
de apirasa (10 pg/ml). Posteriormente se incubdé con 100.000 cpm
del anticuerpo policlonal de cabra antilgG de conejo o de ratdn
radiomarcado con *25] vy se determind la radioactividad en cada
pocillo, Las determinaciones se realizaron en triplicado,
obteniéndose una desviacidn estéandar < 5%.
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hasta la recoleccién de las matas. Se estudié un periodo
comprendido entre los 41 y los 140 dias de desarrollo tantoc en
siembras de wverano como de invierno. Se determing la
concentracién de proteinas totales, se cuantifics la actividad
apirdsica (ATPdsica~ADPdsica) y se midié el efecto de 1las
proteinas moduladoras sobre la actividad apirdsica durante las
etapas iniciales de la tuberizacidn. Ademds, se siguié 1a
actividad apirdsica y el contenido de proteinas totales en el
tubérculo madre.

Dado que la poblacidn de papas de un determinado estado
de desarrollo es heterogénea en tamafio (Wurr, 1977) (figura 3),
Se estandarizé la toma de muestras de la siguente maners:
estolones no hinchados e hinchados entre 1,0 - 1,5 mm de
didmetro con 41 dias de desarrcllo: estolones hinchados de
2,0 - 4,0 mm de didmetro con 49 dias; una mezcla de estolones
hinchados y tubérculos jévenes de 5,0 - 9,0 mm con 53 y B0 dias
de desarrollo; tubérculos Joévenes entre 1,0 - 2,5 em de
didmetro con 67 a 80 dias v desde los 100 = 140 dias de
desarrollo se cosecharon tubérculos cuyo diametro varid entre
3,0 ¥ 6,0 cn. Los resultados se expresaron en peso himedo, vya
que se habia demostrado que el contenido de agua es constante v
por lo tanto, no afecta los pardmetros determinados (Anich,
1984).

En la figura 4 se observg el contenido de proteinas
totales durante el desarrolloc del tubéreulo en una siembra de

verano. Se puede apreciar que hay una mayor concentracién de
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Morfologia de la planta del Solanum tuberosum

Figura 3.
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proteinas (12,6 mg/g de tejido fresco) a los 41 dias de
desarrollo, 1luego disminuye v se mantiene relativamente
constante en alrededor de 1,7 ng/g de tejido fresco hasta 1los
140 dias (estado de madurez). En una siembra de invierno se
observé esta misma tendencia la cual se repitidé durante dos
afios consecutivos, observéndose leves variaciones en los
valores absolutos de las proteinas totales.

En la figura 5 se muestra l= dpterminacién de la
asctividad apirdsica en U totales/g de tejido fresco ¥y su
cuantificacidén mediante titulacidén con anticuerpos antiapirasa
durante el desarrcollo del tubérculo. Se puede ver que existe un
maximo de actividad enzimdtica a los 49 diés de desarrolle, el
cual es coincidente con una mayor cantidad de la enzima. La
cuantificacién de apirasa mediante “jnmunodot" se efectud en
homogeneizados centrifugados a 1.000 x g por 10 min y, también,
en homogeneizados sin centrifugar. De esta manera se evitd que
la presencia de almiddén en las muestras disminuyera la
capacidad de unidén de las proteinas a la placa de
microtitulacién. Ahora bien, en relacién a las cpm asociadas a
unsa soluci6én de apirasa homogénea de 50 pg/mlL se pudo calcular
que la apirasa corresponde a un 8% de las proteinas totales en
el periodo de mayor actividad enzimética (48 dias después de la
siembra). Es importante hacer notar gque este mdximo de
actividad apirdsica y la mayor masa de enzima se detecté en un
periodo que corresponde visualmente a estolones hinchados, es

decir, en el momento de inicio de la tuberizacidn. Sin embargo,
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» Protefnas (mg/g tej. fresco)
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Dfas de desarrollo

Figura 4. Determinacidn de 1las proteinas totales durante el
desarrollo del tubérculo de papa.

La concentraciodn de proteinas totales presentes en los
homogeneizados obtenidos a partir de tubérculos en desarrollo
desde los 41 hasta los 140 dias después de una siembra de verano,
se midié por el método de Bradford (1976). Se utilizé BSA como
estdndar. Los valores son el promedio de tres muestras procesadas
independientemente en dos afios consecutivos. La determinacidn de
cada muestra fue realizada en triplicado.
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U/g tejide apirasa/g tejido
20 0/8 j ug ap g tej 450
25 R 300
-1250
20 &
-1200
15/ W,
41150
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Dfas de desarrollo

Figura 5. Determinacidn de la actividad apirdsica v
cuantificacidén de la masa de enzima durante el desarrollo del
tubérculo de papa.

La actividad apirdsica: ATPdsica (o—o0 ) ¥ ADPésica (e—e ) ge
midié en los mismos homogeneizados descritos en la figura 4. Los
valores se expresan como U/g de tejido fresco ¥y corresponden al
promedio de tres muestras procesadas independientemente en dos
afios consecutivos. Se aplicé a una camara de Bio-Dot alicuotas de
50 plL de los homogeneizados en una concentracion de 50 pg/mL de
proteinas. Se incubd con anticuerpos antiapirasa diluidos
1:3.000, luego con anticuerpos antilgG de conejo radiomarcado con
1257 vy se cuantificd la radiactividad asociads a cada punto
( —u ).
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en estolones sin hinchar, con 41 dias de desarrollo, tanto la
actividad apirdsica, como la cantidad de enzima es baja. A 1los
58 dias, cuando el proceso de tuberizacidén estd totalmente
desencadenado, la actividad apirdsica disminuye cerca de un
60%. Esto estaria indicando gque la saceidén de la apirasa es
importante en el momento en que se comienza la tuberizacidn. Se
observa un leve aumento de la actividad apirdsica alrededor de
los 100 dias, el que no estd correlacionado con una mayor masa
de enzima, ya que la titulacidén de apirasa alcanza un valor
sproximadamente constante a partir de los 60 dias. Este segundo
aumento en 1la actividad apirdsica corresponde a aproximadamente
a un 30% del primero; después, la sactividad se mantiene
relativamente constante hasta la madurez.

En el tubérculo madre se encontré que 1la actividad
apirdsica expresada en U/g de tejido fresco es al menos 100
veces menor gue en los tubérculos jévenes a los 49 dias después
de la siembra y 25 veces menor con respecto a tubérculos
maduros de 140 dias. La actividad apirdsica en el tubédrculo
madre disminuye rapidamente en el tiempo hasta un valor cercano
a cero alrededor de 1los 100 diass después de la siembra. Esta
disminucidén en la actividad enzimdtica es consistente con la
disminucidén gue se produce de la totalidad de las proteinas

(figura B).
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U/g tejido mg/g tejido
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Figura 6. Determinacidén de las proteinas totales y actividad
apirdsicz en el tubérculo madre.

La concentracidn de proteinas totales se midié por el método de
Bradford (s—mam) en 1os homogeneizados preparadocs con los
tubérculos madre con 49 a 98 dias después de sembrados en un
periodo de verano. La actividad apirdsica ATPéasica ( o—o ),
ADPésica ( e—e ) se expresa en U/g de tejido fresco. Los valores
corresponden a un promedioc de dos muestras procesadas
independientemente. La determinacidn de cada muestra fue en
triplicado.
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3.2.1. Efecto de inhibidores sobre la actividad apirdsica en
los homogeneizados de las etapas iniciales de la tuberizacidn.
Cabe hacer notar que la apirasa proveniente de
tubérculos maduros var Desirée se caracteriza por un cuociente
hidrolitico ATPé4sico/A DPdsico de 1,0 (Traverso-Cori y cols.,
1870). Pero en las etapas iniciales del desarrollo, es decir,
el periodo comprendido entre los 41 v 56 dias, este cuociente
fue cercano a 3,5 (figura 9). Con el objeto de ver si estsa
mayor actividad ATP4sica encontrada en los homogeneizados
corresponderia a la (Na+,K+) ATPasa o a la ATPasa mitocondrial,
se estudid el efecto que tenian dos inhibidores especificos de
dichas ATPasas. En la tabla 2 se puede observar que ni la
ouabaina (inhibidor de 1la (Na+,K*+)-ATPasa) ni la oligomicina
(inhibidor de la ATPasa mitocondrial) presentaron efecto sobre
la actividad ATPdsica de estos homogeneizados. Estos resultados
podrian indicar que durante este periodo hay estimulacién, no
s6lo de 1la actividad apirédsica, sino que, ademds, de otras
ATPasas presentes en el tejido, como por ejemplo las de
transporte, ya que hay un ligero aumento del cuociente
ATPdsico/ADPédsico. No se estudié el efecto de DES, DCCD y o-
vanadato (inhibidores inespecificos de ATPasas) porque también

afectan a la actividad apirédsica (Valenzuela y cols., 1989).




Tabla 2.

Rfecto de inhibidores sobre la actividad apirdsica.

1)

48 dias 53 dias 60 dias
ATPasa ADPasa | ATPasa ADPasa | ATPasa ADPasa

U/mL U/mL U/mi
Control (EtOH) 10,2 3,5 7,3 3,0 2,8 1,3
+ Oligomicina 10,2 3,5 7,2 3,0 2,7 1,3

(0,9 mg/mL)

Control (Hz20) 10,2 3.4 7,3 3,0 2,7 1,3
+ QOuabaina 5 md 10,1 3,4 7,3 3,0 2,7 1,3

L.os valores corresponden a un

promedic de tres

ENnsSayos.




Bl

Ademds de los cambios en la masa de apirasa durante el
desarrollo del tubérculo, su regulacién cinética por proteinas
moduladoras descritas previamente en este laborstorio (HMancilla

v cols., 1887) es otro aspecto importante & ser considserado,

3.2.2. Proteinas moduladoras de la actividad apirdsica durante
el desarrollo del tubérculio.

Se prepard una fraccisdn parcialmente purificada de estas
proteinas, que se ha denominado Fr-50, (Sececidén 2.7.1.) con el
material bioldégico colectado a distintos tiempos de desarrocllo
del tubérculo. Los resultados se muestran en la tabla 3. Para
poder efectuar un anédlisis comparativo, se estandarizé 1la
concentracidén de proteinas de la Fr-50 a 1,0 mg/mi,
(concentracion a 1la gque se determind el midximo efe;to de
activacidén ) v en consecuencia la actividad apirdsica control
se mididé en presencia de BSA 1,0 mg/mL. Se ppede inferir de 1la
tabla que a la concentracidn de proteinas antes mencionada se
observa un efecto estimulador de la actividad apirdsica que se
mantiene relativamente constante durante todo el periodo
estudiado. Sin embargo, & mayores concentraciones de proteina
de 1la Fr-50 empieza a hacerse evidente la presencia de 1la
proteina inhibidora que, también estd presente en la Fr-50 (ver
figura 14). Por otra parte es importante indicar que una Fr-50
preparada a partir de papas maduras brotadas (de més de 1B0
dias) no tiene ningin efecto modulador sobre la actividad

apirdsica.




Tabla 3. Efecto de la Fr-50 sobre la actividad apirdsica a
diferentes tiempos de desarrollo del tubéreculo de
S, tuberosum.

Dias Actividadk/actividad control
ATPassa ADPasa
49 1,73 1,54
56 1,70 1,50
83 1,569 1,61
70 1,46 1,44
77 1,46 1,43
g4 1,56 1,58
g1 1,78 1,68
g8 1,82 1,65
105 1,69 1,45
112 1,867 1,45
119 1,66 1,46
126 1,64 1,44
133 1,54 1,44
140 1,85 1,43

Actividad*: Actividad apirdsica en presencia de 1 mg/mL d
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e

Fr-50

(la concentracidén de proteinas fue determinada por el método de
Lowry v col., 1851). Actividad contrel: Actividad apirdsica en

presencia de 1,0 mg/ml, de BSA. Las preparaciones de la

S

Fr-50

fueron realizadas con tubérculos correspondientes & una siembra de
verano. La concentracién dptima para obtener la méxima activacidn
en cada caso fue 1,0 mg/mL. Los resultados de la tabla representan

el promedic de dos experimentos realizados por separad
efecto modulador se midid en triplicado.

0

vy el
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Se realizé un estudio de 1la éstabilidad de la Fr-50 y se
encontrd que 3 mayor concentracisn de proteinas
(aproximadamente, 5 mg/mL) y a ~20°C se lograba una fraccién
estable por 25 dias. Ademds, la estabilidad de esta fracecidn
depende, también, de varios otros factores como: periodo de
siembra (invierno, verano), desarrollo del tubérculo y factores

ambientales (lluvias v heladas)

3.2.3. Andlisis de las proteinas de la Fr-50 por electroforesis
en geles de poliacrilamida en Presencia de SDS e
inmunoelectrotransferencia.

En la figura 7 se muestra un SDS-PAGE de wuna Fr-50
preparada con tubérculos Jévenes de 67 dias y otra de 74 dias
de desarrollo. Se puede apreciar que las dos preparaciones
semipurificadas de las proteinas moduladoras presentan un
patrdén similar de proteinas. Para lograr identificar la
proteina activadora presente en la Fr-50 se realizé uns
electrotransferencia s nitrocelulosa del gel sometido a S8DS-
PAGE cuyos resultados se presentsn en la figura 8. Como se
indiedé en la seccisdn 2.9.5.2, el papel de nitrocelulosa Ffue
incubado inicialmente con apirasa homogénea y después con los
anticuerpos antispirasa para inmunodetectar 1los posibles
complejos de la apirasa con las proteinas moduladoras, En 1la
figura 8, A4) corresponde al control sin preincubacidén con
apirasa y B) al tratado con apirasa. En el control es posible

detectar que en 1g Fr-50 de 74 dias hay varias bandas de
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— v —180,0 kbDa
— 84,0
" — 48,5
—~ 36,5
— 26,0

Figura 7. Electroforesis en presencia de SDS de
semipurificadas (Fr-50) de 1las proteinas
actividad apiréasica.

fracciones
moduladoras de 1la

1. Alicuota de 90 pug de proteinas de una Fr-50 preparada a partir
de tubérculos jévenes de B7 dias de desarrollo, segiin se describe
en la secciodn 2.7.1.

2. Alicuota de 8,0 pg de apirasa purificada de papas var
Desirée.

3. Alicuota de 80 pg de una Fr-50 preparada a partir de
tubérculos jévenes de 74 dias.

4. Estandares de masa molecular.
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A B
1 2 3 4 5 &
o
— 1~ 180,0 kDa
e - 36,5
* - 26,0

kDa 15,6 ’ B

e i i

Figura 8. Identificacién del complejo proteina activadora-
apirasa en una Fr-50 por SDS—PAGE—inmunoelectrotransferencia.

A. Control de uns inmunoelectrotransferencia de las proteinas de
una Fr-50 separadas por una SDS-PAGE en que no se preincubd
previamente con 1a apirasa. La dilucidén de los anticuerpos
antiapirasa fue 1:1000 ¥y la de los anticuerpos antilgG de conejo
fue 1:3000.

1. Esténdares de masa molecular.

Z2. Alicuota de 90 ug de una Fr-50 de tubérculos de 74 dias.

3. Alicuota de 8,0 Mg de apirasa var Desirgde.

B. Inmunoe1ectrotransferencia del gel SDS-PAGE de 1la Fr-50 en que
se incluyd una preincubacidén con una solucidén de apirassa (2,5
mg/mL) diluida 1:1000 en TBS antes de incubar con los anticuerpos
antiapirass.

4. Alicuota de 8,0 Mg de apirasa Desirée,

5. Alicuota de 90 Hg de una Fr-50 de tubérculos de 74 dias.

6. Estdndares de masa molecular.

( » ) indica el probable complejo entre 1a proteina activadora
(15,8 kDa) v 1a apirasa.
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proteinas gque reaccionan con los anticuerpos antiapirasa. Lo
mids probable es que estas bandas correspondan a productos de
degradacidn de 1la apirasa, debido a que los anticuerpos
antiapirasa utilizados en este experimento eran policlonales
monoespecificos. En 1la Fr-50, también, estd presente la
apirasa, pero inactivada por calentamiento a 100°C, lo cual la
hace mds accesible a proteasas. Sin embargo, los anticuerpos
son capaces de reconocer a esta mezcla de apirasas degradadas e
inactivas. Peroc en B) hay una banda de 15,6 kDa gque podrisa
representar el posible complejo entre la proteina activadora vy
la apirasa.

Con el objetivo de cuantificar y localizar estas
proteinas moduladoras por medio de anticuerpos monoespecificos
dirigidos contra ellas, se intentd purificarlas por diferentes

metddicas.

3.3. Pourificacion de las proteinas moduladoras de Ia actividad
apirisica.

A partir de la fraccidn semipurificada (Fr-50) se
abordaron diferentes estrategias de purificacidén para lograr
obtener la proteina activadora homogénea y separada de 1la
inhibidora, ya que ambas se encuentran presentes en la Fr-50,
Esta fraceidén fue posteriormente purificada a través de

cromatografias de exclusidn, intercambioc idénico v de afinidad.
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3.3.1. Cromatografia de exelusidn en Sephadex G-100.

La Fr-50 se sometié a una eromatografia en Sephadex
G-100. El perfil de elucidén de la columna se muestra en la
figura 9. Se puede observar que la fraccidn activadora eluye en
el volimen de vacio de la columna (82,0 mL). En este tipo de
cromatografia deberia ser posible separar 1g proteina
inhibidora de 1la activadora dada 1la diferencisa de masa
molecular entre ellas (la proteina activadora tiene vna masa
molecular de 16,0 kDa y la inhibidora de 58,0 kbDa. Ver
figura 18, seccidn 3.4.4.). Sinp embargo, en esta preparacidn de
inviernc no fue ©posible detectar fracciones con efecto
inhibitorio sobre la actividad aspirdsica a lo large de 1la
elucidén de la columna. Se observaron los mismos resultados al
utilizar una columna de Sephadex G-75. Esto indicarfa wuna
fuerte interaccidn de 1a proteina activadora con otras
proteinas de la Fr-50 entre las cuales ests presente la apirassa
inactivada por saccidén del calentamiento. Probablemente este
patrdn de elucidn seria distinto con mayor fuerza idnica y con
otra preparacidn de Fr-50 de diferente periodo estacional (ver

discusidn, seccidn 4.1.2.).

3.3.2. Cromatografia de intercambio idnico en DEAE-Sephadex.
Los resultados obtenidos con este tipo de cromatografia

se presentan en la figura 10. La elucién de las proteinas se

realizé con un gradiente de NaCl que iba de O a 1,0 M. Se

obtuvo un méximo de proteinas que eluye entre 0,27 vy 0,33 H de
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Figura 9. Columna de Sephadex G-100.
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Figura 10. Columna de DEAE-Sephadex.

Perfil de elucién de las proteinas moduladoras de la actividad
apirdsica en una columna de DEAE-Sephadex, eguilibrada con
amortiguador Tris~HC1 10 mM pH 8,0. Se colocaron 23,8 mg de
proteinas de una, Fr-50 cuyo cuociente actividad
ATPdsica*/actividad control es 1,50 y el de 1la actividad
ADPésica*/actividad control de 1,30. La elucién se efectud ocon
una gradiente de 0O a 1,0 M de NaCl. En 1la figura (E—un)
corresponde a la actividad ADPdsica*/actividad control; {0—0)
la absorbancia a 280 nm y (¥—X) a la gradiente de -NaCl.
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NaCl y aque tiene un efecto estimulador de 1la actividad
apirdsica. Sin embargo, en el lavado inicial de la columna con
el amortiguador en ausencia de NaCl, se pudoc apreciar un
pequeiic mdximo de proteinas gue inhibe la actividad apirédsica.
E=sta fraccidn con efecto inhibitorio no fue siempre detectable.
Los eluidos con efecto mnodulador se concentraron por
liofilizacidén y por Sephadex G-25, pero perdieron su efecto
modulador. Los eluidos concentrados con efecto activador tenian
1,03 mg/mL de proteinas ¥ 1os con efecto inhibidor 0,38 mng/mL .
5in embargo, ambos presentaban al menos 7 bandas de proteinas
a1l realizar una electroforesis en geles de poliacrilamida en

condiciones nativas vy en SDS-PAGE.

3.3.3. Cromatografia en trifluoperazina-Sepharose.

La posterior purificacidn de la Fr-50 a través de una
columna de TFP-Sepharose ha resultado bastante exitosa en
cuanto a la separacidén de la proteina activadora de 1a
inhibidora. La figura 11 muestra el resultado obtenido con una
Fr-50 preparada con tubérculos maduros de una siembra de
verano. En 1la figura es posible observar que eluyen .dos
Ffracciones totalmente separadas que tienen efecto modulador
sobre la sactividad apirdsica una activadora vy la otra
inhibidora. Los eluidos presentaron varias bandas de proteinas
en un SDS-PAGE vy resultaron inestables tanto sin concentrar
como después del proceso de concentracién. Por otra parte,

también, se realizdé una purificacidén a través de esta misma
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Figura 11. Columna de trifluoperazina-Sepharose. Verano.

Perfil de elucién de las proteinas moduladoras de la actividad
apirdsica en una columna de trifluoperazina-Sepharose equilibrada
con Tris-HC1 10 mM pH 7,0, CaClz 0,5 mM. Se colocaron 113,0 mg de
proteinas de una Fr-50 preparada con papas maduras de una siembra
de verano cuyo cuociente actividad ATPdsica*/actividad control es
de 1,50 y el de la actividad ADPédsica*/actividad control de 1,75.
La elucidén se efectud con el amortiguador de equilibrio en
presencia de 500 mH de NaCl. En la figura ( m—=&) corresponde a
la actividad ADPésica*/actividad control; {o0—o0) a la
absorbancia a 280 nm v (—») indica la adicidén de HNaCl al
amortiguador de eluciédn.
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columna con una Fr-50 preparada a partir de tubérculos de unasa
siembra de invierno, obteniéndose resultados muy similares.
Dado 1los resultados logrados con estos tipos de
columnas, se intenté purificar a las proteinas moduladoras a
través de cromatografias de afinidad basséndose en su
interaceisén con 1a apirasa. Se utilizaron dos matrices
diferentes a las cuales se unié apirasa homogénes. Los

resultados se presentan s continuacidn.

3.3.4. Cromatografia de afinidad en CM-celulosa-apirasa.

La unién de la apirasa a CH-celulosa results muy estable
Y por lo tanto fue posible disponer de una columna que es
facilmente reutilizable después de exhaustivos lavados. En 1a
figura 12 se puede apreciar uno de los resultados obtenidos con
este tipo de cromatografia. En este caso la elucidn se efectué
con un gradiente de NaCl de 0 a 800 mM, en otros CasS0Ss se
empled un cambio brusco de fuerza idnica de NaCl 500 mM. Como
se aprecia en la figura, en algunos casos es posible separar
las dos proteinas moduladoras a través de este tipo de colunna.
La fraccidn proteica inhibidora de 1a apirasa eluye
aproximadamente a wuna fuerza idnica equivalente a 20 mM de
NaCl, en cambio la activadora lo hace a 100 mM. Este hecho es
bastante repetitivo siempre que se use como material de partida
la misma Fr-50. Sin embargo, la proteina inhibidora no se
detectd en todas las purificaciones de la Fr-50.

Esta fraccidén activadora eluida de la columna de
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Figura 12. Columna de CM-celulosa—apirasa.

Perfil de elucidén de las proteinas moduladoras de 1la actividad
apirdsica en una columna de CH-celulosa-apirasa equilibrada con
Tris-HC1 10 mM pH 7,5. Se colocaron 50 mg de proteinas de una
Fr-50 cuyo cuociente actividad ADPésica*/actividad control es
1,30 v el de 1la actividad ADPasica%/actividad control es 1,25. La
elucidn se efectud con una gradiente lineal de 0 a 800 mM de
NaCl. En la figura (m—=) corresponde a la actividad
ADPasica*/actividad control; (o—o0) a la absorbancia a 280 nm ¥
(%*—=x) a la gradiente de NaCl.
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CH~celulosa-apirasa presenta al menos cinco bandas de proteinas
al realizar un SDS-PAGE. La fracecidén eluida y concentrada se
recromatografid nuevamente a través de 1la columna de
CH-celulosa-apirasa, pero no sé logrd una mayor purificacidn.
Por otra parte; a diferencis de 1la fraccidén inhibidora, 1=
fraccidn activadora eluida de esta columna resultd ser bastante
estable. Este hecho no se observé con las otras columnas
cromatogrificas (Sephadex G~100, DEAE-Sephadex v TFP-

Sepharose).

3.3.5. Cromatografia de afinidad en octadecil silica-apirasa.

El octadecil silica (SiCle) son cadenas lipidicas de 18
dtomos de carbono gquimicamente unidas a los grupos silanol de
las particulas de silica. Este material tiene una capacidad de
unién muy fuerte con moléculas con dominios hidrofdbicos, tales
como proteinas que interactian con grupos apolares unidos a 1=z
matriz sélida. Debido a esta propiedad se utilizé la SiCls como
fagse s6lida a 1la cual se unié apirasa homogénea, siendo este
complejo SiClm-apirasa bastante estable.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos de
tres columnas en las cuales se intentdé purificar una Fr-50. Los
resultados son bastante repetitivos y el hecho mas
sobresaliente en esta purificacién de la Fr-50, es qﬁe permite
separar la proteina activadora de la inhibidora y obtener a
ésta Gltima en forma homogénea. La fraccidén activadora eluye en

el lavado de la columna con samortiguador, en cambio, 1la
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Tabla 4. Purificacicon de las protefinas moduladoras a través de
una columna de octadecil silica-apirasa.

Fr-50 Lavado 1 Lavado 2 Eluido

Columna 1

ATPasa*/ATPasa control 1,33 1,73 1,58 0,88
ADPasa*/ADPass control 1,26 1,53 1,44 0,76
Proteinas (mg/mL) 0,713 0,024 0,008 0,282

Columna 2

ATPass*/ATPasa control 1,31 1,41 1,13 0,70
ADPasa*/ADPasa control 1,50 1,39 1,10 0,77
Proteinas (mg/mL) 1.0 0,025 0,044 0,234

Columna 3

ATPasa*/ATPasa control 1,31 1,0 1,0 0,70
ADPasa*/ADPasa control 1,50 1,0 1,0 0,75
Proteinas (mg/mL) 1,0 *% Kk 0,052

* En 1las tres columnas se c¢olocd aproximadamente la misma
cantidad de proteinas.

** Tndetectable por el método utilizado.

Se utilizdéd en cada ceso una columna de 200 ul equilibrada ¥
lavada con amortiguador Tris-HC1l 10 mH pH 7,0. La elucidn se
efectud con el mismo amortiguador ¢ue contenia ademds NaCl
500 mM.
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Figura 13. Andlisis electroforético (SDS-PAGE) de los eluidos de
la columna de SiCls-apirasa.

1. Estdandares de masa molecular.

2. vy 3. Alicuotas de 15 pg de proteinas de las fracciones eluidas
en el lavado de la columna con amotiguador Tris-HCl 10 mM pH 7,0.
4. v 5. Alicuotas de 2,5 ug del eluido final de la columna con el
mismo amortiguador en presencia de NaCl 500 mM; 6 vy 7
corresponden a alicuotas de 5,0 pg del eluido final. La masa
molecular se determiné por la migracién electroforética de las
proteinas estandares.

( » ) indica la banda correspondiente a la proteina inhibidora
cuya masa molecular es de 58,0 kDa.
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fraccién inhibidora requiere de mayor fuerza idnica para ser
eluida. E1 grado de pureza de las fracciones moduladoras
eluidas de esta columna se determiné mediante un SDS-PAGE cuyo
resultado se presenta en la figura 13. Como puede observarse en
la figura, en el eluido final de esta columna se obtiene una
sola banda de proteinas de 98,0 kDa que tiene un efecto
inhibidor =obre 1g sctividad apirdsica. De 1lg fracecidn
activadora s6lo puede decirse que no estd homogénezm, ya que es
bastante dificil detectar esta proteina con azul de Coomassie.
Aparentemente, esta columna de S5iCle-apirasa podria ser
una buena alternativa para separar ¥y purificar a homogeneidad
la proteina inhibidora. Pero hay gue considerar que es una
columna de alto costo ya que se usa apirasa homogénea y pierde
su capacidad de unién cuando se reutiliza varias veces. Ademids,
el rendimiento de 1a columns es muy bajo lo que sumado a 1a
baja concentracidén de estas proteinas moduladoras en el tejido,
conduce a la inestabilidad de las fraceciones moduladoras
obtenidas. Por lo anterior el uso *de esta columna debiers

descartarse para fines preparativos.

3.4. Caracterizacion de Ias pProteinas moduladoras de la
aclividad apirdsieca.

Para comprender ls regulacion de la actividad apirdsica
durante el inicio de 1Ia tuberizacidén fue importante conocer

algunas caracteristicas de las proteinas moduladoras.
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3.4.1. Relacicn entre la concentracidn de proteinas de 1la Fr-50
¥ el porcentaje de estimulacidn de Iz actividad apirdsics.

Con el objeto de conocer el efecto de 1g concentracidén
de proteinas de 1g Fr-50 sobre 1a actividad apirdsica, se midis
el porcentaje de activacidn en funeidn de diferentes
concentraciones de broteinas de ests fraceidon (0,2 a 2,0
ng/mL). En 1la figura 14 se cbserva que el maximo de activacién
(65%) es a una concentracidn de 0,25 mg/mL de proteinas de una
Fr-50 preparada de un sobrenadante de 100.000 x g&. A
concentraciones superiores no se observa variaciones en el
pPorcentaje de activacisn, Por otra parte, se realizé el mismo
experimento a partir de una Fr-50 preparada de uns fraceion
microsomal, observandose un efecto similar. Esta tendencia
observada en 1a figura 14 en due el efecto estimulador
disminuye a concentraciones mayores de proteinas podria deberse
a la presencia de 1a proteina inhibidora en 1Ja Fr-50. Cabé
hacer notar que la  concentracidn 6ptima de proteinas para
lograr la méxima activacidén de 1g apirasa depende del periodo
del afio en due se sembraron los tubéreculos. Losg resultados
Presentados en la figurs 14 corresponden a una Fr-50 pPreparada
a partir de tubéreulos maduros de una siembra de invierno, en
cambio en la tablg 3 (seccidn 3.2.2.) el material bioldgico
correspondié a una siembra de verano. En este Gltimo caso 1a

concentracidn Sptimg de proteinas pars activar la apirasa fue

de 1,0 mg/mlL.
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, Actividad*/actividad control

1 I 1 1

0 0,5 1 1,5 2,5
Fraccién Fr-50 (mg/mL)

Figura 14. Efecto de 1a concentracién de proteinas de ana Fr-50
preparada de una fraccidén soluble sobre 1a actividad apirdsica.

La Fr-50 se prepard a partir de un sobrenadante de 100.000 x g
seglin se describié en la seceidén 2.7.1. En este caso se
utilizaron tubéreulos maduros de wuna siembra de invierno. La
concentracidén de proteinas se midid por el método de Lowry v
cols. (1851). ( p—n ) representa la actividad ATPésica*/actividad
control v ( m—m ) 1a actividad ADPédsica*/actividad control. La
actividad apirdsics control se midié en presencia de BSA a 1a
misma concentracidn de la Fr-50,.
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3.4.2. Efecto del PMSF sobre la capacidad estimuladora de Ia
Fr-50.

Se midisé el efecto del PHMSF (inhibidor de seril
bproteasas) sobre una Fr-50 obtenida tanto de bapas var Ultimus
como Desirée. Se encontréd que uns concentracidén de 0,1 mM de
PMSF inhibe completamente el efecto estimulador de ambag Fr-50

sobre la actividad apirdsica.

3.4.3. Efecto de la proteina activadora sobre los pardmetros
cinéticos de la apirasa.

El andlisis de los resultados para estimar los valores
de los pardmetrog cinéticos se hizo a través de métodos
gréficos, empleando las transformaciones lineales de Hanes-
Woolf (Hanes, 1832). Las curvas se ajustaron a 1los valores

exXperimentales por medio del método de redresion lineal. En las

figuras 15a y 15b se representan los grdficos de 1la cinética de

Hanes-Woolf al wvariar el ATP y el ADP en Presencia vy en
ausencia de 1s Fr-50, Se puede apreciar qte para ambos=
sustratos la proteina activadora afecta sélo la Vmex de 1a
apirasa. Los valores aparentes de los pardmetros cinéticos se
resumen en la tabla 5. Estos resultados explican 1a mayor
eficiencia catalitica de la enzima en presencia de la proteina
activadora.

Experimentos similares no han podido realizarse con la
bProteina inhibidora debido 8 que no se ha obtenido en cantidad

suficiente ¥y es bastante mgs inestable que 1a activadora.
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Figura 15a. Efecto de 1a Proteina activadora sobre los
parimetros cinéticos de 1a apirasa cuando el sustrato es ATP.

Grafico de Hanes-Woolf. EI medic de ensayo contenia amortigunador
Succinato de sodio 100 mM pH 6,0; CaClz 5 mM ¥ la concentracidn
de ATP varig entre 0,018 v 0,130 mM. Se preincubs § min con BSA
1,0 ng/nl y se midié 1g actividad apirdsica por el método de
Ernster y cols. (1950) (O—0 ). Parg la determinacién de 1los
pardmetros cinéticos de la apirasa en bpresencia de la Proteina
activadora, se preincubd con 1,0 mg/mlL (médxima activacidén) de uns
Fr-850 que estimulaba un 40% la actividad ATPésica y un 38% 1la
ADPisica ( x—x }. La graficsa corresponde al promedio de tres
eXperimentos realizados en duplicado. F-= Fr-50
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Figura 15b. Efecto de 1a prroteina activadora sobre los
pardmetros cinéticos de la apirasa cuando el sustrato es ADP.

Grafico de Hanes-Woolf. Las condiciones se deseriben en la figura
15a, pero el sustrato variable fue ADP entre 0,029 v 0,230 mM en
ausencia (M—a) v en presencia (%—X) de la Fr-50. La grafica
corresponde al promedio de tres experimentos realizados en
duplicado. 7¥F= Fr-50
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Tabla 5. Efecto de 1a Proteina activadora sobre los pardmetros
cinéticos de 1a apirasa.

Sustrato EKm Vméx

mM u

Vméx/Km
mM

min-1
-Fr-50 +Fr-50 -Fr-50 +Fr-50

-Fr-50 +Fr-50
ATP (0,018-0,13) 0,047

0,048 850 1398 20.210 30.392

ADP (0,029-0,23) 0,17 0,178 1041 1744 6.125

9.378

U = umoles de Pi/min x mL.
La Fr-50 fue pPreparads

con tubérculos maduros
Verano cuya méxima activ

de una siembrs de
acién es con 1,0 mg/mL d

€ proteinas.
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3.4.4. Determinacidon de la masa molecular de la protefna
activadora y la inhibidora.

Para determinar 1a masa molecular de 1a proteins
activadora se utilizé uns filtracién por una columna calibrada
de Sephacryl $-200. En la figura 16a se muestran los voliimenes
de elucidén de las distintas proteinas estdndares en funcidn del
logaritmo de 1a respectiva masa molecular. For el volumen de
elueidén de la proteina activadors detectado por su capacidad de
estimular la actividad apirdsics, se pudo estimar una masa
molecular de aproximadamente 15,0 kDa. Ademds, en esta
cromatografia de exclusidén fue posible detectar una fraceign
que tenia la capacidad de inhibir la actividad apirasica cuya
masa molecular correspondid a 58,9 kDa (figura 16b). Estos
valores son totalmente coincidentes tanto en determinaciones
realizadas con preparaciones de Fr-50 de wvar Desirée como de
var Ultimus.

Por otra parte, se confirmé la masa molecular de 1g
proteina inhibidora en estado homeogéneo por un SDS~PAGE
(sececidén 3.3.5.). En 1a figura 13 se muestra que la masa

molecular corresponde a 58,0 kDa.

3.4.5. Determinacidn del punto isceléetrico de Ia proteina
activadora.

El punto isceléetrico de la proteina activadora se
determing mediante isoelectroenfoque en geles de

poliacrilamida, como se describiéd en 1la sececidn 2.9.5.1. Para
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Figura 16a. Columna de Sephacryl S-200 calibrada con protefnas
estiandares.

Perfil de elucién de proteinas estdndares de mass molecular en
una columna de Sephacryl S-200 equilibrada con amortiguador
Tris-HC1 10 mM PH 7,0; CaClz 5 mM; HaCl 200 mM 3 temperatura
ambiente. La columna se calibrd con 1,0 mg de: ¥ globulina (G:
150,0 kDa); seroalbtimina (5: 87,0 kDa); ovoalbtimina (0: 45,0
kDa); mioglobina (M: 17,0 kDa) ¥ citoeromo ¢ (C: 12,5 kDa). Las
Proteinas se detectaron por su absorbancia a 280 nm.

(—) indica a 1la proteina activadora de 15,0 kDa: (=——m) 3 1a
proteina inhibidora de 58,9 kDa.

H
ﬁ
i
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ADPédsica, (®B—a) de 1g apirasa,
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esta determinacion se utilizé una Fr-50 preparada tanto de var
Desirée como de var Ultimus, el eluido final de las columnas de
CH-celulosa-apirasa y de la columna 5iCle-apirasa. La figura 17
muestra el perfil de pH vy la estimulacidn de la actividad
apirdsica a lo largo del gel. En esta figura se representa el
isgelectroenfoque correspondiente a una Fr-350 preparada de
papas var Desirée. En todos los casos estudiados se encontrd un
pl de 8,85.

na vez conocido este pardametro, se untilizd el
electroenfoque en geles planos de poliacrilamida con el
propésito de purificar 1a proteina activadora con 1o que Se
obtuvo un resultadoc positivo. Se sometieron a electroenfoque
tres geles planos, dos de ellos contenian 100 pg de Fr-50 (A V¥
B) v el tercer gel correspondid a un control con citocromo ¢ ¥
miocglobina como indicadores del tiempo final del
electroenfogque. Se intenté identificar la proteina activadora a
través de 1la formacién del complejo proteina activadora-
apirasa. Para esto se realizd una electrotransferencia de los
geles (A v B) a papeles de nitrocelulosa; luego s68lo el filtro
A se preincubd con apirasa homogénea ¥y finalmente el posible
complejo proteina activadora-apirasa se inmunodetectd con
anticuerpos antiapirasa. El gel B que no incluia la
preincubacién con spirasa correspondié al control (seccidn
2.9.5.2). La figura 18 muestra que en el filtro del gel A hay
dos bandas de proteinas de pl alcalino: una cerca de 8,0 y oira

un poco mds alcalina. Emn el filtro del gel B (control), se
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Figura 17. Determinacién del punto isoeléctrico de 1la Proteina
activadora de 1a apirasa.

Los anfolitos usados fueron de rango de pH entre 3,0 vy 10,0.
Perfil de pH (X—X ). Se colocaron 325 ME de proteinas de una Fr-
50 preparada a partir de papas var Desirée que estimulaba en un
79% la actividad ATPédsica y un 71% la ADP&4sicsa. La muestra se
agregd previa polimerizacién del gel, v la proteins activadora se
detectd por su estimulacién sobre la actividad apirdsica. E1 Pj
liberado se determiné por el método de Ernster Yy cols. (1950).
(m—n ) corresponde a la actividad ADPésica*/actividad control.
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Figura 18. Identificacién del complejo proteina activadora-
apirasa en una Fr-50 por electroenfoque e
inmunoelectrotransferencia.

Electroenfoque en geles planos de poliacrilamida de una alicuota
de una Fr-50 de papas var Desirée equivalente a 160 pg. Se usé
una mezcla de anfolitos de rango de pH de 3,0 a 10,0 y de 7,0 a
9,0. Luego del electroenfoque, las proteinas se transfirieron a
papel de nitrocelulosa y la identificacién del complejo proteina
activadora-apirasa se efectué mediante una preincubacidén con
apirasa antes de incubar con los anticuerpos antiapirasa (A). E1
segundo anticuerpo correspondié a un antilgG de conejo-
peroxidasa. E1 control (B) no incluyd 1la preincubacién con
apirasa.
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phzerva unga =sola banda que es de pl levemente mayor a 9,0 ¥y gue
corresponde a la misma banda en el filtro del gel A. Esta bandsa
de proteinas podria corresponder a un complejo formade por 1la
apirasa desnaturada presente en la Fr-50 porque reacciond con
los anticuerpos monoespecificos antiapirasa. La otra banda de
pl cercano a 9,0 gue se vid en el filtro del gel A
corresponderia al complejo proteina aotivadora—apirasa: Por 1lo
tanto, se continuard la purificacién de la proteina activadora
mediante esta metddica.

En cuanto a la proteina inhibidora, no ha sido posible
determinar su pl debido a que se obtienen muestras de baja

concentracién proteica y de suma 1labilidad a baja fuerza

iénica.

3.5. Localizacién tisular y subecelular de la apirasa.

Con el objetivo de comprender la posible funcidn
fisiolégica de la apirasa y su probable relacidén con el proceso
de tuberizacidén es imprescindible conocer su localizacién ¥y
distribueién celular. La determinacién de 1la ubicacién ¥y
distribucidén de la apirasa se realizd a tres niveles:

1) fraccionamiento subcelular,

2) localizacgidn tisular, v

3) localizacidn intracelular.
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3.5.1. Fraccionamiento subecelular durapte el desarrollo del]
tubérculo.

Con el Propdsito de ver si existian cambios de
distribucisén de esta enzima durante el desarrollo, en relacidén
a2 la distribueisn encontrads en papas maduras, se realizé un
fraccionamiento subcelular por centrifugacién diferencial. ILa
identificacisén ¥ la pureza de lsas fracciones (homogeneizado, P3
¥ fracecidén soluble) se determiné midiendo 1s actividad de 1as
enzimas marcadorss, Ademds se establecié 1a distribueidén de 1g
apirasa en todas las fracciones obtenidas que fueron
homogeneizado H, P1, P2, P3 v S (sobrenadante).

La medicién de las enzimas marcadoras ge realizé
solamente en el H, P3 v S va gue se ha demostrado que con el
esquema de centrifugacisn diferencial descrito, casi no hay
contaminacidn por mitocondrias en el citosol (Valenzuela vy
cols.,1989). En 1a figura 13 se nmuestra la distribuecién
subcelular de 1a apirasa a través de] desarrollo del tubéreulo,
Se visualiza que aproximadamente un B5% de la actividad
apirédsica se encuentra asociada a 1g fraceidn soluble ¥y
alrededor de un 182 a 1a fraceidén microsomal (P3). Esta
distribucisdn se mantiene durante todos lgs periodos estudiados
v es también muy semejante a 1g encontrada en tubérculos
maduros (140 dias). Por otra parte, en la figura 19 ruede
observarse que e] cucciente ATPé4sico/ADP4sico se mantiene
cercano a la wunidad en las cuatro fracciones durante 1los

diferentes periodos, lo cual €S caracteristico de 1a apirasa
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Figura 19. Distribucién subcelular de 1a apirasa durante el
desarrollo del tubérculo de S. tuberosnn.

Fraccionamiento subecelular mediante centrifugacién diferencial de
los homogeneizados obtenidos a partir de tubéreculos en desarrocllo
(48 a 89 dias después de una siembra de verano) y de tubéreulos
maduros (140 dias). La identificacién y 1a pureza de lasg
fracciones se determind midiendo 1a actividad de las respectivas
enzimas marcadoras. La distribucién de 1s actividad apirdsica
ATPdsica ( B )-ADPisica ( ) se establecid en todas las
fracciones y el Pi liberado se midis por el método de Fiske v
SubbaRow (1925). P1 = pella de 1.000 x & (ndcleos, almiddn v
debris); P2 = pella de 12.000 x g (mitocondrias): P3 = pella de
100.000 x g (microsomas) y S= sobrenadante de 100.000 X £Z.
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proveniente de la variedad Desirée. Sin embargo, este valor de
1,0 no se observa en los homogeneizados en donde se encontrd un
cupciente ATPdsico/ADPasico hayor que 1,0 en 1los periodos

iniciales del desarrollo (ver seceidn 3.2, figura 5),

Liberacicn de Ia apirasa aspociada al P3.

La fraccidn microsomal o] P3 obtenids en la
centrifugacisén diferencial fue tratada con WNaCl 0,5, 1,0 v
Z;,0 M con el Ffin de selubilizar 1la apirasa del P3. Los
resultados se muestran en la tabla B en donde se puede apreciar

que esta apirasa se libera fdcilmente con fuerza idnica,

incluso con NaCl 0,5 H.

3.5.2. Localizacicdn Lisular de la apirasa.

Para conocer 1la distribucidn de 1a apirasa a nivel ds
los diferentes tejidos que constituyen los estolones v
tubéreculos Jjovenes, Se emplearon dos metddicas: 1} por
impresidn de tejido en nitrocelulosa e inmunodeteccidn de 1Ig
apirasa vy 2) por inclusién del material bioldgico en

"paraplast" e inmunodetececidn por microscopia de luz.

3.5.2.1. Por Impresidn de tejido en nitrocelulossa.

Se establecis 1la localizacidn de 1a apirasa a nivel de
drgano total mediante impresidén de tejido en nitrocelnlossa =)
inmunodeteccién, segin se describié en 1a Sseccidn 2.11.2.1. Se

utilizaron estolones desde 41 dias hasta tubérculos jévenes de




94

Tabla 6. Solubilizacién de la apirasa unida a la fraccién
nicrosomal.
Solubilizado Insoluble Recuperacién
(%) (%) Total (%)
NaCl ATPassg ADPasa ATPassg ADPasa
M
0,5 92,8 89,9 7,4 10,1 75,7
1,0 95,8 87,0 4,2 3,0 81,8
2,0 97,8 98,8 2,2 1.2 92,8
Se considerd 100% a la suma de 1la actividad apirédsica
encontrada en el solubilizado més

la actividad remanente en la
fraccién insoluble.




85

74 dias tanta de siembras de verano (A) como de invierno (B).
En la figuras 20 Se puede apreciar que 1lg enzima se concentra en
la zona subapical de log estolones hinchados; en cambio, en losg
tubéreculos jévenes la apirass Se distribuye mayoritariamente en
la peridernmis (piel) vy en 1g Zona  cambial. Ademsds, en los
tubérculos en desarrollo ¥ en los de mayor grado de madurez, 1z
enzima sge inmunodetecta en una menor proporcién en el
parénquima pPerimedular y en 1a zona medular del almacenamiento
de almidén. La distribucién de 1a apirasa y 1a intensidad de 1s
reaccidén con los anticuerpos antiapirasa es muy reproducible y
o se obtuvieron impresiones cuando Se empledé como control
Suerc preinmune o bien el complejo antilgG-peroxidasa,

La resolucién por este método no esg suficiente para
distinguir mis detalles tisulares, por 1lo dueé se procedié a una

inmunocitolocalizacién mediante microscopia de luz.

3.5.2.2. Por microscopia de luz.

En este caso, se utilizaron estolones completos ¥ trozos
de tubérculos en desarrcllo 1los cuales fueron incluidos en
"paraplast" ¥ cortados en secciones de tejido de 7 3 10 ym. ILa
apirasa se identificé pPor inmunodeteceién. En la figura 21 a)
corresponde a la zona un estolén hinchado de 93 dias con uns
dilucidn de los anticuerpos antiapirasa de 1:50; b) al mismo
tejido pero con una dilucién de anticuerpos 1:100; c¢) g la zona
medular de un tubéreulo en desarrollo de 84 dias v d) a 1la zona

perimedular del mismo tejido del tubérculo de 84 dias. Como se
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Figura 20. Inmunocitolocalizacidn de la apirasa por impresién de
tejido en nitrocelulosa.

Cortes transversales y longitudinales (*) de tejido en diferentes
estados de desarrollo se imprimieron en nitrocelulosa y 1la
apirasa se detectd incubando primero con anticuerpos policlonales
monoespecificos contra 1la apirasa diluidos 1:1000 ¥ luego con
anticuerpos antilgG de conejo-peroxidasa diluidos 1:3000 en
TBS-Molico 1%. (A) siembra de verano y (B) siembra de invierno.
1) estoldén de 41 dias de desarrollo ; 2) estolén de 48 dias;
3) tubérculo jéven de 60 dias de desarrollo; 4) de 67 dias; 5) de
74 dias; B) estolén de 41 dias de desarrollo; 7) estoldén de 49
dias; 8) tubérculo jéven de 58 dias de desarrollo; 9) de 70
dias; y 10) tubérculo jéven de 77 dias de desarrollo.




Figura 21.
de luz.

Inmunocitolocalizacién de 1la apirasa por

a7

microscopia
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puede apreciar en las figuras tanto en estolones como en 1los
tubérculos jdévenes, la apirasa se distribuye mayoritariamente
en la peridermis, mds especificamente en la zona del feldégeno.
En los tubérculos jévenes, se observa una distribucién
importante en 1la zona perimedular. Hay que destacar que 1la
enzima se localiza en forma bastante especifica en las paredes
celulares y en los amiloplastos de las células de 1la zona
perimedular. Los controles realizados en ests metédica con

suero preinmune tampoco dieron reaccién positiva.

3.5.3. Localizacidn intracelular por microscopia electrdénica.

La determinacién de la localizacién de la apirasa a
nivel ultraestructural se realizé mediante inmunodeteccién con
proteina A-oro coloidal y microscopia electrénica. El tejido
utilizado en estos experimentos correspondid a: estolones de 47
vy 93 dias de desarrollo; peridermis, zona cambial y perimedular
de tubérculos jévenes de BO, 74 v 84 dias de desarrollo.

En 1la figura 22a se muestra un control realizado
mediante una incubacién con suero preinmune de un corte de
tejido de 1la regién subapical de un estolon de 47 dias de
desarrollo. Es posible observar sélo una particula de oro en
todo el corte (sefialado por la flecha). E1l otro control de esta
técnica consistié en incubar solamente con el complejo
proteina A-oro coloidal, es decir, en ausencia de los
anticuerpos antiapirasa y tampoco se detectéd marca. La

figura 22a munestra un aspecto celular bastante caracteristico
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de un estolén de 47 dias: una pared celular gruesa y un
citoplasma rico en reticulo endoplédsmico rugoso, mitocondrias y
ribosomas. En esta etapa de desarrollo los amiloplastos est&n
en formacién y son muy pequefios y escasos.

En la figura 22b se presenta un corte de 1la regidn
subapical de un estolén de 47 dias que fue incubado con
anticuerpos antiapirasa. Se puede apreciar una pared celular
Bruesa y 1la apirasa localizada preferentemente en este
compartimento celular, ademds se detecta algunas particulas de
oro en el citoplasma. Esta distribucidn se encontré en todos
los tejidos estudiados. En los estolones de 47 dias se observég
una mayor proporcién de particulas de oro que en los otros
tejidos lo que estaria dando cuenta de unsa mayor cantidad de
apirasa. Las figuras 22c Y 22d muestran cortes de la regidn
subapical de un estolén de 53 dias y de la zona cambial de un
tubérculo jéven de 60 dias, respectivamente. En estas
fotografias se puede apreciar la distribucidn preferencial de
la apirasa en 1la pared celular. Ademéas, se encontrd que esta
enzima, también se distribuye en menor proporcion y en forma
aparentemente inespecifica en el citoplasma, nicleo y vacuola
(figuras 22b,c,d). Esta distribucidén inespecifica se ilustra en
la figura 23a que representa el citoplasma de una célula
correspondiente a la peridermis de un tubérculo jéven de 80
dias. No se encontrég apirasa ligada a ninguna membrana; sin
embargo, se detectd una interaccién con cuerpos proteicos muy

abundantes, principalmente en 1la peridermis (figuras 23a). En
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Figura 22. Inmunocitolocalizacién de la apirasa por

microscopia
electrdénica.
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los tubérculos jévenes mas desarrollados se detecta, ademds,
una localizacién especifica dentro de los amiloplastos. Las
figuras 23b y 23c¢ muestran esta distribucién de 1a apirasa en
cortes correspondientes a células de la zona cambial de un
tubérculo de 74 dias y de 1la regién perimedular de un tubéreculo
de 84 dias, respectivamente.

En los cortes de tejido correspondientes a 1la peridermis
Yy a la zona cambial de tubérculos jévenes se observé 1la
presencia de estructuras vesiculares en las vecindades de 1a
pared celular. En las figuras 23c y 23d se puede apreciar estas
estructuras y también es posible detectar particulas de oro que
indican la presencia de apirasa dentro y en los alrededores de
estas vesiculas. A pesar que en la localizacidén tisular de la
apirasa por impresidén de tejido en nitrocelulosa se encontré
una mayor proporcidn de la enzima en la peridermis, ésto no se
detectd en el andlisis del recuento de las particulas de oro.
Sin embargo, es necesario destacar que de acuerdo a un andlisis
estadistico de 1la distribucidén de las particulas de oro en
todos los cortes de tejido estudiados, éstas se encuentran en
aproximadamente un 70% en la pared celular de las células de 1la

papa.
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3.6. Modelos de estudio con sistemas de cultivo de tejido "in
vitro™.

3.6.1. Obtencidn de un sistema de estudio “in vitro” de tejido
indiferenciado de papa.

Se propuso establecer un sistensa de estudio in vitro con
el fin de disponer de un modelo mds controlado que permita
comparar el comportamiento de la apirasa in vivo e in vitro.
Esta comparacién podria dar algunos indicios sobre 1a probable
relacidén entre 1a apirasa y 1la divisién vy diferenciacidn
celular.

Se cultivaron dpices caulinares de papas maduras
brotadas en 1a oscuridad en el medio basal de Hurashigue ¥
Skoog (1982) enriquecido con una serie de otros compuestog
descritos en 1g tabla 1 de la seceién 2.12.1. Después de
aproximadamente tres meses de incubacidén, losg callos que
proliferaron fueron repicados en el mismo medio de ci2ltivo
fresco. Se efectus un médximo de cinco subcultivos cada tres
Semanas, yva que los callos degeneraron al ser repicados por mis
tiempo. Es necesario destacar que la concentracidn de 2,4-p
utilizada en el medio fue bastante alta (3,0 mg/L) en
comparacidn con lo descrito en la literatura. Sin embargo, a
concentraciones inferiores de 2,4-D (0,1; 0,5; 1,0; 1,5 Y 2,0
mg/L) no se obtuvo 1g desdiferenciacidn deseada, es decir, 1a
formacién de un callo homogéneo bien indiferenciado:

En la figura 24 se muestra la cinética de crecimiento de

los callos (de tercer repique) expresada como peso fresco en
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. Peso fresco (g)

0,6 -

0.4

0,21

0 . L L] I
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Figura 24. Cinética de crecimiento de callos de S. tuberosum.

Callos obtenidos a partir del cultivo de 4pices canlinares de
papas brotadas en oscuridad en las condiciones descritas en 1s
seccidn 2.12.1. Los resultados se expresan como peso fresco en
funcidén del tiempo de cultivo. El contenido de agua es constante
y de un 90,3% + 3,3%.
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funcidén del tiempo. Al determinar el peso seco de estos tejidos
se pudo establecer que el contenido de agua es de 90,3% + 3,3%
¥y resultd ser constante durante todo el tiempo estudiasdo. Se
puede concluir qﬁe el crecimiento de 1los callos de papa es
bastante lento. Sin embargo, luego del segundo subcultivo este

crecimiento es més rdpido.

3.6.2. Diferenciacion a tallos y/0 raices y Fformacién de
microtubéreulos.

Los primeros callos obtenidos a partir de los 4dpices
caulinares cultivados por mds de cuatro meses comenzaron a
diferenciarse a brotes y/o0 raices formando incluso
microtubérculos en forma espontdnea en presencia de 2,4-D
(figuras 25a,b y ¢). El 2,4-D es un herbicida ¥y constituye una
auxina sintética muy estable que induce indiferenciacidn. Cabe
hacer notar que ests respuesta morfogénica, es decir, 1la
diferenciacidn espontdnéa en diferentes érganos en presencia de
2,4-D se observé solamente en los primeros callos obtenidos.
Posteriormente se obtuvo un material de trabajo que consistis
en un tejido que fue incapaz de diferenciarse espontaneamente
en presencia de 2,4-D vy gue permanecid en el estado de callo.
Este material es el qQue se utilizé (figura 24) en todos los
experimentos posteriores.

Por otra parte, se establecieron las condiciones de
cultivo a partir de trozos de tallo, logrados en 1z

diferenciacién espontédnea, para favorecer 1s formacion de
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Figura 25. Organogénesis de los cultivos in vitro.

Las condiciones de cultivo fueron: fotoperiodo de 18 h de luz y 8
de oscuridad; intensidad luminica de 3.000 Lux; humedad relativa
entre un 20 a 40% y 25°C de temperatura.

a) callo, tejido indiferenciado de 15 semanas; b) diferenciacién
espontanea a raices; ¢) a brotes vy tallos, en presencia de 2,4-D;
d) formacidén de microtubérculos en ausencia de 2,4-D y en 5% de
sacarosa.
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microtubéreulos in vitro. Se utilizé el mismo medio descrito en
la tabla 1 pero en ausencia de 2,4-D v con un 5% de sacaross,
¥a que ésta induce el proceso de tuberizacidn (Hussey y Stacey,
1984). En este medio se logré la produccidn de microtubéreculos
en un mes de cultivo en las condiciones descritas en la seccidn
2.12.1. Los resultados logrados se muestran en 1a figura 25d.
De este modo se logré disponer de una planta completa de papa

crecida in vitro,

3.6.3. Identificacién de la apirasa en las diferentes partes de
pjanta obtenida “in vitro".

Con el objetivo de establecer si la apirass se
encontraba en otras partes de la planta cultivada in vitre v
asi aclarar si esta enzima presenta o no unsa especificidad a un
determinado Srgano, se prepararon homogeneizados de tallos,
‘hojas, raices y microtubérculos y se realizé una SDS-PAGE. En
cada caso se agregé al gel igual concentracién ds proteinas
toqales. En la figura 28 se muestra las diferencias en el
patrdén proteico de cada uno de estos homogeneizados. Se observa
una proteina de aproximadamente 97,0 kDa que aparece en todos
los homogeneizados, siendo mas abundante en el de hoja y mucho
menor en el de raices, donde casi no Se aprecia. Esta proteinas
No  corresponde a apirasa, vya que ésta dltima tiene una
migracién levemente mayor segin lo indica el estdndar de
apirasa homogénea (figura 2B8).

Para una mejor identificacidén de 1a apirasa se realizg
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Figura 26. Identificacién de la apirasa en homogeneizados de las
distintas partes de la planta cultivada in viftro por SDPS-PAGE.

Los homogeneizados se prepararon segin se describe en la seccidn
2.12.1 y las proteinas se midieron por el método de Bradford
(1976). Se colocaron alicuotas equivalentes a 20 ug de proteinas
totales de cada unoc de los homogeneizados,

1) estédndares de masa molecular; 2) homogeneizado de tallo (1,02
mg de proteinas/g de tejido fresco); 3) de microtubéreulos (Q, 54
mg de proteinas/g de tejido fresco; 4) de hojas (4,786 mg de
proteinas/g de tejido fresco); 5) de raices (1,94 mg de
proteinas/g de tejido fresco; 6) de callo (1,24 mg de proteinas/g
de tejido fresco; 7) estsindar de apirasa Desirée y 8) estdndares
de masa molecular. ( M )} sefials la proteina de 57 kDa. Las
proteinas se tifiieron con azul de Coomassie.
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una electrotransferencia de este SDS-PAGE e inmunodeteccisén de
la apirasa. ILos resultados obtenidos se muestran en 1a
figura 27 en donde se puede apreciar que en el homogeneizado de
microtubérculos hay una banda que reacciona intensamente con
los anticuerpos antiapirasa cuya masa molecular es de 34,0 kDa.
Las otras bandas m&s débiles corresponden a reacciones
inespecificas de 1los anticuerpos cobtenidos en conejo. La
proteina de 34,0 kDa podria corresponder =g .otra forma de
apirasa o bien =a una producto de degradacidn de ésta, a pesar
gne el amortiguacdor con Que se obtuvo el homogeneizado contenia
FHST. Para deseartar una de estas dog posibilidades se prepard
un homogeneizado directamente en el amertiguador en que se
prepara la muestra para el SDS-PAGE (seccién 2.12.2.). La
inmunodeteccidn de apirasa luego de 1la transferencia se hizo
utilizando anticuerpos policlonales monoespecificos antiapirass
preparados recientemente en conejos. Se comprohgd que
efectivamente log micerotubéreculos tienen otra forma de apirasa
de menor masa molecular que la apirasa de tubéreulos crecidos
in viveo (50,0 kDa). Las condiciones de extraccién y deteccidn
de apirasa fueron repetidas para las otras Partes de la planta
in vitro encontriandose que no hay apirasa inmunodetectable,

Un aspecto interesante de destacar es que 1la apirasa en
los microtubérenlos se detecta sdlo cuando estdn recién
formados, en aquellos que estan nias maduros o brotados, 1a

enzima no se inmuncdetects.
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Figura 27. Inmunodeteccidén de la apirasa en los homogeneizados
de las distintas partes de la planta cultivada in vitro.

Las proteinas separadas por el gel SDS-PAGE de 1la figura 28 se
transfirieron a nitrocelulosa y 1la apirasa se detectd con
anticuerpos antiapirasa diluidos 1:1000 y anticuerpos antiIgG de
conejo-peroxidasa diluidos 1:3.000.

1) estdndares de masa molecular; 2) estandar de apirasa
homogénen; 3) homogeneizado de callo; 4) de raices; 5) de hojas;
6) de microtubérculos; 7) de tallos y 8) estdindares de masa
molecular,

{ » ) sefiala la apirasa de 34,0 kDa en el homogeneizados de
microtubérculos.
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3.6.4. Obtencidén de un cultivo homogéneo de ecélulas en
suspensioén en activa divisién celular.

El objetivo de obtener una suspensién celular fue
disponer de un sistema méds especifico y controlado para el
estudio de 1la divisién y diferenciacién celular en forma
separada. La suspensidén celular se obtuvo por disrupcidn
mecdnica de los callos de papa cultivados en el medio descrito
en la tabla 1. El cultivo sincrdnico se logrd repicande dos
veces a la semana en 30 mlL de medio de cultivo y agitacidn
continua y asi se disminuyé 1la formacién de sagregados. Es
importante hacer notar gue la temperatura y la agitacidén a 1la
cual se realiza el cultivo son factores eriticos en lograr la
suspensidn de células indiferenciadas de papa. A partir de este
cultivo homogéneo y sinerdnico se realizaron los experimentos
de citodiferenciacidn in vitro.

3.86.5. Induccidn de citodiferenciacidn “in vitro” en
suspensiones celulares homogéneas.

El objetivo de estos experimentos fue construir un
modelo para poder apreciar la diferenciacidén celular a un nivel
bioguimico, ¥y verificar los posibles cambios en la expresidn de
la apirasa. En la figura 28 se muestra una SDS-PAGE de
suspensiones celulares de callo sometidas a diferentes
tratamientos inductores de tuberizacidén vy por lo tanto, de 1la
diferenciacién celular. Es necesario indicar que se efectué un

recuento celular antes vy después de cada tratamiento con los
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Figura 28. Induccidén de citodiferenciacién in vitro en
suspensiones celulares e identificacidén de la apirasa en un SDS-
PAGE.

La suspensiones celulares se obtuvieron por disrupcidn mecdnica
de callos como se describe en la seccidn 2.12.3., se trataron con
diferentes condiciones inductoras de tuberizacidn y se prepararon
homogeneizados segiin la seccidn 2.12.3.1. En todos= los
homogeneizados la cantidad de proteinas fue aproximadamente
constante de 0,898 mg/l x 10% ¢élulas, medidas por el método de
Bradford (1978). Se coloearon alicuotas equivalentes a 20 pug de
proteinas totales de cada homogeneizado.

1) estdndares de masa molecular; 2) homogeneizado control de
células en presencia de 3,0 mg/ml de 2,4-D; 3) tratamientoc con
cinetina 3,5 mg/ml por 24 h; 4) tratamiento con cinetina 3,5
mg/mL por 48 h; 5) tratamiento con NAA 10 mg/ml por 24 h;
6) tratamiento con NAA 10 mg/ml mds BA 1,0 mg/mlL por 24 h; 7)) 6
ug de apirasa homogénea.

( » ) indica nuevas bandas de proteinas con repecto al control.




113

diferentes agentes inductores, encontrandose que no hay
variacién en el nimero de células. Estos tratamientos
inductores de tuberizacidén en S.tuberosum fueron seleccionados
de acuerdo a la literatura segiin Palmer y Smith (1970) y Ahmed
v Sagar (1981) 1y consistieron en: cinetina 3,5 mg/L, NAA 10
mg/L mds BA 1,0 mg/L y NAA 10 mg/L. En esta figura se puede
apreciar que en el homogeneizado de células indiferenciadas
(control), al igual que en el extracto de callo (figura 286),
hay una menor cantidad de bandas de proteinas, a pesar de que
se agregd la misma cantidad de proteinas en todos los casos. En
el casc de la células tratadas con hormonas se observa la
aparicidén de algunas bandas de proteinas gue no se detectan en
el homogeneizado control (figura 28). Una observacidn
importante de destacar es que en los homogeneizados de c¢élulas
inducidas hormonalmente se aprecia una banda de proteinas que
migra a la misma masa molecular gque el estdndar de apirasa
homogénea. Esta banda no se observa en el extracto de células
indiferenciadas.

Para corroborar esta apreciacidn se realizd una
electrotransferencia de este SDS-PAGE (figura 28) con posterior
inmnodeteccidn de 1la apirasa. Los resultados obtenidos se
presentan en la figura 29, en donde se puede visualizar gue en
el homogeneizado control (sin tratamiento hormonal) no hay
apirasa inmunodetectable. Aunque los anticuerpos utilizados en
el experimentoc no eran monocespecificos contra 1la apirasa, en

los homogeneizados de las eélulas inducidas hormonalmente se ve
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Figura 29. Induccidn de citodiferenciacitn in vitro en
suspensiones celulares e inmunodeteccidén de la apirasa.

Las proteinas separadas por el gel SDS-PAGE de la figura 28
fueron transferidas a nitrocelulosa y la spirasa se inmunodetectd
con anticuerpos antiapirasa diluidos 1:1000 v luego con
anticuerpos antilgG de conejo diluidos 1:3000.

1) estédndares de masa molecular; 2) estédndar de apirasa
homogénea; 3) tratamiento con NAA 10 mg/mL mds BA 1,0 mg/mlL por
24 h; 4) tratamiento con HNAA 10 mg/mlL por 24 h; &) tratamiento
con cinetina 3,5 mg/mlL por 24 h; B) tratamiento con cinetina 3,5
mg/ml: por 48 h; 7) homogeneizado control de células en presencia
de 3,0 mg/mL de 2,4-D; 8) estdndares de masa molecular. ( = )
indieca la bsndsa correspondiente a la apirasa.
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una fuerte reaccidén con una banda que migra conjuntamente con
el estédndar de apirasa. Sin embargo, en el caso de las células
tratadas sélo con NAA 10 mg/lL prédcticamente no se detecta
reaccidn con los anticuerpos antiapirasa. Por otra parte, hay
que destacar que el patrdn proteico en las células inducidas
con cinetina 3,5 mg/L no varié entre las 24 y 48 h de
tratamiento. Esto implica gque con 24 h de tratamiento es
suficiente para detectar la presencia de apirasa en estas
células.

Con el ocbjetivo de descartar una estimulacién
inespecifica de la expresidén génica por las Ffitohormonas
(Willmitzer y cols., 1990) se efectud un experimento de
inducecidn de células de papa s6lo en presencia de sacarosa 10%.
S5e encontré que a lag 24 h de tratamiento hay aparicién de uns
banda que migra conjuntamente con 1la apirasa usada como
. estdndar. Este hecho no se observé en el control que
correspondié al mismo descrito anteriormente (resultados no

mostrados)}.
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4. DISCUSION

La tuberizacidn es un proceso fisioldgico en el cual el
estolén, que es un tallc especializado, se diferencia en un
organo de almacenamiento dando origen al tubérculo
(Vreugdenhil y Struick, 1889; Ewing, 1990). Para el estudio de
la tuberizacidn a nivel molecular, se requiere del
conocimiento de 1a secuencia cronolégica de los eventos
bioquimicos que estédn sucediendo durante este perfiodo. En este
trabajo se ha propuesto que 1la apirasa, por su actividad
ADPdsica, podria estar participando en el proceso de
desencadenamiento de la tuberizacién v por lo tanto constituir
un buen marcador molecular de este proceso. De acuerdo a esta
hipétesis, la primera interrogante que se planted fue: 2Se
encuentra regulada Ia actividad apirdsica en el proceso de

tuberizacion desde sus inicios?

4.1. Regulacidén de 1a actividad apirdsica durante el
desarrollo del tubérculo de S.tuberosum.

El estudio de la regulacién de la actividad apirdsics se
aborddé durante todo el desarrollo del tubérculo hasta su
madurez mediante la determinacidén de las proteinas totales,
medicién de la actividad enzimdtica y cuantificacidén de la
masa de spirasa. Ademds, se estudid el efecto de las proteinas
moduladoras de 1la actividad apirdsica, las se purificaron
parcialmente y se caracterizaron a fin de relacionarlas con

una posible Funecidn fisiclogica de la apirasa,
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4.1.1. Proteinas totales, actividad apirdsica Y cuantificacion
de esla enzima durante el desarrollc de la papa.

Estudios efectuados con anterioridad en este
laboratorio con siembras de papas de invierno y de verano
(Fanta y cols., 1988; Anich ¥y col=., 18930, regpectivamente)
parecieron indicar que existian cambios en la actividad
apirdsica (ATPasa-ADPasa) durante el desarrolle del tubérculo
hasta su madurez. Estos cambios ocurrian alrededor de los 100
dias y la mantencién o disminucién de la actividad apirdsieca
dependia del periodo del afioc en que se habia efectuado 1la
siembra (invierno o verano). En estos estudios se trabajd con
tubérculos .jévenes desde 1los 75 dias de desarrollo hasta su
nadurez (140 dfas). El perfodo inicial de la tuberizseién es
dificil de definir, peroc se considera que empieza cuando el
tubérculo madre se pone bajo tierra. Sin embarge, el inicio de
la tuberizacién depende, ademds, de variados factores como:
temperatura, fotoperiodo, fertilizantes, ete, ((Quick ¥y cols.,
1879; Ewing, 1981; Krauss y Marschner, 1982: Reynolds y Ewing,
1989; Lorenzen y Ewing, 1990, Cutter, 1982). Por otra parte,
la tuberizacién es un proceso complejo en que se evidencian
cambios en la morfologia y desarrcllo de toda la planta, como
también se han descrito alteraciones driasticas en el
metabolisme y distribucién de 1los fotosintetatos (Engels ¥y
Harschner, 1886; Vreugdenhil y Struik, 1989; Lorenzen y Ewing,
1980; Ewing 1890).
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En el estudio de esta tesis se han definido cuatro
estados en el desarrolloc del tubérculo: 1) estolones sin
hinchar, son aquellos que pueden ser inducidos
fisioldgicamente a tuberizar; 2) estolones en los cuales se ha
iniciado el proceso de tuberizacidén; 3) tubérculos Jovenes, en
desarrollo y 4) tubérculos con mias de 100 dias después de 1a
siembra.

En la figura 4, se destacé que la mayor concentiracion
de proteinas se obtiene en el periodo inicial de la
tuberizacidén. En cambio, la mayor actividad apirdsicsa,
expresada tanto como actividad especifica o en U/g de tejido
fresco, se detectd en los estolones totalmente inducidos (49
dias de desarrollo), es decir, al desencadenarse 1a
tuberizacidn (figura 5). Esta mayor actividad apirdsicas es
coincidente con una mayor masa de la enzima, lo cual podria
-indicar que 1la apirasa sufriria una estimulacidén en su
expresidén génica durante este periodo. Se ha descrito que el
reriodo inicial de la tuberizacidn se caracteriza por cambios
de expresidn génica en que se observa una estimulacién en 1la
sintesis de algunas proteinas caracteristicas (Duncan y Ewing,
1984; Vreugdenhil y Struik, 1989; Willmitzer ¥ cols., 1890;
Park, 1990; Hannapel, 1991; Taylor v cols., 1991; Taylor vy
cols., 1992a,b). Sin embargo, atn en la papa no se hsa 16grado
identificar un gen que sélo se exprese durante el inicio de 1a
tuberizacion. Uno de 1los principales obst@culos en estos

estudios es el desconocimiento sobre en dué momento es el
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inicio de la tuberizacidn en cada uno de los estolones de una
misma planta, es decir, sé6lo se ha apfeciado que la conducta
de los estolones individuales de una planta es variable y el
comienzo de la tuberizacién en los estolones no ocurre
simultdneamente, ni ordenadamente sino que, segln la
literatura, probablemente dependeria de una competencia por el
suministro de fotosintetatos (Engels y Marschner, 1986). Unsa
de las proteinas que aumenta su concentracidn al
desencadenarse la tuberizacidn es la apirasa, ya que su
actividad aumenta en el momento de producirse el hinchamiento
0 induccidén de los estolones. Este hecho podria estar
condicionado a un control a nivel de 1la transcripcién del gen,
como ocurre con otras proteinas ya identificadas en el
tubérculo. Estas proteinas son las proteinas I vy 11,
inhibidoras de proteasas (Keil y cols., 1989); la patatina
(Park, 1890); 1la a-tubulina (Taylor y cols., 1991); una
familia de proteinas de 22,0 kDa (Hannapel, 1991)), 1a
aglutinina (Pont-Lezica y cols., 1991) y la
S-adenosilmetionina descarboxilasa (Taylor y cols., 1992a).
Ademéds, es posible que aumenten algunas actividades ATPéasicas
como la H+*-ATPasa, la Ca*2,Mg+2-ATPasa gque podrian dar cuenta
del cuociente de hidrélisis ATPésico/ADPésico de 3,5
encontrado en los homogeneizados de las etapas iniciales de
tuberizacién, ya que la apirasa var Desirée, se caracteriza
por un cuociente ATPdsico/ADPédsico de 1,0.

Alrededor de 1los 100 dias después de la siembra se
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observé un segundo aumento en la actividad apirdsica que no es
coincidente con un aumento en la masa de la snzima (figura 35).
Este periodo se caracteriza porgue la concentraciodn de
proteinas v de almiddén ha alcanzado un nivel constante. Un
tubérculo de 90 a 160 digs pesa aproximadamente 50 g v es a
partir de este momento cuando se produce el aumento de volumen
méds dramdtico en el desarrollo del tubérculo, 1 gue alcanza
un peso cercano a 250 g a los 140 dias (papa madura). Este
crecimiento da cuenta de la forma del tubércule, la gque puede
ser redonda, ovalada 1 oblonga, dependiendoc del balance entre
el crecimiento en longitud y grosor, lo cual es caracteristico
de la variedad. Se ha encontrado qgque este crecimiento estd,
principalmente, dado por alargamiento celular, va que se ha
detectado un aumento en el nimero de células sélo en la regidn
perimedular del tubérculo (Cutter, 1982).

Por otra parte, se gigunido la actividad apirdsica en
papas maduras gque empiezan a brotar (tubérculos madres) ¥
debido a que dicha actividad disminnye hasta hacerse
insignificante, se descartd la participacién de la apirasa en
esta etapa (figura 8). Estos resultados concuerdan con el
hecho que el tubéyculo madre estd degradando su material de
reserva y movilizando metabolitos y hormonas para favorecer el
desarrollo ¥ crecimiento del follaje de la nueva plants
(Bailey v cols., 1978; Abdala de Bottini vy Tizio, 1881;
Cutter, 1992).
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Por 1lo tanto, estos resultados indicarian que 13
actividad apirdsica estaris regulada desde los inicios de la
tuberizacidén para continuar durante el desarrollo del
tubérculo. Su funcidén principal estaria relacionada con
algunos eventos caracteristicos del comienzo de la
tuberizacidn, como también con el aumento del volumen del
tubérculo. Este hecho experimental (figura 5) apoyaria 1l=a
hipétesis de trabajo planteada en esta tesis.

Esta regulacidén de la actividad apirdsica estd dada no
s6lc por cambios en la masa de la enzima durante el desarrollo
del tubérculo, sino ademis por la regulacidn cinética
efectuada por dos proteinas modulsdoras (Mancilla vy cols.,
1987). En este trabajo de tesis se encontrg que estas
proteinas moduladoras (activadora e inhibidora) estaban
presente en el tejido de papa desde sus etapas iniciales hasta
-la madurez (tabla 3). Aparentemente, la propaorcién entre estasg
dos proteinas no varia durante el desarrollo, ya que el
porcentaje de estimulacidén de la actividad apirdsica es muy
parejo durante el periodo estudiado. Por lo tanto, se .intenté
purificar estas proteinas moduladoras con el fin de
cuantificarlas, localizarlas 4 caracterizarlas para
relacionarlas con la posible funcién propuesta para 1a

apirasa.
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4.1.2. Purificacién de las proteinas moduladeras de 1a
actividad apirdsica.

La presencia de las dos proteinas moduladoras de 1la
actividad apirdsica fue descrita en este laboratorio (Mancilla
v 'cols., 1987). Una de ellas es activadora § la otra
inhibidora. Cabe sefialar que este hallazgo se hizo en papas
maduras de 140 dias. Ambas proteinas son estables al calor v
su efecto modulador es independiente de c¢alcio. La proteina
activadora es diferente de la calmodulina debido a que no es
capaz de activar a la fosfodiesterasa vy eluye con alta fuerza
iénica en una columna de TFP-Sepharosa (Hancilla y cols.,
1987).

Las diferentes estrategias de purificacidn para estas
proteinas moduladoras abordadas en esta tesis, no 1llevaron
este proceso a la purificacidén final con material suficiente
‘para un estudio més acabado, debido a gque -<se obtuvieron
preparaciones de baja concentracidén proteica y esta situacién
provocd una inestabilidad de las proteinas moduladoras. Sin
embargo, se lograron algunos resultados de purificacidn con
las cromatografias de afinidad en que se aprovechdé la
interaccidn de las proteinas moduladoras con la apirasa unida
a matrices sdélidas. Estas cromatografias Ffueron las mis
resolutivas v 1las fracciones moduladoras obtenidas 1las m&s
estables. Con estas metddicas empleadas no se logrd purificar

a homogeneidad 1la proteina activadora, pero ésto si fue

logrado con la proteina inhibidora. Los resultados presentados
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en la tabla S5, parecen indicar que la proteina activadora
tiene una menor afinidad por la columna de SiCls-apirasa que
la inhibidora. Esto podria indicar que el Erado de interaccién
de estas dos protefnas con la’ spirasa es diferente. Sin
embargo, noc se puede descartar la posibilidad de unsa
interaccidn directa e inespecifica de la proteina activadora
con los grupos silapol libres, 1lo que facilitaria su elucidn
(Chiong v cols., 1991). Se ha descrito gue las condiciones de
pH extremo, fuerza idnica alta y alteraciones en la constante
dieléctrica no afectan la unién de una proteina @ la matriz
s6lida (Chiong vy cols., 1991). Pero, el uso repetido de esta
columna de SiCls-apirasa afectd la capacidad de interaccidén de
la apirasa con las proteinas moduladoras, las que no fueron
retenidas por la columna. Por lo tanto, se descartd el usc de
una columna de SiCla-apirasa con fines preparativos debido al
ralto costo que implicaba su sintesis, ¥8 dgue era necesario
utilizar apirasa homogénes.

Debido a 1a baja estabilidad de las fracciones
moduladoras mds puras (menor concentracidn proteica), fue
necesaric usar fracciones menos purificadas paras su
caracterizacidén (Fr-50) lo gque dio mejores resultados va que
la concentracién proteica fue superior a 3,0 mg/ml,., Ademis,
algunos pardmetros pudieron ser corroborados con fracciones
miés purificadas provenientes de los eluidos de las columnas de
CH~celulosa-apirasa y SiCls-apirasa. También, se
caracterizaron las proteinas moduladoras de preparaciones de

la Fr-50 provenientes de papas var Ultimus.
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4.1.3.Caracterizacidon de las proteinas moduladoras de 1=
actividad apirdsica.

Se encontré en este laboratorio que 1las proteinas
moduladoras estaban presentes en una misma preparacién de
tubérculos de papa llamada Fr-50. Si se media la estimulacidn
de la actividad apirdsica en relacidn con 1la concentracidén de
proteinas de la Fr-50 se encontraba que 1la estimulacidn
aumentaba proporcionalmente con la concentracidén proteica,
pero hasta ciertc limite sobre el cual se empieza a evidencisar
una inhibicién de la actividad (figura 14). Ambas actividades
moduladoras de la apirasa fueron separadas posteriormente por
cromatograffa de una Fr-50 en TFP-Sepharose (figura 11).

También, se ha observado que el contenidoc de las
proteinas moduladoras de la Fr-50 varia mucho en concordancia
con el periodo del afic en que procedan las papas, es decir, =i
" la siembra es de verano o de invierno.“Asi se ha visto que si
la preparacidén de la Fr-50 es originaria de una siembra de
veranc el contenido de la proteina activadora es el doble del
de una siembra de invierno. En azlgunos casos esta variacidn es
tan marcada que una de ellas no se detecta, aunque 1o
frecuente es que ambas estén presente. Estas variaciones
estacionales que se observan en la concentracién de las
proteinas moduladoras han sugerido que sea una sola entidad
proteica qgue pueda sufrir de algian modo varilaciones
estacionales pero que originalmente tenga la capacidad para

aumentar o disminuir la actividad apirdsica.
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Los primeros pasos para aclarar esta interrogante
fueron dados en el sentido de aislar estas actividadss
moduladoras para conocer algunas caracteristicas que las
diferencian entre si. Ambas actividades moduladoras comparten
el ser termoestables (resisten 5 min de calentamiento a 100°C)
lo cual es aprovechado en 1a preparacion de la Fr-50.

Con el propdsito de obtener fracciones mis estables ¥
un mayor rendimiento se efectud una preparacidén de la Fr-50 en
presencia de PMSF (inactivador de seril proteasas). Sin
embargo, esta preparacién de la Fr-50 con PMSF results
totalmente inactiva en cuanto a inhibir o estimular la
actividad apirdsica. Se corrobord este resultado preparando
una Fr-50 en ausencia de PMSF que activaba normalmente 1la
apirasa pero al agregar sl medioc de ensayo el PMSF 1la
modulacién desaparecia completamente. Una posible explicacidn
a este efecto del PMSF seria 1a probable participacidén de
residuos hidroxilicos involucrados en 1la interaccidén apirasa-
proteina activadora. No se puede descartar la posibilidad que
la proteina activadora sea una seril proteasa que es inhibida
por el PMSF,” sin embargo serd necesario realizar otro tipo de
experimentos para demostrarlo.

La primera prueba que las proteinas moduladoras son
diferentes es que tienen distinta masa molecular: la
activadora le corresponde una de 15,0 kDa y la inhibidora de
58,0 kDa (figura 13 y figuras 16a,b). La masa molecular de 1la

proteina inhibidora se determiné por dos métodos: filtracidn
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en gel ¥ SDS-PAGE. Ademds, las proteinas moduladoras
provenientes de 1la var Ultimus presentan las mismas masas
moleculares que las de la var Desirée, determinadas por
filtracidn en gel.

El punto isoceléctrico de la proteina activadora es
bastante alcalino (8,0) v podris favorecer la interaccién con
la apirasa, ya que esta dltima tiene un plI de 6,7. Un aspecto
interesante que c¢abe hacer notar es dque ha sido posible
detectar el complejo apirasa-proteina activadora. Esto se pudo
visualizar a través de la electrotransferencia de un gel SDS-
PAGE o bien de un gel de electroenfoque a papel de
nitrocelulosa, luego preincubacién de ‘éste con apirasa e
inmunodeteccion del complejo proteina activadors-apirasa con
anticuerpos antiapirasa (figura 8 y figura 18). Los
anticuerpos antiapirasa no reconocen directamente a la
proteina activadora. Estos resultados respaldan la interaceidn
entre la apirasa v su proteina activadora. También como se
aprecia en la figura 18, ocurre interaceidén de la apirasa
desnaturada (presente en la Fr-50) con los anticuerpos
antiapirasa.,

Las proteinas moduladoras estdn en la fraccidn soluble
celular segin los resultados obtenidos con preparaciones de la
Fr-50 tanto de fracciones microsomales como de sobrenadantes
de 100.000 =x g (figuras 14). El1 efecto estimulador de 1la
actividad apirdsica encontrado en la fraecidén microsomal es

fadcilmente solubilizado con fuerza idnica (NaCl 1,0 M), lo que
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estaria indicando que se trata de una interaccién
inespecifica. Esta distribucién subcelular (sobrenadante de
100.000 x g) de las proteinas moduladoras es la misma que se
ha encontrado para la apirasa (seccién 4.2; figura 19), donde
se aprecia que la apirasa es una enzima esencialmente soluble.

Al estudiar el efecto de 1la proteina activadora sobre

los pardmetros cinéticos de 1la apirasa se encontrd que esta

i
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proteina no altera la Km para los sustratos ATP y ADP pero
aumenta la Vmax (tabla 5)., Estos resultados indicarian que el
cambio conformacional producido por la interaccidén de la
proteina activadora con la apirasa no altera la afinidad de la
enzima por su sustrato. Esta caracteristica la define como una
proteina reguladora ya que modifica especificamente una
propiedad cinética de la apirasa en virtud de su unién a ella
(Niemeyer, 1988).

De estos dltimos resultados surge otra interrogante:
scomo es la regulacidén de la interaccidén entre la apirasa vy
sus dos proteinas moduladoras (activadora e inhibidora) si
coexisten en el mismo compartimento y si su accidén ests dada
por un supuesto cambio conformacional producto de la
interaccidn entre ellas? Niemeyer (1988) ha planteado que 1la

interaccidén de 1la proteina reguladora con la enzima cuya

actividad modula, podria depender bidsicamente de tres
situaciones: 1) de la concentracién relativa de ambas
proteinas; 2) de una modificacidén covalente, fisioldgicamente

reversible, de la proteina reguladora vy 3) de la concentracidn
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de algunos metabolitos o iones. Estas situaciones permiten gue
la interaccidén de 1la enzima regulada por lsa proteina
moduladora sea transitoria, transitoriedad que e€s una
propiedad muy caracteristica y necesaria de los fendémenos
vivos. Cualquiera de estas tres situaciones de regulacién
(Niemeyer, 1988) podrian dar cuenta de la modulacidn de 1la
apirasa durante la tuberizacidn. Ademds, hay que hacer
”presente también que en el inicio de 1la tuberizacién hay un
considerable aumento de la masa de la apirssa. Estudios a
futuro en este interesante aspecto de la regulacién cinética
de la apirasa permitirdn aclarar la funcién de estas proteinas
moduladoras vy estudiar su capacidad de modnlar otras
proteinas.

En conclusidn, es evidente que la actividad apirdsica
estd muy regulada durante el desarrollo del tubéreculo in vivo
‘lo que apoyaria la hipdétesis de su posible funcién en relacién
con los eventos del inicio de la tuberizacidn.

La segunda interrogante que era necesario responder
para acercarse a la posible funcién fisioldgica de la apirasa
ha sido: geudl es la loecalizacién y distribucidn de la apirasa
durante el desarrollo del tubérculo y su relacidn con este

proceso fisiolégico?.
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4.2. Localizsacidn y distribucicn de la apirasa en el tejido de
Ppapa.

La distribuecién subecelular de 1la apirasa en plantas
superiores no ha sido fdcil de establecer mediante
centrifugacidén diferencial. Se han descrito tanto formas
solubles como insolubles de la apirasa (Erishnan, 1949; Holnar
v Lorand, 1981; Traverso-Cori y cols., 1970: Jolliot ¥y cols.,
1976; Vara y Serrano, 1981; Tognoli y HMarré, 1981; Tognoli,
1884; Valenzuela y cols., 1989, Kettlun y cols., 1992a). En el
caso de las apirasas insolubles estas fueron facilmente
liberadas de las membranas con fuerza iénica (NaCl o KC1 500
mM). Pero, en general, 1la apirasa llamada “inscluble" de
tejidos de plantas es proporcionalmente baja.

Estudios previos realizados en el laboratorio han
indicado que en tubérculos maduros, la apirasa se distribuye
mayoritariamente en el sobrenandante de 100.000 x g, es decir,
en la fraccidén soluble (Valenzuela vy cols., 1888). En este
trabajo se establecis que no hay cambiocs en el patrdén de
distribucién de 1la apirasa al realizar un fraccionamiento
subcelular mediante centrifugacién diferencial durante todo el
desarrolle del tubérculo (figura 19). Es necesario hacer notar
que siempre se ha detectado aproximadamente un 15% de apirasa
asociada a la fraccidn microsomal tantoc en tubérculos de papa
(Jolliot y cols., 1876; Valenzuela y cols., 1989; Rettlun y
cols., 1992a) como en raices de garbanzos (Vars y Serrano,

1981) e hipocétilos de arvejas (Tognoli, 1984)., Sin embargo,
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se ha podido concluir que 1la apirasa asociada a membranas
corresponde a un artefacto del fraccionamiento subcelular, ya
que es fdcilmente liberada con fuerza idnica (tabla 7).
Incluso se ha podido establecer gue esta interaccidn
inespecifica se produce preferentemente con membranas
provenientes del reticulo endoplésmico rugoso (resultados no
mostrados). Tognoli (1984) ha descrito que el porcentaje de
apirasa insoluble en hipocétilos de arvejas depende de 1la
presencia de Mg*2 en el medio de homogeneizacidn v, ademds, de
la presencia de una proteina de 34,0 kDa en 1la fraccidn
microsomal. El autor sugiere que esta proteina podria estar
involucrada en 1la sedimentacién de 1la apirasa y que la
interaccidén de la enzima con esta proteina podria representar
un paso en un proceso de reconstituecién con algin significado
fisioldgico.

El hecho de encontrar que 1la apirasa de diferentes
origenes vegetales es esencialmente soluble es una de las
grandes diferencias con las apirasas de origenes animales, va
que esta Gltima es wuna verdadera enzima unida a membranas
(Valenzuela y cols., 1989; Pieber y cols., 1991, en la
bibliografia citada; Valenzuela vy cols., 1992).

Por lo tanto, para acercarse a la funcién fisiolégica
de la apirasa en tejidos vegetales ha sido fundamental abordar
el estudio de la localizacidén de esta enzima a diferentes
niveles de organizacidn celular mediante técnicas

inmunogquimicas.
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La determinacidén de la distribucién de 1la apirasa a
nivel tisular mediante impresién de tejido en nitrocelulosa e
inmunodeteccidn reveld que la apirasa se concentfa en la
regién subapical de los estolones hinchados. Este érgano, en
forma de gancho, se caracteriza por tener dos regiones de
naturaleza meristemdtica, el dpice vy la regidn subapical 1las
que en conjunto dan origen a toda 1a histogénesis del
tubérculo. La médula vy las regiones corticales del tubérculo
se desarrollan por diferenciacidn del meristema basal que se
deriva del meristema apical del 4pice del estolén. El
procambio da origen al floema externo, al xilema primario, al
floema interno y al parénguima fascicular. Las células
parenguimdticas formadas hacia el interior en relacidén al
anillo del xilema contribuyen al crecimiento de 1la zona
perimedular. La figura 30 muestrra un diagrama que resume la
sucesidén de los eventos en los tejidos del tubérculo de papa
(Reeve y cols., 1869; Cutter, 1892). Por 1lo tanto, la
localizacidén de 1l1a apirasa en 1la regidén subapical de los
éstolones nos estaria indicando que su posible funcidén podria
estar relacionada con la divisidén y diferenciacidn celular que
estda occurriendo en esa regién del tejido (figura 20).

Ademds, en los tubérenlos Jjévenes, la apirasa se
inmunodetectd en las siguientes zonas: la peridermis o piel;
en la zona cambial y en 1la perimedular (figura 20). Estos

tejidos se caracterizan durante todo el desarrollo del
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tubérculo en la mantencidn constante de su indice.mitético. En
el momento en que el estolédn coﬁienza a hincharse, 1la
formacién de la peridermis se produce por divisiones
periclinales de la epidermis v de la hipodermis. La peridermis
estd constituida por una capa de células gue se divide
activamente durante todo el desarrollo del tubérculo, la cual
se denomina feldgenc (meristema de tipo secundsario). La capa
de nuevas células formadas son muy suberizadas ¥ constituyen
el felema (capas de corcho). Las células de 1a hipodermis
pueden generar células parenquimdticas hacia el interisr del
tubérculo constituyendo la denominada felodermis. La figura 31
muestra un diagrama longitudinal de un tubérculo de papa
maduro. Por otra parte, se ha descrito que la divisidn celular
de la zona perimedular es 1la que da cuenta del sumento en
volimen del tubérculo, simulténeamente'oon el alargamiento
celular (van Es y Hartmans, 1981; Cutter, 1992).

De estos antecedentes se puede concluir que la apirasa
se localiza en tejidos que estan dividiéndose y
diferencidndose simultdneamente dando origen a la peridermis
caracterizada por su alto grado de suberizacién y al tejido
medular caracterizado por su acumulacidén de almidén. Estos
resultados fueron corroborados mediante 1los experimentos de
inmunocitoquimica v microscopia de 1luz (figura 21), en donde
se detectd la apirasa en las paredes celulares de las células
del felégeno y también en los amiloplastos de las células de

la zona perimedular. Finalmente, la inmunocitolocalizacidn de
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la apirasa por microscopia electrdnica de transmisién acusé
una vez mas la presencia de 1la apirasa en las paredes
celulares de todos los tejidos estudiados (figuras 22 y 23).
Se han descrito diferentes enzimas que estdn presentes
en las paredes celulares de plantas superiores 1las que
participarian en el metabolismo de la pared vegetal (McNeil vy
cols., 1884; Cassab y Varner, 1988; Varner y Lin, 1989;
Showalter, 1893). Si se aisla 1la pared celular, se ha
encontrado una actividad ATP&sica correspondiente a una ATPasa
de transporte (Fakhrai y Hall, 1884). Sin embargo, Hall vy
Nelson (1890) consideraron que estas preparaciones de pared
celular podrian haber estado contaminadas con membrana
plasmdtica, ya que la ATPasa de transporte es caracteristica
de la membrana plasmdtica. Pero Coupé y D’ Auzac (1980) han
encontrado en preparaciones de pared celular de raices y de
‘hipocétilos de Vieia faba una actividad ATPédsica que también
hidroliza nucleosidos difosfatos Yy no es estimulada por
cationes monovalentes. Las propiedades descritas para esta
enzima son muy similares a las de la apirasa y no corresponden
a una IDPasa, como sugieren los autores, ya que ésta Gltima no
hidroliza los nucleosidos trifosfatos (Novikoff y Heus, 1963;
Morré y cols., 1977; Brandan y Fleischer, 1892). Por lo tanto,
la actividad detectada por Coupé y D’Auzac corresponde a una
posible actividad apirdsica en 1la pared celular, y en esta
tesis se aportan pruebas citolégicas de 1la presencia de

apirasa en este mismo compartimento celular.
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Esta localizacién ultraestructural indicaria que 1la
apirasa podria estar relacionada con algdin evento gue se esta
desarrollando en 1la pared vegetal. Como se propone en la
hipdtesis de trabajo, uno de estos eventos en que podria
participar la apirasa, por su actividad ADPdsica, es en 1la
sintesis de polisacdridos de la pared durante la divisién v
alargamiento celular. Coupé y D Auzac (1980) también sugieren
que esta enzima tendria una funcidn en el crecimiento de 1=
pared celular mds que en fendmenos de transporte. Sin embargo,
el hecho de no encontrar apirasa ligada a ninguna membrana
descarta su participacién en 1la catdlisis del dolicol-PP a
dolicol-P, va que esta etapa ocurriria en el reticulo
endopldsmico.

En la hipdtesis planteada en la Introduceidén, también
Se propuso una posible participacidén de 1la apirasa en 1la
' sintesis de almidén. Esto estaria apoyado por la deteccién de
la apirasa en los amiloplastos (figura 23 b,c). Se
inmunodetectd la presencia de apirass en una menor proporcidn
en el citoplasma, vacuola y nticles de 1la célula (figura
22b,c,d vy figura 23). La funcisén de 1a apirasa en el
citoplasma podria estar relacionada con la hidrélisis de los
nucleosidos difosfatos (ADP) generados en 1la sintesis de
glicoproteinas (figura 1, proposicién II en Introduccién). En
la vacuola, la apirasa podria encontrarse en forma inactiva
como ocurre con otras proteinas de tipo hidrolitico (Marty ¥y

cols., 1880). Hirasawa y cols. (1979) han descrito una
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nucleosido trifosfato-difosfatasa (NTDPasa) presente en la
cromatina de cotiledones de arvejas cuyas caracteristicas son
muy similares a la apirasa en cuanto a los productos de 1la
reaccidn, especificidad de sustrato, dependencia de metales
bivalentes y masa molecular. Los autores sugieren gue esta
enzima podria estar involucrada en 1la regulscién de la
sintesis de RNA, ya que habian encontrqdo que esta actividad
NTDPasa era un inhibidor de la sintesis de RNA in vitro con la
RNA polimerasa de FE.coli. Dado que esta proposicidén ha sido
dejada de lado debido a los avances en la regulacidén de 1a
transcripcidn, se propone que la apirasa podria sstar
relacionada con la probable sintesis de glicoproteinas en el
nicleo. Aunque la glicosilacién en este organelo no ha sido
totalmente demostrada, Hart y cols. (1988) han deserito que
este proceso podria ocurrir en el citoplasma v ntcleo, ademis
del que ocurre en los dictiosomas.

En conclusidn, la determinacidén de la localizacién de
la apirasa en las células de papa ha permitido acercarse a una
probable funcidn fisioldgica v ademds, constituye una
evidencia que apoya la hipétesis propuesta en este trabajo.
S5in embargo, era necesario responder una tercera pregunta para
aclarar la Ffuncién de la apirasa en el proceso de
tuberizacidn: ges Ia participacidn de la apirasa importante en
el proceso de divisidn y/0 diferenciacidn celular? Para
responder esta incdégnita era necesario buscar un modelo de

estudio in viiro que permitiera separar estos dos procesos,. Se
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ha descrito que 1la divisién Yy alargamiento celular y el
depdsito de almiddén son 1los primeros cambios que se han
observadoc durante el inicio de Ia tuberizacidén, pero el orden
en que estos fendmenos ocurren no ha sido bien establecido ¥
las pruebas son conflictivas (Duncan y Ewing, 1984: Cutter,
1882). La dificultad radica en identificar estos fendémenos en
el dpice de estolones de plantas intactas que estdn en 1a
etapa de inicio de 1la tuberizacidn. Es imposible predecir
exactamente cudndo y en cudl estolén ocurriri la tuberizaciodn.
Por lo tanto, se sbordé el estudic de la relacién entre 1la
apirasa y la divisién y diferenciscién celular mediante
modelos de cultiveo de 5. tuberosum in vitro.

4.3. Modelos de estudio con sistemas de cultivo de tejido "in
vitro” y deteccidén de apirasa.

S5e cultivaron dpices caulinares de papas brotadas en la
oscuridad. Dado que se trata de un meristema primario que,
aunque presenta una cierta gradiente de diferenciacidn
relativa, puede fdcilmente, despusés de varias etapas,
desdiferenciarse vy formar un callo. El callo es un tejido
cicatricial, eventualmente neopldsico y corresponde a la
continuacién de 1las divisiones celulares (mitosis) v a 1la
produccion de un tejido homogéneo v poco organizado (Box vy
Terron, 1988).

La primera etapa de crecimiento de estos callos es

bastante lenta, segin se puede apreciar en la figura 24, a
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pesar de haber utilizado un medio de cultivo enriguecido y una
alta dosis de 2,4-D (tabla 1). Aunque el 2,4-D es una auxina
potente que se hace téxica a concentraciones elevadas, hubo
que usar dosis de 3,0 mg/mL para obtener callos de tejido de
5. tuberosum. Se ha observado en cultivos de segmentos de
tallos de papa que el 2,4-D favorece la formacién de estolones
mas que la tuberizacién, lo que muestra su efecto sobre 1la
diferenciacién durante este proceso (Mangat y cols.,1984). Sin
embargo, es necesario destacar que aunque el 2,4-D es muy poco
eficaz en 1la organogénesis, durante la induccidén de callos
después de tres meses del primer subcultivo o repique de éste,
se observé una diferenciacién espontanea produciendo la
regeneracidén de raices, tallos y microtubérculos (figura 25).
Ademds, hay que considerar que el tejido calloso que se
origina de material Jjuvenil v/0o herbdceo (en este caso
meristemo de dpices caulinares), se regenera mucho mas
fdcilmente que el que procede de material adulto y/o lefioso
(Ayerbe, 1980).

Por lo tanto, mediante 1la propagacién de trozos de
tallos fue posible obtener una planta de papa completa
cultivada in vitro. Pero, para favorecer la formacién de
microtubérculos en menor tiempo, no se agregé el 2,4-D al
medio de cultivo y se aumentd el porcentaje de sacarosa a un
9%, va que estd descrito que la sacarosa es un inductor de 1la
tuberizacidén (Forsline vy Langille, 1976; Hussey vy Stacey,

1984; Willmitzer y cols., 18990; Park, 1990).
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La identificacién de 1la apirasa en las diferentes
partes de la planta crecida in vitre reveld que esta enzima
presenta una cierta especificidad de é6rgano, vya que se
inmunodetectd s6lo en el microtubérculo. Sin embargo, ests
apirasa del microtubérculo tiene una masa molecular (34,0 kDa)
menor que la apirasa de tubérculos maduros cultivados in vive
(48,0 kDa). Esta proteina corresponderia a otra forma de
apirasa ya que aparentemente no es un producto de degradacién
(seccidn 3.8.3.). Estos resultados sugieren una serie de
interrogantes cuyas respuestas podrian explicar la diferencia
de masa molecular entre la apirasa de papa crecida in vive con
la desarrollada en los cultivos in vitro:

- ¢hay alguna alteracidén en la transcripcidén del gen para 1la
apirasa en la condicidén in vitro?,

- thay alteraciones en el procesamiento de mnRNA para 1la
- apirasa?,

- Shay alteraciones en las modificaciones post-
transcripcionales como glicosilaciones y/o amidaciones, ya que
la apirasa es una proteina glicosilada y con un alto grado de
amidacidén?,

- ¢sufre esta apirasa del microtubérculo regulacidn cinética
por las proteinas moduladoras vz descritas?.

Por otra parte, los mierotubérculos adreos, obtenidos
por cultivos de planta in Vvitro o por cortes de hojas v
desarrollo de yemas axilares, han sido ampliamente utilizados

como un efectivo medio de propagaciédn de cultivares libres de
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enfermedades yv también como almacenamiento y transporte de
germoplasma (Ewing, 1878; Duncan y Ewing, 1884; Hussey vy
Stacey, 1984, Cutter, 1982). Este sistema de propagacién se ha
basado en que estos microtubérculos contienen el mismo grupo
de proteinas caracteristicas de los estolones y tubérculos
subterraneos. Estos estudios se han realizado por
comparaciones de las proteinas méds abundantes de 1la papa
mediante electroforesis o electroenfoque de proteinas totales
o bien por identificacién inmunoldégica de la patatina (Paiva y
cols., 1882; Park, 1983; Wheeler y cols., 1988). Como estos
enfoques no han individualizado todas 1las proteinas del
tubérculo, en este trabajo de tesis se ha observado que la
apirasa presente en el microtubérculo cultivado in vitro tiene
menor tamafio molecular (34,0 kDa) que la apirasa de tubérculo
cultivado in vivo. Esto indica que hay una alteracidn en una
proteina que podria cumplir una importante funcidén en el
proceso de tuberizacién y tal vez esta alteracidén podria,
también, ocurrir con otras proteinas ailn no estudiadas. Se ha
descrito en la literatura que algunas plantas derivadas de
cultivos de callo no son 1idénticas genéticamente a la planta
cultivada in vivo. Este fendmeno ha sido denominado variacidn
somaclonal y la papa parece ser muy susceptible a estos
cambios (Cutter, 1992). Sin embargo, se debe tener en cuenta
que esta variacidn somaclonal también podria producirse
durante la propagacidn in viveo, en el tejido de 5. tuberosum.

Ademds de la variacidén somaclonal, se puede presentar una
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variacidn epigenética como resultado de un cambio en 1a
expresidén génica. Esta Gltima es reversible y no hereditaria.
Entre los factores dque determinan la probabilidad y frecuencis
de este fendmeno de variacién epigenética estd el tipo de
regulador del crecimiento utilizado en el medio de cultive. En
particular, las elevadas concentraciones de 2,4-D pueden dar
origen a anormalidades durante 1Ila divisién celular (Box vy
Terron, 1988; Ayerbe, 1880).

En resumen, los resultados obtenidos indicarian que en
la planta de papa crecida in vitro, la apirasa es més pPequeiia
en masa molecular vy presentarisa especificidad de 6rganc, vya
que se detectd sd6lo en el microtubérculo. Sin embargo, esta
especificidad no se encuentra en plantas cultivadas in vivo,
ya que en este laboratorio se ha detectado también la apirasa
en brotes etiolados de tubérculos de papa (Anich ¥y cols.,
-1880). Ademds, otros autores han encontrado apirasa en
diferentes érganos como: hojas de repollo (Hazelis, 1959),
tallos de arvejas (Tognoli y Marré, 1981; Tognoli, 1984) v
raices de garbanzos (Vara vy Serrano, 1981). Pero, hay que
destacar que la mayor cantidad de apirasa se encuentra en el
tubérculo, donde se ha estimado que puede llegar a constituir
hasta un 14% (8% en esta tesis) de las proteinas totales
(Fanta v cols., 1988; Rettlun, 1991). No se ha estudiado si 1la
apirasa de estos otros 6rganos es tan regulada como la apirasa
del tubérculo y si éstsa sufre cambios en su expresion génicsa.

La hipétesis de trabajo planteads en esta tesis propone
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que la funcién de 1la apirasa estaria relacionada con la
sintesis de pared celular, con la sintesis de glicoproteinas y
de almidén (figura 1 en Introduccién); éstos procesos también
ocurren en las células de otros 6rganos por lo que no es
extrafio encontrar la presencia de 1la apirasa en ellos. Sin
embargo, se puede proponer otra posible funcién relacionada
con su actividad ADP&sica como es la produccidn v
reincorporacidén a la célula de adenosina, en conjunto con la
accidén de una 5'-nucleotidasa. La principal fuente de
adenosina es el AMP derivado del ADP y ATP (Olsson y Pearson,
1980) y 1la apirasa proveniente de 1la variedad Desirée
hidroliza eficientemente estos dos udltimos sustratos. En
tejidos animales se ha descrito que la adenosina puede modular
una amplia variedad de procesos funcionando en forma similar a
un segundo mensajero (Newby, 1984). Recientemente, Ries
(1891) ha encontrado gque el triacontanol, un alcohol primario
que es constituyente natural de la ceras vegetales y un
potente promotor del crecimiento, promueve la formacidén de
9-B-L(+)-adenosina, y de esta manera, regula una serie de
procesos fisioldégicos. Se propone que esta adenosina, también
es derivada de AMP y por ende del ADP y ATP. El mecanismo de
accioén de estos compuestos reguladores y la fuente de
L(+)-adenosina son desconocidos (Reis, 1991), pero no se puede
descartar la posible participacién de la apirasa en este
complejo proceso de formacién y control de la sintesis de

adenosina.
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Por otra parte, los estudios realizados con
suspensiones celulares y tratamientos con inductores de
tuberizacidn ha.n‘J revelado 1la posible participacién de 1la
apirasa en 1la diferenciacidén celular durante el proceso de
tuberizaeidn, donds podria estar involucrada en 1a
suberizacidén de la pared secundaria. El apoyo experimental a
esta proposicidn es la ausencia de apirasa por inmunodeteccién
en callos (figura 27), v en suspensiones celulares
indiferenciadas (en presencia de 2,4-D, figura 29) en activa
divisién celular. 'Este hecho indicaria que esta enzima no
participaria en el proceso de sintesis de pared primaria como
se propuso en la hipdtesis de trabajo. A las 48 horas de
incubacidén con 1los distintos tratamientos de induccidén de
tuberizacidn se encontrd el mismo nidmero de células, en cambio
se inmunodetecta apirasa, lo que indicaria un proceso
-bioquimico relacionado con la diferenciacién celular. Como el
primer evento de 1la diferenciacién es la suberizacidén de 1la
pared secundaria (Kolattukudy, 1980, 1984), podria ser que 1s
apirasa estuviera relacionada con el procesoc bioquimico que es
la sintesis y depésito de suberina.

Se conoce muy poco acerca de la estructura v
composicidn de la suberina, pero estd formada por una parte
alifatica (20-50%) v otra parte fenélica (50-75%) y esta
Gltima estarfia interactuando con carbohidratos de 1la pared
celular (Kolattukudy, 1980, 1884). La peridermis de d&rganos

subterrdneos, como el tubérculo de papa, se caracteriza por
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estar formada por células con una pared secundaria muy
suberizada cuya funcién prinecipal es aumentar la resistencia a
la difusidn del agua y constituir una barrera al ataque de
patdgenos (Schmidt y Schénherr, 1982; Vogt y cols., 1983;
Kolattukudy, 1884). Cabe hacer notar que, comc se deseribid
anteriormente, la apirasa se concentra principalmente en la
peridermis (figura 20) lo que apoyaria la proposicién acerca
de su participacidén en la suberizacidén. Se ha deserito que 1la
sintesis de suberina es fundamental durante la formacidn Vg
desarrollo del tubérculo de papa, pero que disminuye durante
el almacenamiento de éste y cesa durante s=su brotacién
(Kolattukudy, 1984). Estos antecedentes coinciden con el
patrdn de actividad apirdsica encontrado durante el desarrolle
del tubéreulo, donde la mayor actividad se encuentra en la
etapa inicial (49 dias) y desaparece durante 1la brotacién
(figura 5). También es coincidente eon el hechoc de no
encontrar proteinas moduladoras en papas brotadas vy con la
ausencia de inmunodeteccidén de apirasa en micrctubérculos
brotados.

Se ha descrito que en el momento de dividirse las
células del feldgeno se Fforma la pared secundaria ¥y se
deposita suberina, y que este fendémeno continda en las células
del felema. Estas células se caracterizan por: a) tener un
gran ndmero de ribosomas; b) tener un reticulo endopldsmico
rugoso paralelo a la pared celular; c¢) no tener plastidios v

d) la presencia de cristales ciibicos de proteinas de un gran
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tamafioc que es caracteristico en estas células de la papa. Como
la prinecipal actividad metabdlica de las células que
estructuran la peridermis es la sintesis de suberina, la que
es secretada en la pared, también aqui =e ha observado
vesiculas de secrecidn que podrian corresponder a monémeros de
suberina (Wattendorff, 1974; Cutter, 1992). En el andlisis
Ultraestructural realizado, en esta tesis, en estolones ¥
peridermis, también se observd estas caracteristicas recién
descritas dando cuenta del activo proceso de suberizacidén gue
se estd efectuando en ellas (figura 22 vy 23). El hecho de
detectar la presencia de 1la apirasa en estos tejidos es una
pureba gue relaciona su funcidén con este procesc metabdlico.

Por lo tanto, el hecho mas sobresaliente de estos
resuiltados experimentales es la relacidn de la apirasa con la
diferenciacidén celular al desencadenarse la tuberizacidn.

Como se menciond anteriormente en esta misma seccidn,
se encontrd que en suspensiones celulares tratadas con
factores inductores de tuberizacidn =e estimuld la expresiodn
de la apirasa. Es necesaric sefialar que las hormonas vegetales
pueden estimular la expresidén génica pero esta estimulacidn
puede ser inespecifica (Willmitzer vy cols., 1890). Sin
embargo, se descartd esta posgsibilidad 21 estimular la
expresion génica de la apirasa por medio de sacarosa al 10%.
Se ha descrito que el nivel de sacarcsa en los medios de
cultivo in vitro es el factor méds decisivo en inducir

tuberizacidn y se ha propuesto que Jjuega un papel importante
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en la regulacidén de los genes involucrados en este proceso
(Forsline y Langille, 1976; Hussey y Stacey; 1981; Hussey vy
Stacey, 1984). Diferentes laboratorios han demostrado que el
promotor de un gen «clase I que codifica para la patatina es
activado por sacarosa o glucosa (Mignery y cols., 1988; Rocha-
Sosa y cols., 1989; Wentzler 1y cols., 1989a,b; Jefferson vy
cols., 1990). Esta acumulacién de 1la patatina es paralela al
depésito de almidén (Rocha-Sosa y cols., 1989; Wentzler vy
cols., 1989a; Perl vy eols., 1991). Otro ejemplo de
estimulacidén génica por sacarosa lo han proporcionado Keil vy
cols. (1988) 1los cuales han encontrado un miembro de la
familia de genes para el inhibidor II de proteinasa cuyo
promotor responde a sefiales del desarrollo del tubérculo vy
también del medio ambiente al igual que en el caso de la
patatina. Johnson y Ryan (1990) han sugerido que el gen para
el inhibidor II vy otros genes regulados por sacarosa tienen
una regidén especifica en el DNA que responde a ese estimulo
aumentando la transecripcidén. Se ha encontrado gque la regidn
estimulada por sacarosa se encuentra en la porcién rio arriba
del extremo 571a cual es bastante conservada. Esta regidn
definida en inglés como “enhancer" para sacarosa podria
interactuar con elementos (sacarosa u otros) que estimulan el
promotor del gen correspondiente (Johnson y Ryan, 1990). Otro
gen regulado de manera similar es el de la sacarosa sintetasa
que se encuentra principalmente expresado en los tubérculos en

desarrollo, pero también en menor proporcidén en otras partes
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de la planta (Salanoubat y Belliard, 1989). ]

Un érgano subterrdneo gue tiene propiedades
funcionales y bioquimicas semejantes a las del tubérculo de
papa es el de la raiz tuberosa del camote (Ipomoea batatas).
Este 6rganoc, también, acumula grandes cantidades de proteinas
y almiddn; algunas de ellas son caracteristicas del camote v
al parecer forman parte de las proteinas de almacenamiento. Se
ha encontradoc en el camote que 1la sacarosa estimula la
expresidén del gen para la esporamina de una manera similar
como la descrita para las proteinas de almacenamiento del
tubérculo de papa (Hattori y «cols., 1980; Hattori v cols.,
1891).

Segin estos antecedentes se ha propuestoc que 1la
activacidn de genes que codifican para proteinas especificas
es desencadenada por seiilales metabdlicas del desarrolloc de las
-funciones de almacenasmiento en los tejidos. Ademds, estas
seifiales metabdlicas para el almacenamientc de proteinas v
almiddn podrian coordinar entre si ambos procesos como se dié
a entender en la introduccidén de esta tesis (Rocha-Sosa vy
cols., 1889; Wenzler y cols., 19839; Hattori y cols., 1?90).

El1 hecho de haber encontrado que 1la apirasa s6lo se
expresa en condiciones de alta concentracién de sacarosa
podria indicar gque su expresidén estaria modulada en forma
similar a las recién descritas.

La mayor masa de la apirasa encontrada en los estudios

in vivo y la induccidn de la enzima in vitro genera & futuro
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la pregunta: jexistird regulacidén de la expresidén génica de la
apirasa durante el proceso de diferenciacidén celular en ls
tuberizacidén? La comprensidén de estos fendmenos Ffisioldgicos a
nivel molecular mediante el conoecimiento y comprensién de los
mecanismos que regulan la expresidn del gen para la apirasa
contribuird a aclarar la funcidén y regulacidén de ella en las

células de la papa.
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5. CONCLUSIONES

1. La actividad apirdsieca (ATPasa-ADPasa) se encuentra
muy regulada desde el inicio de la tuberizacidén tanto a nivel
de masa de la enzima como a nivel cinético por dos proteinas
moduladoras. Esto indicaria que 1la apirasa cumpliria unsa
funcidn determinante en el momento que se desencadenz la
tuberizacidn.

2. Las proteinas activadora e inhibidora son dos
proteinas solubles y termoestables que estén presentes durante
todo el desarrcllo del tubéreculo vy su efecto modulador sobre
la apirasa depende de la concentracién de proteinas.

3. La interaccién de 1la proteina activadora con la
apirasa produce un cambio conformacional de modo que aumenta
- la Vmax de la enzima, perc no afecta su afinidad por el
sustrato.

4. La principal caracteristica que diferencia a las dos
proteinas moduladoras es su masa molecular (la activadora de
15,0 kDa y la inhibidora de 58,0 kDa). Otra caracteristica de
la proteina activadora es su punto isoceléctrico alcalino (3,0)
lo cual favoreceria su interacecién con la apirasa.

5. La apirasa es una enzima soluble ¥y no cambia su
distribucién durante el desarrollc del tubérculo. Se 1localiza
mayoritariamente en la pared celular y en el citoplasma de la
zona subapical de los estolones y en la peridermis, =zona

cambial vy perimedular de tubérculos jévenes. ’‘Ademds, se le
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inmunodetectd en los amiloplastos de 1los tubérculos en
desarrollo. Esta localizacidén ha sugerido una posible funcién
de la apirasa en la suberizacién de la pared secundaria y en
la produccién y reincorporacién de adenosina a la célula.

6. Se establecié wun modelo de estudio a través del
cultivo de tejido in vitre, y se encontré que la apirasa
presente en los microtubérculos tiene una masa molecular de
34,0 kDa. Se determindé que 1la apirasa no es inmunodetectable
en callos ni en suspensiones celulares indiferenciadas en
activa divisién celular, lo cual descartaria su participacién
en este proceso. Sin embargo, 1la apirasa se expresa en
condiciones inductoras de tuberizacidén, lo que ha sugerido que
esta enzima participaria en el proceso de diferenciacién

celular durante el inicio de 1la tuberizacidn.
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