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Resumen

Todas las células vegetales estan rodeadas por una pared que se forma tras Ig
division celular y que posee polisacaridos de tipo hemicelulésicos y pécticos. La
sintesis de esfos compuestos ocurre en el lumen del aparafc de Golgi, mediante la
accion de una gran variedad de glicosiltransferasas que, a partir de nucledtidos azucar,
ensamblan los distintos polisacaridos. Sin embargo, varios de estos nucledtidos azicar
son sintetizados en el citoplasma de la célula. Esta situacion plantea un problema de
compartimentalizacidon que se solucionaria con la presencia de fransportadores de
nucleotidos-aztcar (TNA) en {a membrana del aparaio de Golgi. Se han descrito TNAs
relacionados a procesos de glicosilacion en varios organismos eucariontes, Enfre éstos
se encuentra SQV-7 de C.elegans, el que tiene capacidad de transportar UDP-GIcA,
UDP-Gal y UDP-GalNac (Beminsone y cols, 2001). Dado gque un ortdlogo a SQV-7 en
plantas podria estar involucrado en la biosintesis de polisacaridos de la pared, la
secuencia de SQV-7 fue usada en nuestro laboratorio para la busqueda de TNAs de
Arabidopsis thafiana. Como resultado, se enconiraron dos posibles proteinas
denominadas AISQV7I y AtSQV7c. Con el fin de realizar un andlisis de la actividad en

esias %roteinas sus r?spiacﬁv s se en?;as nuclectidicas fueron onad?s n \éectores
para expresion en [a’ levadura Saccharomyces cerevisiae, En este trabajo se

obtuvieron levaduras que acumulan las proteinas AtSQV7c y AtSQV7I, seglin se
mosfré mediante deteccion con anticuerpos en fracciones subcelulares de [as
levaduras transformadas. A partir de estas levaduras, se aislaron vesiculas en las que
se evalud la capacidad de transporte de distintos nucledtidos aztcar. Los resultados
indican que AtSQV7c transporta UDP-Glc y UDP-Gal, pero no UDP-GIcA el que resulta
esencial para la biosintesis de pectinas. AtSQV7! tiene caracteristicas similares; mas
aun, los respectivos genes corresponden a un mismo locus cromosémico en
A.thaliana. Se discute la posibifidad de que ambos acitien en la planta.

Como aproximacion a la funcidn bioldgica del transportador AtSQV7c, se
investigaron posibles alteraciones en la morfologia de las levaduras que expresan este
transportador. Mediante citometria de flujo, se encontraron difererencias en el tamafio,
pero no en la rugosidad de las levaduras transformadas con AiSQV7c. Estas
diferencias fueron confirmadas por microscopia optica de fransmisién. La presencia en
las levaduras de una pared formada mayoritariamente por glucanos (Klis y cols, 2002},




sugiere que el cambio de tamaiio se atribuye a modificaciones en los polisacaridos que
la forman. Estas modificaciones probablemente sean consecuencia de la actividad de
AtSQV7c en las levaduras transformadas y no solo un efecto pieioiropico derivado de
la expresion de [a proteina, puesto que los patrones de proteinas totales de levaduras
contro! v de las gque expresan las proteinas AtSQV7, no difieren significativamente
entre si. Esto constifuye un antecedente de que, andlogamente a lo observado en
levadura, AtSQV7c o AISQV7! pedrian participar en el mecanismo de biosintesis de
componentes de la pared en Arabidopsis thaliana.




Summary

Plant cells are surrounded by a wall that forms shorlly affer cell division and that is
characterized by the presence of hemicellulosic and pectic polisaccharides. Synthesis
of these compounds occurs inside the Golgi apparatus, through the action of g great
variety of glicosiltransferases, which assemble a number of different polisaccharides,
inside the lumen of this organelle. However several sugar nucleotides are synthesized
in the cell cytoplasm. Therefore this situation raises a compartimentalization, which
could be solved by the presence of nucleotide sugar transporters (NST) spanned in the
Golgi apparatus membrane. Several NST have been described in eukaryotic organisms
and consequently, these appear as linked to glycosilation processes. The SQV-7 gene
from C.elegans is a NST that fransport UDP-GlcA, UDP-Gal y UDP-GalNac
(Beminsone and cols, 2001). Since a plant ortholog of this protein could be involved in
the wall polysaccharide biosynthesis, the sequence of SQV-7 was used, in our
laboratory for searching putative NSTs of Arabidopsis thaliana. Two protein sequences
were found and named AtSQV7! and AtSQV7c. In order to analyze the NSTactivity of
AISQVT7I y AtSQV7¢, the nucleotide sequences of both proteins were cloned in vectors
for expression in the yeast S.cerevisiae. In this work, yeasts acumulating proteins
ALSQV7! y AISQV7c were got, as shown through antibody detection in subcelfular
fractions. Starting from this yeasts, vesicles were isolated for assesing the ability of
these proteins for fransporting nucleotide sugars. Results indicate that A{SQV7c
transports UDP-Glc and UDP-Gal, but not UDP-GIcA, AISQVY! share similar features.
Indeed both genes are located in the same chromosomal foci in A.fhaliana. The
possibility that both have a role in plant is discussed.

As an approach for addressing the biological function of the AtSQV7c fransporter,
morphological alterations in yeasts that express this transporter, were surveyed. By
means of flow citometry, differences were found in size, but not in the rugosity of yeasts
transformed with AiSQV7c. These differences were confirmed by transmission optical
microscopy. The presence of a wall in yeasts, which is made up with glucans in a great
extent (Klis and cols, 2002), suggesis that size change may be atiributed to
modifications in the polysaccharides that form it. These modifications are, probably, the
consequence of AtSQV7¢ activity in transformed yeasts, and not only an unspecifical

effect derived from protein overexpression, because the pattems of total proteins, from




control and AtSQV7c yeast, don't differ significantly between them. This evidence
indicates that, analogously to that observed in yeasts, AiSQV7c or AISQV7! could
participate in the biosynthetical mechanism of wall components of Arabidopsis thaliana.




5. Resultados

5.1. Identificacién de genes ortélogos al transportador de nucleétidos azicar
SQV-7 en Arabidopsis thaliana

La estrategia general del laboratorio para identificar TNAs de A.thaliana ha sido
buscar en su genoma secuencias homologas a ofras previamente descritas. De
igual forma se realizd la busqueda mediante TBLASTN, de genes que codifican
proteinas de A.thaliana con alta similitud a SQV-7, un TNA de C.elegans que
transporta especificamente UDP-Gal, UDP-GlcA y UDP-GalNac (Berninsone y cols,
2001). Este analisis permitié identificar una secuencia de 888 pb que se denomind
AtSQV7, cuya respectiva proteina codificada esta secuencia posee una identidad
aminoacidica de 27% y una similitud de 45% con la proteina SQV7 de C.elegans.
Estos valores son similares a los enconirados en ofros trabajos de identificacion de
TNA mediante el criterio de homologia (Hirschberg y coals, 1998; Norambuena y cols,
2002).
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Figura 3. Alineamiento de secuencias de proteinas AfSQV7], AtSQV7c de
A.thallana y SQVT de C.elegans, segtin el algoritmo ClustalW. La proteina AtSQV7c
tiene un 27% de identidad y un de 45% similitud respecto a SQV7 de C.elegans.La
proteina AtSQV7I tiene un 28% de identidad y un de 46% similitud respecto a SQV7
de C.elegans. Los aac. ldénticos entre secuencias se muestran en negro y los
similares en gris.
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En forma posterior, una revisién de las bases de datos permitié encontrar un EST
cuya secuencia es idéntica a la de AtSQV7Y y que codifica una proteina con un
segmento adicional de 27 aminoacidos en su exitremo amino (figura 3). Se
adoptaron los nombres de AtSQV7Il y AtSQV7c para referirse a las secuencias mas
larga y a la mas corta, respectivamente. El analisis de la secuencia genémica de
A.thaliana muesira que AtSQV7YI coincide en ubicacion cromosomal y secuencia
con AtSQV7c, excepto por la presencia de un exén, no predicho anteriormente, en
el extremo 5’ de la secuencia de AtSQV7I (figura 4). La homologia de esta nueva
secuencia respecto a SQV-7 no muestra grandes alteraciones (28% de identidad ,
48% de similitud). En cuanto al tamafio en aminoacidos, AtSQV7| posee 323 aa y
AtSQV7c 296 aa, valores que se encuentran dentro de lo observado en otros TNAs.
El perfil de hidrofobicidad (figura 5A), muestra |la marcada composicion de
aminoacidos hidrofébicos en ambas proteinas. Concordante con esto, distintos
programas de prediccion mostraron que AtSQV7l y AtSQV7c tendrian miltiples
segmentos transmembrana, siendo de especial interés el segmento transmembrana
adicional del extremo amino de AtSQV71 dado por sus 27aa iniciales (Figura 5B).

Cromosoma IV Locus ASQV7
S N
[ W .
o T W W N W W W W Y AtSQV‘H
PN T NSNS ALSOV T

Figura 4. Diagrama ilustrativo de la disposicion de los genes AtSQV7I y AtSQV7c en
el genoma de A.thaliana. Un fragmento del cromosoma 4 de A.fhaliana muestra los
exones (en negro) que forman el gen AtSQV7. Ambas formas del gen proceden de un
mismo ARN mensajero, que fue clonado con o sin el primer exén dando lugar a AtSQV7c o
AtSQV7I, respectivamente,
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Figura 5. Modelos topolégicos de las proteinas AtSQV7. (A) Perfil Hidrofobico
segun escala y algoritmo Kyte Doolittle con una ventana de 11 aminoacidos. Las
linea sélida de AtSQV7c se superpone a la linea punteada de AtSQV7I, a partir del
aminodacido 27, producto de la identidad de ambas secuencias (B) Predicciéon de
segmentos transmembrana. Si bien distintos programas difieren en el nimero de
segmentos, todos concuerdan en la existencia de un segmento adicional en AtSQV7],
lo que le conferiria a la proteina una orientacion citoplasmica en el extremo amino,
opuesta a la del extremo amino de AiSQV7c. Las predicciones y esquemas
mostrados se realizaron con el programa TopPred2, de acuerdo a las secuencias

proteicas de AtSQV7c y AtSQV7I.
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5.2. Expresion heteréloga de AtSQV7c y AtSQV7I en la levadura S.cerevisiae

5.2.1. Clonamiento de los genes AtSQV7 en vectores de expresion en levaduras

Las secuencias de los genes AtSQV7Y, identificadas en 5.1, fueron adaptadas
mediante PCR con partidores especificos (Figura 2), que contenian sitios de
restriccion para facilitar su clonamiento en el vector pGPD426myc (BAMHI en el
partidor 5 , NOT en el partidor 3'). El partidor 3’, comin para AtSQV7! y AtSQV7c,
elimina los codones de término de la traduccion, permitiendo la fusidn a cada marco
de lectura del epitope myc, presente en el vector p426GPDmyc. Este epitope es
utilizado para la identificacion de la proteina, ya que existen anticuerpos comerciales
para su deteccion, lo que evita la necesidad de desarrollar anticuerpos especificos
anti AISQV7. El vector posee ademas la secuencia del marcador de seleccion URA,
un gen que confiere a levaduras la capacidad de crecer en medios carentes de

uracilo.

5.2.2. Obtencié.n de levaduras S.cerevisiae transformadas con las secuencias
AtSQV7

La cepa de levadura utilizada como huésped para las transformaciones fue
S.cerevisiae RSY255C que no posee el gen URA. A continuacion se realizaron,
separadamente, fransformaciones de la cepa RSY255C con los plasmidos
p426GPD-AISQV7lL.mye, p426GPD-AtSQV7c.myc vy pGPD426.myc. La levadura
transformada con este Gltimo vector es la levadura control con la que se evaluaran
posibles cambios en debidos a la presencia del vector y no relacionados con la
presencia de las proteinas AtSQV7 en la cepa RSY255C. En adelante se referira a
esta levadura como ‘control’. Se aislaron transformantes mediante seleccidn de
colonias de levadura en placas de medio minimo que no contiene uracilo. Estos
transformantes han incorporado el plasmidio que expresa el gen URA en nivel

suficiente para complementar la deficiencia de la cepa huésped RSY255C.
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5.2.3. Caracterizacion de la levaduras transformadas

Tras los primeros cultivos, las levaduras transformadas con AtSQV7c¢ mostraron una
menor velocidad en el crecimiento respecto a las levaduras control. Este fenémeno
podria ser una consecuencia de la sobreexpresion de una proteina, sin embargo, no
se observd lo mismo al transformar las levaduras con AtUTR1, un TNA ya
caracterizado en el laboratorio (comunicacion personal, Lorena Norambuena). Para
confirmar y describir mas claramente las diferencias observadas en el cultivo, se
realizé una curva de crecimiento a partir de cultivos con la misma DOgq inicial (figura
6)

16+

12+ —V— Control
—¥— AtSQV7c

D.O 800 nm

]
0 5 10 15

Tiempo [Horas]

Figura 6. Curva de crecimiento de levaduras Control y AtSQV7c. Se prepararon
preindculos en SCM-URA de las levaduras control, transformadas con pGPD426.myc
(triangulos blancos) ¢ levaduras AtSQV7c transformadas con pGPD426.AtSQV7c.myc
{triangulos negros). Ei crecimiento se realizd a partir de igual DOgq Inicial, a 30 °C yen
SCM-URA. Para monitorear el crecimiento, alicuotas del cultivo fueron medidas por
absorbancia a 600nm segin se indica en €l eje de ordenadas.

En la figura 6 se observa que las levaduras control alcanzan niveles mayores de
densidad éptica, incluso desde tiempos tempranos en el cultivo, lo que sugiere que
el nimero de células generadas en esta cepa es mayor. Por ofra parte, se aprecia
una disminucién de la tasa de crecimiento y una reduccién de la duracion de la fase
de crecimiento logaritmico de las colonias de levaduras AtSQV7c, alin cuando esta
parte de la curva de crecimiento no se encuentra muy bien definida

Para evaluar la influencia de la sobreexpresién de una proteina heterologa sobre los

proteinas propias de la levadura, se realizé una eleciroforesis de proteinas totales.

20
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La figura 7 muestira que no existe una alteracion importante en el perfil de proteinas
de las levaduras por efecto de la transformacion con AtSQV7c o AtSQv7I respecto al
Control, sugierendo que el cambio producido en la levadura que expresa AtSQV7c

no esta relacionada a un desbalance en la sintesis de proteinas.

Figura 7. Patron electroforético de
proteinas totales de levaduras:
Cultivos de levaduras AtSQV7I,
AtSQV7c y Control fueron
homegenizadas y centrifugados.
Los sobrenadantes fueron
mezclados con buffer
desnaturalizante, y luego se
cargaron 30pg en un gel de
poliacrilamida al 10%, SDS PAGE.
Carriles 1. AtSQV7I. 2 AtSQV7c
3.Control

5.2.4. Anadlisis de la expresion de las proteinas AtSQV7Il y AtSQV7c¢ en fracciones
de membrana de levadura.
Las secuencias aminoacidicas de AtSQV7Il y AtSQV7c son altamente hidrofébicas y
de poseer actividad TNA, éstas debieran ser proteinas de membrana. Esto sugiere
que las proteinas AISQV7l y AtSQV7¢ se encuentran integradas en alguna
estructura membranosa de las levaduras, probablemente a reticulo endoplasmico,
aparato de Golgi, membrana plasmatica o vacuola. Para obtener fracciones de
membrana de las levaduras (microsomas), se cultivaron distintas colonias
fransformadas con AtSQV7l y AtSQV7c. Posteriormente las levaduras se
homogenizaron en un molino con bolas de vidrio (Bead Beater™) en presencia de
inhibidores de proteasas. Luego fueron sometidas a fraccionamiento subcelular por
centrifugacién diferencial como se describe en materiales y métodos. Se prepararon
fracciones microsomales ricas en membranas para cada tipo de transformante y
para el control.
La acumulacion de las distintas proteinas AtSQV7 en las fracciones microsomales

se determin6 mediante western blot con el anticuerpo comercial contra el epitope
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myc que consta de diez aac. Este se encontraria presente en el extremo carboxilo
de las proteinas AtSQV7, de acuerdo al disefio de los vectores de expresion (Figura
2).

En resultados iniciales (no mostrados) observamos que fracciones de levaduras
AtSQV7c exhiben muitiples bandas, donde la menor de ellas corresponde al tamario
esperado para el mondémero de la proteina (32 Kda). Esta multiplicidad de bandas
en electroforesis de proteinas de membrana ha sido atribuido a la agregacion
inespecifica tras la preparacién de muesiras a 100°C (Gao y Dean,2000; Segawa y
cols, 2002; Maize Genome Database). Para evitar esta agregacién de las proteinas,
las muestras se incubaron a 60 °C por 15 minutos en el buffer de carga para SDS-
PAGE (Figura 8B).

Figura 8. Expresion de proteinas AtSQV7 en S.cerevislas. Cepas de levadura
transformadas con pGPD426(AtSQV7c)myc, pGPD426(AtSQV7)myc 0
pGPD426myc({vacio) fueron cultivadas en medio minimo sin uracilo y cosechadas en
fase logaritmica. Las levaduras fueron homogenizadas en un molino de bolas de
vidrio y posteriormente sometidas a centrifugaciones hasta 100.000g. Cada pellet
rescatado (fraccidn microsomal} se resuspendid en buffer de membranas y su
concentracion de proteinas medida por método BCA. A. Inmunodeteccién de las
proteinas AtSQVYI (carril 1) y AtSQV7c {carril 2) en preparaciones de cada cepa,
preparadas a 100 °C. B Proteinas de levaduras transformadas con el vector vacio
(carriles 1 y 4) y AtSQVTc {carriles 2, 3 y 5), preparadas por calentamiento en bhuffer
de carga desnaturalizante a 60°C por 15 minutos (carriles 2,3), o a 100°C por 10
minutos (carriles 4 y 5). Para todos los casos se cargaron 30ug de cada muestra en
geles SDS 10% junto con estandares de peso molecular.
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En la Figura 8B (carril 2 o 3) se observa que la proteina AtSQV7c aparece como una
banda Gnica. Al realizar el mismo analisis con fracciones de levaduras AtSQV7| y
AtSQV7c en paralelo (figura 8A), se cbserva que la proteina AtSQV71 es de mayor
tamano. Al medir la migracién relativa de ambas proteinas, se determinaron sus
pesos experimentales, incluyendo al epitope myc. La proteina AtSQV71.Myc tiene
una masa de 33kDa y la proteina AtSQV7c.Myc 29kDa. Los tamafrios predichos son
de 35.8 kDa para AtSQV71.Myc y de 33 kDa para AtSQV7c.Myc. Anteriormente en el
caso de proteinas de membrana se ha observado una masa molecular aparente
menor gue la deducida de la secuencia aminoacidica (Berninsone y cols, 1997). En
el carril correspondiente a la cepa Control (figura 8B, carril 1 y 4) no se detectan
bandas por lo tanto el anticuerpo contra el epitope myc reacciond de manera
especifica con las proteinas etiqguetadas con Myc. En  conclusion estos
experimentos muestran que se obtuvieron cepas de levadura que acumulan las

proteinas AtSQV71.myc o AtSQV7¢.myc en fracciones de membranas.

5.3. Andlisis de la funcién bioquimica de las proteinas AtSQV7

5.3.1. Preparacién de vesiculas de levaduras transformantes para los genes
AtSQV7c y AtSQV7I
Para evaluar la capacidad de las proteinas AtSQV7I y AtSQV7c de transportar
nucledtidos azlcar, es necesario disponer de un sistema experimental que permita
integrar estas proteinas en membranas lipidicas que separen compartimentos
aislados entre si. Se demostréd en 5.2.4 que ias proteinas AtSQV7l y AtSQV7c se
encuentran en las fracciones membranosas de las levaduras transformadas. Para
determinar la capacidad de estas proteinas de transporiar nucleotidos azlcar se
purificaron fracciones ricas en membranas en condiciones que permitieran la
obtencion de vesiculas selladas. Se cultivaron levaduras en medio SCM-URA, las
gue luego debieron romperse bajo condiciones controladas. Inicialmente se utilizd
un procedimiento mecéanico con bolas de vidrio. Aln cuando éste es facil de realizar

no resultd adecuado por su excesiva abrasividad, que no preservé la integridad de
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las membranas (datos no mostrados). Se utilizd entonces un procedimiento

enzimatico.

5.3.1.1. Rompimiento de levaduras por método enzimatico.
Se utilizd la enzima endoglucanasa 31-3 para obtener esferoplastos debido a que la |
levadura S.cerevisae posee una pared celular con gran cantidad de este
polisacéarido. Una vez obienidas las suspensiones de esferoplastos, las levaduras
son lisadas por cambio en la osmolaridad del medio, logrado a través de la adicién
de agua. La ruptura de los esferoplastos por el fuerte cambio de presidén osmotica,
ocasiona una disminucién en la turbidez de la suspension, la que se puede medir
por cambios en la absorbancia a 600 nm. Para determinar el tiempo de digestion
enzimatica de los cultivos de levaduras que permitiera obtener la mayor cantidad
posible esferoplastos, se monitore¢ la formacion de esferoplastos de las levaduras
AtSQV7¢ y control mediante una preparaciéon comercial de endogiucanasa
denominada Zymoliasa100T. Como se muesira en la tabla 1, las incubaciones entre
40 y 90 minutos con esta enzima produjeron una disminucion de 4 a 6 veces en la
DOggp de la suspension de esferoplastos. Las alicuotas del cultivo tratadas de esta
forma se volvian transparentes tras la adicién de agua, lo que indica un alto nivel de

formacion de esferoplastos.

Tabla1 Formacion de Esferoplastos

con Zymoliasa 100T

1)

Tabla 1. Método enzimatico de ruptura de la pared de levaduras. Se muestran tres
ensayocs independientes 1, 2 y 3. Cada valor corresponde a la DQgyy de una alicuota de la
levadura correspondiente luego de ser sometida a choque osmético con agua para determinar
el grado de formacion de esferoplastos debido al tratamiento con Zymoliasa 1007 en los
tiermpos indicados. Se puede apreciar la variabilidad del procedimiento, por lo que siempre se
verifico una caida en la DOy de al menos tres veces respecto al inicio, y ademas tiempos de
digestion nunca superiores a 2 horas (para evitar alteraciones de ia levadura en respuesta a
la lisis, especialmente liberacion de proteasas).
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5.3.1.2. Medicion de Integridad de Vesiculas

Los esferoplastos obtenidos en 5.3.1.1. fueron homogenizados y luege se
separararon los distintos organelos por medio de fraccionamiento subcelular,
utilizando el método descrito por Berninsone y cols (ver detalles en Materiales vy
Métodos). De acuerdo a estudios de otros TNAs expresados en levadura, se
selecciond una fraccién rica en membranas del aparato de Golgi (Roy y cols,1998;
Ishida y cols,1999; Roy y cols,2000). Para determinar la cantidad de vesiculas
selladas en esta fraccion se empled un método basado en la actividad de la enzima
GDPasa, endogena de la levadura S.cerevisiae, la que hidroliza GDP en GMP y Pi
(Yanagisawa y Resnick, 1990}). A nivel subcelular , GDPasa se encuentra en la
membrana del aparato de Golgi, con su sitio activo orientado hacia el lumen del
organelo (Abeijon y cols, 1989). Al incubar la fraccién enriquecida con vesiculas de
Golgi de levadura con GDP, éste estara disponible para la enzima sdlo si las
vesiculas estan rotas, por lo tanto la cantidad de fosfato liberado puede ser utilizado
como indicador de la poblacion de vesiculas rotas. La permeabilizacién de las
vesiculas con un detergente (Triton X-100), da cuenta en liberacidn de fosfato de la
poblacion total de vesiculas. Por lo tanto, la razén enire ambas situaciones
representa la poblacién de vesiculas intactas. El parametro obtenido por este
método se conoce por el nombre de latencia. La tabla 2 muestra valores habituales
de integridad. (Tabla 2)

Integridad en distintas
preparaciones de vesiculas

Control (% latente) | AtSQV7 (% latente)
B89 91
89 84
78 82
92 90

Tabla 2. Valores de integridad de vesiculas en cuatro preparaciones
distintas. Detalles sobre los calculos en Materiales y Métodos.
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5.3.1.3. Mediciones del volumen de vesiculas y del espacio intervesicular
Las vesiculas latentes obtenidas se usaron para la evaluacién de la actividad de
transporie de nucledtidos azicar por parte de las proteinas AtSQVY. Estos Ultimos
se realizaron a través del ensayo de transporte descrito por Perez y Hirschberg
(1987}, en el que preparaciones de vesiculas se incubaron con nucleédtidos azicar.
Las vesiculas y la solucidn de incubacion con el sustrato remanente no
transportado, fueron separadas mediante centrifugacion. En el sedimento obtenido,
las vesiculas aglomeradas dejan espacic entre ellas. Se ha descrito que parte del
sustrato con que se realiza el ensayo de transporte puede quedar atrapado en este
espacio extravesicular, resultando asi una sobreestimacion del nivel de transporte
obtenido (Perez y Hirschberg, 1987). Para determinar la importancia de este factor
en nuestros experimentos, se determind el volumen de las vesiculas y del espacio
extravesicular en el sedimento que se forma después de centrifugar la muestra en la
que se realiza el ensayo de transporte. De esta forma es posible estimar la cantidad
de sustrato que queda atrapado en el sedimento. Los resultados de la Tabla 3
muestran que el volumen exterior es bastante menor que el volumen total (2% y 5%
de este Ultimo para vesiculas control y AtSQV7c, respectivamente). Por lo tanto, en
las condiciones del ensayo de fransporte, la scbreestimacion de los valores de
transporte por efecto de atrapamiento inespecifico de sustrato en el espacio

extravesicular es poco significativa.

R e

ﬁ“z\lolumen de Vesiculas AtSQV7c gﬁ%?%’i?

22124
12545 £ 27 3404 251+ 27

Tabla 3 Determinacién del Volumen Extravesicular. El volumen total (Vi) se
determina mediante deoxiglucosa radiomarcada que difunde al interior de las
vesiculas. El volumen externo, intervesicular (Ve) se determina con acefato
radiomarcado que solo permanece en el exterior. Puede observarse que gran parte
del volumen total existente corresponde al interno
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5.3.2. Experimentos de fransporte de nucledtidos azicar en vesiculas aisladas
desde levaduras que expresan AtSQV7c y AtSQV7IL.

5.3.2.1. Especificidad de vesiculas en el transporte de distintos nucledtidos
azucar
Entre los TNAs reportados, algunos son capaces de transportar un dnico sustrato,
mientras gue otros pueden transportar un amplio rango de nucledtidos azicar (Hong
y cols, 2000). Medimos el transporte de UDP-acido glucurénico, UDP-galactosa y
ademas UDP-Glc, ain cuando este nucledtido azicar no es transportado por SQV7
de C.elegans (Berninscne y cols, 2001), se incorporé al analisis por su importancia
biolégica como precursor de la biosintesis de casi todos los demas nucleétidos
azucar (Reiter y Vanzin, 2001).
Al medir el transporte de UDP-Gal (Figura 9) se enconiré que las vesiculas
obtenidas desde levaduras que expresan AtSQV7c acumularon 1,8 veces mas
sustrato que vesiculas control. En el caso de AtSQV7I, aun cuando los valores de
transporte de UDP-Gal son mencres, también exisie una razén de fransporte
cercana al doble respecto al control. La acumulacion de UDP-acido glucurénico
debida a AtSQV7i o AtSQV7c fue similar respecto al control (Figura 9A). De manera
interesante, vesiculas que expresan ya sea la proteina AtSQV7c o AtSQV7I
mostraron una acumulacion considerable de UDP-Glc. Las vesiculas que expresan
AtSQV7c incorporaron UDP-Glc 1,7 veces respecio al control mientras que las
vesiculas que expresan AtSQV7I incorporaron UDP-Glc 2,6 veces respecio al
control. Los ensayos de transporte realizados sugieren que AtSQV7c y AtSQV7!
transportan UDP-Glc, UDP-Gal y que UDP-acido glucurénico no es transportado por

ninguno de estas proteinas.

27




50+ 30+
£ S
£ 40- 5
o
D sx 20
] | S
0 5 30+ o0
o= o=
0o n 2
& D 52
£E ™ £E
g ©
S. 10 E

0 J——r——
UBP-Gal UDP-Glc  UDP-GlcA UDP-Gal UDP-GIc  UDP-GlcA
C—dControl 3 AISQV7c C— Control AISQV7I

Figura 9. Transporte de nucleétidos azticar en vesiculas aisladas desde AtSQVT7c y AtSQV7I
Vesiculas de levaduras transformadas con pGPD426.myc {barras blancas), pGPD426.AISQV7c.myc
o pGPD426,AtSQV7l.myc (barras negras) y con al menos un 70% de latencia, fueron incubadas con
una concentracion 10uM de los distintos nucledtidos azdcar radiomarcados (eje de abscisas) a 30°C
por 10 min. La reaccién se detuvo por dilucién con buffer frio. Las vesiculas fueron separadas desde
la suspensiotn por ultracentrifugacion, lavadas y sometidas a choque osmotico. Luego se realizd una
precipitacién en PCA 4%, para la separacidén del contenido soluble y los aceptores enddgenos
presentes en las vesiculas lisadas, El sobrenadante conteniendo el nucledtido aziicar fue analizado
en un contador de centelleo. Las cpm obienidas en cada caso, normalizadas por la cantidad de
proteina utllizada (habitualmente 1mg) se transformaron en picomoles de acuerdo a la actividad
especifica del nucledtido azlcar marcado (gje de ordenadas) Las barras de error corresponden a la
desviacion estandar (n=3). Se utilizd UDP-GaI [Galactosa-1- *H(N)] ; UDP-[*H]glucosa (glucosa-2-*H])
. UDP-acido glucurénico (uridina-5.6- -PHD)

5.3.2.2. Transporte a menor concentracion de UDP-Glc.
Para tener mayor informacion respecto a la sensibilidad del transporte de UDP-Glc
observado por parte de las proteinas AtSQV7, se realizé un experimento de
transporte en presencia de una concentracion de UDP-Glc diez veces menor, Las
vesiculas que expresan AtSQV7c¢ incorporaron UDP-Glc 4 veces respecto al control
mientras que las vesiculas que expresan AtSQV7! incorporaron UDP-Glc 2 veces
respecto al conirol {Figura 10), por lo que a concentraciones de 1pM, AtSQV7c v
AtSQV7I conservan su capacidad de transporte de UDP-Glc. Este experimento
ademas confirma la presencia de una actividad endogena de transporte de UDP-Gle

en las vesiculas de levadura.
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Figura 10. Efecto de la concentracién en el transporte de UDP-Glc. Las
vesiculas de las distintas levaduras sefialadas en la figura fueron incubadas
con UDP-Glec 1pM por 10 minutos. Los valores de cada muestra corresponden
a un ensayo realizado por triplicado y el error a la desviacién estandar

5.3.2.3. Ensayo de competencia del transporte de UDP-glucosa con UDP-Acido
glucurénico.

Nos llamé la atencidon que si bien SQV7 de C.elegans transporta UDP-acido
glucurénico, nuestros experimentos indicaran que las proteinas AtSQV7 no
transportaran este nucledtido azucar (figura 9). Como ademas las levaduras
controles tampoco transportan UDP-acido glucurdnico se descarta un posible
enmascaramiento por actividad endégena, como en el caso del transporte de UDP-
Glc. Dado el especial interés del laboratorio por encontrar un TNA con especificidad
por UDP-acido glucurénico, se evalud la capacidad de UDP-acide giucurdnico de
competir con el transporte de UDP-Glc al interior de vesiculas de AtSQV7c vy
AtSQV7I. El resultado muestra que para AtSQV7I, al realizar el ensayo en presencia
de una cantidad molar de UDP-acido glucurénico 10 veces superior, no se aprecia
una disminucion en el transporte de UDP-Glc {Figura 11), mientras que en el caso
de AtSQV7c se observa una disminucion leve. Por lo tanto, en las condiciones
utilizadas, UDP-acido glucurénico no compite significativamente con el tranporte de
UDP-Glc al interior de las vesiculas que expresan las proteinas AtSQV7I y
AtSQV7c.
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5.3.2.4. Efecto de la permeabilizacion de la membrana sobre la actividad de
transporte
Con el fin de aportar mayor evidencia de que los ensayos de transporte realizados
hasta ahora corresponden a un proceso de incorporacion de sustratos hacia el
interior de las vesiculas intactas aisladas de levaduras, analizamos el efecto sobre
el ensayo de transporte cuando se perturba la integridad de las vesiculas utilizadas.
Para ello se sometieron vesiculas de AtSQV7c a una concentracion de 1% del
detergente Triton X-100 por 20 minutos antes del inicio del ensayo de transporte con
UDP-Gle, por 10 minutos. Esto produjo una fuerte caida en la cantidad de UDP-Glc
incorporada con respecto a lo observado en vesiculas no tratadas (Figura 12, sgte
pagina). Esta sensibilidad observada apoya la idea de que en las preparacicnes de
vesiculas usadas durante los ensayos de transporie, efectivamente ocurre
acumulacion de sustrato al interior de una estructura cerrada, labil al tratatamiento

con detergente en baja concentracion.

5.3.2.5. Curso Temporal de la Actividad de Transporte de AtSQV7¢
Como parte de la caracterizacion funcional del transporte de nucledtidos azlicar en
preparaciones de vesiculas de levadura, se midi6 la actividad de transporte a
distintos tiempos de incubacién con UDP-Glc. Los resultados presentados en la
tabla 4 muestran que a tiempos de 3 y 6 minutos, hay una gran diferencia en la
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canfidad de sustrato soluble en las vesiculas, cuando se comparan vesiculas

control con aquellas que expresan AtSQV7c.

Figura 12. Susceptibilidad del 30
transporte UDP-Glc en presencia
de detergente. Vesiculas T
AtSQV7c preincubadas por 20
minutos a 30°C sin  Triton X-100
{barra blanca) o con Triton X-100 al
1% (barra negra) fueron usadas
para un experimentos de
transporte de 10 minutos a 30°C
con UDP-[’H]Glc. Las barras de
error corresponden a desviacion
estandar (n=3).
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Experimentos con incubaciones de 10 minutos mostraron un fuerte incremento en la
cantidades de sustrato incorporado en ambos tipos de vesiculas. Estas cantidades
nunca se igualaron. Este resultado muestra que a tiempos menores de incubacion,
la actividad de transporte de AtSQV7c se visualiza mas claramente. Por otra parte,
en las vesiculas control se observa un aumento de [a incorperacion de UDP-Glc en
el tiempo, lo que reafirma la presencia de una actividad endoégena de transporte
para este nucledtido azticar en las vesiculas de la levadura S.cerevisiae, como se
habia observado en los experimentos de transporte con baja concentracion de UDP-
Glc {Figura 10) .

5.3.2.5.1. Transferencia a aceptores enddgenos
A partir de los datos presentados en la tabla 4 se puede observar que Ia
incorporacion de UDP-Gle aumenta marcadamente a los 10 minutos de incubacion,
tanto para vesiculas que expresan AtSQV7c como para vesiculas control. ¢ Cual es
la razon de este fuerte cambio? De acuerdo al modelo de sintesis de polisacaridos
en el aparato de Golgi (figura 1), existe un acoplamiento funcional entre
transportadores y transferasas. Este acoplamiento favoreceria un mayor flujo de
sustrato hacia el interior de este organelo por desplazamiento del equilibrio de las

reacciones conjuntas hacia la transferencia. Quisimos explorar la posibilidad de que
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en la levadura S.cerevisiae exista un mecanismo analogo al del modelo descrito, y
para logrario buscamos aceptores de la levadura, que pudieran actuar en conjunto
con la actividad enddgena propuesta para el transporte de UDP-Glc. Para esto,
aprovechamos el sistema de vesiculas usado hasta ahora. En este, ademas de
poder medir la cantidad de sustratos que permanecen solubles dentro de las
vesiculas, es posible medir la cantidad del sustrato asociado a componentes de las

vesiculas, insolubles en PCA 4%.

AtSQV7c  [Control AtSQV7c Control AtSQV7c
1,8+02 141+ 086 1]0,5+0.11 1,1£0.20 2,3+0.65 152+£023
2502 11,0+ 04 [0,9+0.05 8,3+1.95 341046 19,3+ 1.85
21,2+52 364+6,2 |[23,0£287 (399+218 442+ 8.14 |76,3+3.60

Tabla 4. Cinética de incorporacién de UDP-Glc 10 yM en vesiculas de levaduras.
Vesiculas de las cepas AtSQVT7c y control se utilizaron para ensayos de transporte en los que
tras separar por precipitacion con PCA 4% se midio el contenido radioactivo de la fraccion
soluble y de la fraccion insoluble, previamente disuelta en NaOH. Las cepas, el ensayo de
transporte y la cuantificacién de radiomarca son descritos en la figura 9.

La transferencia de azlcares a acepiores endogenos (Tabla 4, columna
“Transferencia’) se midio en las vesiculas de levaduras AtSQV7c y control utilizadas
en los experimentos del curso temporal de transporte. Ambos tipos de vesiculas,
las control y las que expresan AtSQV7¢, muesfran acumulacion de marca
radioactiva en componentes insolubles en PCA 4% (ver materiales y métodos). Esta
acumulacién presenta dos caracteristicas importantes: (1) Aumenta con el tiempo de
incubacién, para ambos tipos de vesiculas. (2) Alcanza niveles mayores en las
vesiculas AtSQV7c, para todos los tiempos ensayados. Esta evidencia sugiere que
el nivel de incorporacion de sustrato marcado en componentes insolubles de las
vesiculas de levaduras, depende directamente del nivel de transporte del nucledtido
az(icar, el que se modificaria con el aumento de la actividad de transporte. Los
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resultados sugieren que esta Ultima situacién es la que ocurrirfa en las vesiculas

gue expresan AtSQV7c.

5.4. Caracterizacion fenotipica de levaduras AtSQV7c

El hecho de que la cantidad de componentes insolubles de ias vesiculas de
levadura sean alterados por la presencia de AtSQV7c, sugiere que la actividad de!
sistema de transferencia de UDP-Glc en las vesiculas de la levadura S.cerevisiae,
no depende de una via especifica de entrada del sustrato a las vesiculas. Por otra
parte esto sugiere que en las levaduras que expresan AtSQV7c, los mecanismos
de transferencia de UDP-Glc a aceptores enddgenos y el transportador AtSQV7c se
encuentran localizados en un mismo compartimento. En eucariontes los organelos
de [a ruta secretoria son importantes sitios de sintesis de macromoléculas a partir
nucledtidos azlcar como UDP-Gle, por lo que la ftransferencia observada
probablemente ocurre en el aparatc de Golgi aunque no podemos descartar el
reticulo endoplasmico. Surgié entonces la interrogante acerca del efecto de la
expresion de AtSQV7c en la levadura S.cerevisiae, particularmente sobre su
metabolismo de polisacaridos de la pared. Las levaduras, al igual que las células
vegetales, sintetizan polisacéridos formados de glucosa destinados a la pared,
aunque de una menor variedad y complejidad, como por ejemplo polisacaridos de
glucosa B1-3 y $1-6 (Smits y cols, 2001; Klis y cols, 2002).

Para evaluar los posibles cambios que ocurren en la pared de las levaduras,
analizamos el tamafio y la rugosidad de superficie de las levaduras que expresan
AtSQVT7c, y de levaduras control. El estudio se realizé6 mediante citometria de flujo,
una técnica basada en el analisis de [a luz dispersada a partir de un rayo gue incide
sobre la la superficie de una célula; la fraccion de luz dispersada lateralmente (Side
Scatter) esta relacionado con |a textura o topologia de la superficie celular, mieniras
gue la luz que es dispersada en la misma direccion del rayo incidente, hacia delante,
(Forward Scatter) es indicativa del tamafio celular. Los histogramas de tamario
muestran una diferencia importante entre las dos poblaciones celulares (Figura 13).
Los histogramas de rugosidad muestran un desplazamiento de la poblacidn
AtSQV7c respecto a la control, sin embargo, la magnitud de este cambio no es
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Frecuencia

suficiente para asegurar que existe un cambio real en la rugosidad de levaduras que
expresan AtSQV7c¢ y podria estar influido por otros factores como el tamafo celular.

A0
150+
o —— Control m
s — AtSQVT7c
50 1004
o
T T T T T
0 250 500 750 1000 0 >0 50 Vit 100
Tamaiio (U.A) Rugosicad (UA)

Figura 13. Histogramas de mediciones citométricas de las cepas Control y
AtSQV7c (descritas en figura 8). Cultivos de las distintas cepas se crecieron en
medio minimo por dos o tres dias, para luego ser analizadas en un citémetro de flujo.
Se registraron los parametros rugosidad y tamaio de las células. La linea negra
corresponde a las células AtSQV7c y la linea roja corresponde a las células control.

Mediante microscopia optica, fue posible confirmar que las levaduras AtSQv7c son
de mayor tamario que las control (Figura 14, sgte péagina). Las observaciones de las
levaduras que expresan AtSQV7c sugieren que la presencia de esta proteina en
algun compartimiento intracelular modifica la pared de la levadura S.cerevisiae,
probablemente por efecto sobre el metabolismo para la sintesis de polisacaridos y

quizas otras moléculas.
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Figura 14, Diferencias de tamafio entre levaduras Control (A) y AtSQV7 (B},
crecidas tres dias y observadas por microscopia DIC {(200X}). Ambas cepas de |
levaduras fueron crecidas por tres dias a 30°C en SCM-URA. La barra |

corresponde a 25um ‘
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6. Discusion
En este trabajo se ha presentado evidencia de la capacidad de las proteinas de
Arabidopsis thaliana, AtSQV7I| y AtSQV7c, de transportar nucleédtidos azicar. Estos
genes fueron identificados por homologia a la secuencia proteica del TNA de
C.elegans, SQV7 y sus productos proteicos fueron evaluados funcionalmente en

vesiculas extraidas de levaduras fransformadas con estos genes.

6.1 Transporte de Nucleé6tidos Azlicar en las proteinas AtSQV7
Los ensayos de transporte consideraron tres distintos nucledtidos azicar: UDP-
GlcA, UDP-Gal y UDP-Glc. Las mediciones de transporte indicaron que ninguna de
las proteinas AtSQV7Y pudo transportar UDP-GIcA. Al realizar ensayos de
competencia en que UDP-GIcA se encuenira en cantidad 10 veces mayor que otro
sustrato, sodlo el transporte de UDP-GIcA en AiSQV7c parece verse afectado,
aunque de manera leve si se considera la gran cantidad de UDP-GIcA presente en
el medio (10uM), por lo que son necesarios experimentos adicionales para confirmar
esta tendencia. Cuando UDP-Gal fue utilizado como sustrato, AtSQV7c y AtSQV7I
mostraron niveles de transporie cercanos al doble del observado en los controles.
Es particularmente necesario confirmar el transporte de UDP-Gal por parie de
AtSQV7i, dado el bajo nivel de actividad observada con este transportador. Aln
cuando UDP-Glc no es un sustrato para SQV7, los experimentos realizados
muestran que tanto AtSQV7| como AtSQV7c transportan este nucledtido azucar.
Hasta el momento se ha reportado so6lo un transportador de UDP-Glc, AtUTR1, el
que ademas transporta UDP-Gal (Norambuena y cols, 2002). La comparacién de
actividades muestra que sdlo el transporie de UDP-Gal es comin entre SQV7 de
C.elegans y las proteinas AtSQV7 de A.thaliana. Sin embargo uno de los sustratos
de SQV7, UDP-GalNac no fue probado en este trabajo, ya que no fue posible
obtener el sustrato radioactivo. A pesar de que la homologia con SQV7 es inferior al
50%, resuilta interesante que AtSQV7 presente actividad TNA, lo que indica que el
alineamiento fue capaz de seleccionar de |la base de datos TAIR una secuencia con
este tipo de actividad. Sin embargo, establecer la relacién entre las zonas
homodlogas de ambas proteinas y su funcién no es una tarea simple, ya que junto

con las diferencias de actividad sefialadas existe poca informacion de la relacion
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estructura/funcidn para SQV7. Al respecto, dos mutaciones puntuales de la proteina
SQV7 (G95D y L151P), causan una disminucion de la capacidad de transporte
(Berninsone y cols, 2001), pero estas mutaciones no estan claramente conservadas
en las proteinas AtSQV7 (A95 y F151). El avance en la comprension de la base
estructural del transporie de nucledtidos azlcar por AtSQV7 requiere informacion de
la relevancia a nivel funcional de aquellas zonas de esta proteina que den cuenta de
la homologia con SQV7 o con algin TNA de especificidad similar a AtSQV7. Para
esto podria evaluarse el efecto de mutaciones puntuales y deleciones de estas

zonas sobre la capacidad de transporte de las proteinas AtSQV7.

6.1.1. Influencia del extremo amino en la actividad de transporte de las profeinas
AtSQV7
La diferencia en las secuencias amincacidicas de las proteinas AtSQV7 se traduce
en diferencias estructurales relevantes. Especificamente, en la presencia de un
segmento transmembrana adicional en el extremc amino segin muesiran los
analisis de los perfiles hidrofdbicos de AtSQV7I y AtSQV7c, asi como distintos
programas de prediccion de topologia de estas proteinas. Dado que ambas
proteinas AtSQV7 presentan una actividad de transporte similar, parece improhable
que la region del primer segmento transmembrana de AtSQV7I sea esencial para la
formacion del sitio activo o que forme parte de la estructura terciaria involucrada en
el transporte de UDP-Glc, UDP-Gal o UDP-GIcA. ;Existe evidencia de que
diferencias como las enconfradas entre AtSQV7Il y AtSQV7c puedan ser relevantes?
Gao y Dean (2000) encontraron que en Vrg4, el fransportador de GDP-Man de
S.cerevisiae, la delecion del primer segmento transmembrana en el extremo amino
reduce la actividad de la proteina. Acki y cols (2001, 2003) generaron
transportadores quimericos funcionales obtenidos a partir de combinaciones de
hélices de los transportadores de CMP-SA y de UDP-Gal humanos (hCST, hUGT1
repectivamenie) que tienen un 43% de identidad entre si. Sus resultados muestran
que hUGT1 es mas sensible al reemplazo de porciones terminales de la proteina,
entre ellas el primer segmento transmembrana. En cambio, hCST es afectado por
reemplazos de hélices interiores. De manera interesante, la fusién de las hélices

criticas para cada actividad les permitid generar un transportador bifuncional. Esta
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variedad en el comportamiento de los TNA frente a la pérdida de fragmentos del
extremo amino terminal sugiere una cierta plasticidad estructural de los TNAs. Esto
sustenta la similitud funcional observada entre AtSQV7l y AtSQV7c pese a la
diferencia de un putativo dominio transmembrana entre ambas proteinas. No
obstante, no es descartable que el transporte de otros nucledtidos azicar o la
interaccion con otros componentes celulares dependan positivamente del extremo

amino de esta proteina.

6.2. Evaluacion de la estrategia experimental.

6.2.1. Validez de los ensayos de transporte
Distintas evidencias mostraron que el sistema experimental basado en vesiculas,
efectivamente tiene la capacidad de medir transporte:
La permeabilizacién con detergente confirma la dependencia de la medicién y la
necesidad de la estructura cerrada de las vesiculas (figura 8). La baja proporcion de
volumen intervesicular descarta que, como consecuencia de la recuperacion de las
vesiculas por centrifugacién durante el ensayo de transporte, se acumule sustrato
en el espacio intervesicular (tabla 3). A nivel funcional, se verificd la dependencia de
las mediciones de la cantidad de susfrato radioactivo detectado con la concentracion
de nucledtido azicar presente en el ensayo (figura 11) y con el tiempo de
incubacién (tabla 5), evidencias que apoyan la intervencién de una proteina (o
varias) en el el ensayo de transporte en vesiculas.
Respecto a la calidad de los datos obtenidos, se observd una fuerte variabilidad
entre los valores absolutos de transporte entre distintos ensayos. Esto es
particularmente claro en el caso de las levaduras control. No obstante estas
variabilidad, la razén de transporte se mostré mas estable entre experimentos, no
observandose nunca resultados contradictorios en un ensayo de transporte en
particular. Debido a esto, se adoptd la razon de mediciones de transporte relativas
al control como indicador de la actividad de las vesiculas AtSQV7c¢ o AtSQV7I.
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6.2.1. Limitaciones del sistema experimental
La evaluacion de transporte entre AtSQV7I y AtSQV7c¢ fue solo de tipo cualitativa,
debido a {a variabilidad proveniente de dos fuentes principales: Se observaron
diferencias en la expresion de proteinas entre las distintas transformaciones de
levaduras. Estas diferencias pueden ser reflejo de la variabilidad en los niveles de
transcripcion y traduccion o de la estabilidad de mensajeros y proteinas. Una
alternativa para futuras correcciones es la normalizacién de los resultados de
transporte de acuerdo al nivel de expresion especifica de cada levadura
transformada, por ejemplo mediante densitometria de los western blots. Por otra
parte se observaron diferencias en la magnitud del transporte entre distintas
preparaciones de vesiculas, lo que limitdé el alcance de las comparaciones que se
puedan establecer entre experimentos. Esta variabilidad junto con la gran cantidad
de proteina requerida para cada ensayo, condicionaron el disefioc de los
experimentos. No fue posible disminuir la variabilidad entre preparaciones de
vesiculas como para determinar parametros bioquimicos cinéticos de las proteinas
AtSQV7. En conclusidn, es necesaria una mayor caracterizacion de los puntos
criticos de los protocolos empleados, en especial el cultivo de las levaduras,

y la distribucién de organelos dentro de la preparacion de vesiculas.

6.2.3 Presencia del epitope myc en el extremo carboxilo de las proteinas AtSQV7
Todos los experimentos descritos en este trabajo se han realizado con vectores que
permiten [a produccién de las proteinas A{SQVY unidas por su extremo carboxilo al
epitope, para asi poder determinar su acumulacién en la cepa RSY255. No se tiene
ninguna informacién respecto al posible efecto de esta alieracion de la secuencia
aminoacidica sobre la funcionalidad de los transportadores AtSQV7, por lo que es
una tarea futura evaluar firansporte de nucledtidos azlcar en levaduras
transformadas con versiones del gen de AtSQV7I y AtSQV7c que no se encuentren

fusionadas al epitope myc.

6.3. Existencia de las dos formas del gen AtSQV7 en A.thaliana
Los genes que codifican las proteinas AtSQV7! y AtSQV7c¢ son idénticos entre sf,
excepto por la presencia de un fragmento adicional en el extremo 5 de AISQV7I .
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Dado el analisis del cromosoma de A.thaliana que muestra que ambos genes
comparten un mismo locus y que la diferencia de las secuencias entre ambos genes
proviene solo de la presencia de un exon adicional en el caso de AtSQV7YI, se
planted [a pregunta acerca de la existencia de las dos formas de las proteinas en
A.thaliana y por lo tanto de la existencia de sus respectivos ARNm. Este trabajo se
inicid con la secuencia de AtSQV7c, predicha mediante programas computacionales
a partir de la secuencia genémica de A.thaliana, siendo en ese momento la Unica
publicada en las bases de datos con homologia significativa a SQV7 de C.efegans.
Mas adelante, y tras la secuenciacion del conjunto total de ADNc de A.thaliana (Seki
y cols, 2002), fue enconirada la secuencia que hemos llamado AtSQV7L. Ante esta
situacion, aparece la posibilidad de que la secuencia de AtSQV7c se haya clonado a
partir del ADNc de AtSQV7I. Esta idea es apoyada por el hecho de que hasta ahora
se han detectado EST sélo de AtSQV7I. Por otra parte los tamafios de las proteinas
expresadas en levadura conservan una diferencia apreciable en un gel SDS (figura
BA) indicando que la diferencia de secuencias no ocurre sclamente en los
mensajeros sino que se conservaria tras la traduccién. Esto sugiere que el ARNm
de AtSQV7c no corresponde a una modificacion postranscripcional del ARNm de
AtSQV7I. La evidencia disponible, apunta a que sélo AtSQV7| se expresaria en

A.thaliana.

6.4. Analisis bioinformatico de las proteinas AtSQV7

6.4.1. Cladograma de AtSQV7ly los TNAs ya descritos
Para intentar encontrar algin fundamento estructural a las caracteristicas de
transporte observadas en las proteinas AtSQV7, se construyd un arbol con todas las
secuencias de proteinas para las que existe alguna evidencia experimental de su
actividad TNA. La figura 15 confirma que AtSQV7l es cercano a un grupo de
transportadores, entre los que se encuentra SQV7 de C.elegans y que se
caracterizan por transportar al menos dos nucledtidos azdcar, uno de los cuales es
UDP-GIcA (Selva y cols, 2001;Muraoka y cols, 2001; Segawa y cols, 2002). Sin
embargo, a diferencia de AtSQV7I ninguno de estos TNA transporta UDP-Glc. En

conclusién, a pesar de que la rama mas cercana a AtSQV7 dentro del arbol es la del
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grupo de transportadores de UDP-GIcA, la evidencia experimental muestra que
AtSQV7 no es capaz de transportar este nucledtido azlcar, lo que sugiere que las
similitudes entre en la secuencia aminoacidica de AtSQV7 vy las de este grupo de
proteinas, no estan relacionadas con el transporte especifico de UDP-GIcA. .
La baja relacién entre la secuencia y la especificidad de los TNA podria deberse a
dos razones. Primero, es posible que la especificidad en la actividad de estas
moléculas resida en una parte pequefia de los TNA y que gran parte de la secuencia
de la proteina esté destinada a otras funciones relacionadas, por ejemplo con la
interaccion con otros componentes propios del contexto celular en que se expresan
los distintos TNAs. Estas funciones alternativas podrian sesgar la composicién de
aminoacidos hacia un cierto pairon con su propio grado de conservacion entre
distintas proteinas. Siendo asi, la presencia de estas otras funciones codificadas en
la secuencia de los TNAs podrian potencialmente distorsionar la comparacion o
busqueda de TNAs mediante los algoritmos de alineamiento de secuencias como
BLAST o ClustalWW. Una segunda razén para la incertidumbre secuencia-funcién
podria estar dada por motivos estructurales. Dado que los TNAs son proteinas
integrales de membrana es probable gque los requerimientos no sean tan estrictos en
cuanto a su composicion aminoacidica, siendo necesaria sélo las caracteristicas
mas generales de un cierto tamafio y distribucidn especifica de zonas hidrofébicas e
hidrofilicas dentro de la secuencia, para asi conseguir una apropiada insercion en la
bicapa lipidica. Al respecto, casi todos los TNAs descritos tienen secuencias
alrededor de 350 aminoacidos y un numero similar de fragmentos de
transmembrana (Berninsone y Hirschberg, 1998).
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Figura 15. Cladograma de los TNA probados experimentalmente hasta la fecha y
NdpASA1, una enzima no relacionada con los TNA, Las secuencias fueron alineadas
mediante ClustalX y el cladograma se generd mediante TreeView. Las secuencias
fueron obtenidas desde el Genebank.

6.4.2. Andlisis de proteinas similares a AtSQV7I en otras especies
El analisis de homdélogos a las proteinas AtSQVY dentro del conjunto total de
secuencias de la base de datos Genebank, muestra la presencia de gran cantidad
de proteinas similares en otras especies (A.Gambiae, C.elegans, D.melanogaster,
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Humano, levaduras), y que no corresponden a las ya descritas como TNA. En
general estas proteinas desconocidas cumplen con las caracteristicas de tamafio y
alta composicién de aminoacidos hidrofébicos hasta ahora observados. Varias de
ellas presentan mayor similitud a AtSQV7 que otros TNA caracterizados. Si estas
proteinas son efectivamente transportadores, enfonces cada especie poseeria un
amplio repertorio de estas proteinas. Esta amplia distribucion y representacion entre
los eucariontes desde las levaduras, sugiere que los mecanismos de sintesis de
polisacaridos y cligosacaridos deniro de este grupo de organismos se encuentra
bastante conservado. En efecto, aln cuando el transporte de nucledtidos azicar es
sélo una de las actividades consideradas necesarias para el modelo de biosintes de
polisacaridos (Figura 1), su presencia en la célula supone la presencia de
membranas, compartimentos subcelulares, entre los cuales movilizar estos
nucleétidos aziicar y enzimas compartimentalizadas dentro de la célula que utilicen
estos nucledtidos azlicar. La posible conservacion de mecanismos se ve reforzada
por la ausencia de homologos a AtSQV7I en los genomas de procariontes, lo que
sugiere que los TNA no tendrian relacion por ejemplo con alguno de los

transportadores de la membrana plasmatica de estos microorganismos.

6.5 Fenotipo de levaduras AtSQV7c
Durante la realizacion de todos los ensayos de transporie de UDP-Glc y UDP-Gal
observamos una actividad endégena de transporte en [as vesiculas control. Para el
caso de UDP-Glc se buscaron condiciones de tiempo que permitieran minimizar la
interferencia por esta actividad endbgena. Se han descrito actividades TNA
enddgenas de S.cerevisiae para UDP-Glc en el reticulo endoplasmico (Castro y
cols, 1999) y para UDP-Gal (Roy y cols, 1998) en el aparato de Golgi. Sin embargo
la funcién de estas actividades en S.cerevisiae no es clara, por lo que se estudié la
existencia en las vesiculas de posibles aceptores para estos susiratos que
presentan mayor nivel de actividad endégena. En los ensayos de transporte es
posible detectar marca radicactiva asociada a los componentes insoluble de las
vesiculas {Tabla 5, columna Transferencia), ademas de la marca radioactiva
soluble, proveniente de la UDP-Glc dentro de las vesiculas, Dado que la UDP-Glc

usada en estos ensayos se encontraba marcada precisamente en el grupo azicar,

el que puede ser donado, es probable que la marca radioactiva detectada en los
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componentes insolubles de las vesiculas provenga de azicares transferidos a uno o
varios acepiores endogenos. La determinacién de azlcar ftransferido en
experimentos in vifro sugieren que la transferencia en membranas de la ruta
secretoria de S.cerevisiae no depende de la ruta por la que UDP-Glc ingresa a las
vesiculas.

Debido a la alteraciéon del nivel de fransporte y transferencia de S.cerevisige
mediante la intfroduccién de AtSQVY, nos parecio interesante estudiar el efecio de
este transportador de nucledtidos azicar en S.cerevisiae, cuyo metabolismo de
azlicares podria ser mas simple que el de A.thaliana. Especialmente, buscamos
cambios debidos a la alteracidn de la pared de esta levadura ya que esta se
encuentra formada por polisacaridos mas simples en su estructura y composicion
que los polisacaridos de origen vegetal. S.cerevisiae presenta en su pared quitina,
mananos, glucano B1-3 y glucano p1-6 (Smits y cols, 2001). El cambio de tamario
en las levaduras que expresan AiSQV7c observado mediante de citomeiria y
microscopia podria ser reflejo de una alteracion especifica de la capacidad de
sintesis de algunc de estos polisacaridos, probablemente aquellos formados de
unidades de glucosa. Se descartd que este cambio se debiera a la sobreexpresioén
de proteinas como muestra el patron de proteinas totales de AtSQV7c (figura 7).
Existe evidencia de la relacion que existe entre las caracleristicas de la pared de las
levaduras respecto a sus polisacaridos y alteraciones en el tamafio, morfologia e
incluso viabilidad de las levaduras, la que se ve comprometida en medios
hipoténicos (Smits y cols, 2001; Giaver y cols, 2002). Esta alteracion de la pared de
las levaduras por la presencia de AtSQV7c podria confirmarse, por ejemplo
mediante analisis de polisacaridos de pared mediante tinciones o andlisis quimico.
Este experimento sugiere que los cambios en los niveles de nucledtidos azicar al
interior de la ruia secreforia de levaduras pueden medular la sintesis de

polisacaridos.

6.6. Rol biologico de AtSQV7
En la célula existen diversos procesos que requieren el uso de nucledtidos aztcar,
siendo los mas importantes la glicosilacion de proteinas y lipidos asi como la

sintesis de polisacéaridos de pared, matriz extracelular o de secrecién en el aparato

de Golgi y el reticulo Endoplasmatico. También intervienen en la formacion de

| 44




almidén en el amiloplasto. Todos estos procesos tienen en comin la necesidad de
transferencia de moléculas de azlcar (o derivados) hacia cadenas laterales de
aminoacidos, lipidos u ofros aziicares. Como acercamiento a la funcién in vivo de
AtSQV7, parece adecuado considerar su capacidad de transportar UDP-Glc y UDP-
Gal. La formacién del arbol de glicosilacion involucra UDP-Glc para el control del
correcto plegamiento de las proteinas en el reticulo (Parodi, 2000). Por su parte, la
sintesis de almidén en el amiloplasto ocurre a partir de ADP-Glc y no UDP-Glc
(Gruissem, Buchanan y Jones, 2000). Si es que como se ha propuesio, existe un
mecanismo conservado para la sintesis de polisacaridos en los eucariontes, es
esperable que al igual que lo observado en levadura, el transporte de UDP-GIc por
parte de AtSQV7 tenga un rol importante en la sintesis de polisacaridos que
presentan glucosa en su estructura como por ejemplo el xiloglucano. De igual forma
AtSQV7 podria contribuir a la sintesis de polisacaridos basados en galactosa tales
como ramnogalacturonanos | y Il. Aparte del trabajo realizado en esta tesis, en el
laboratorio se frabaja en el andlisis de mutantes de A.thafiana para el gen de
AtSQV7 y otros posibles transportadores. Los resultados iniciales sin embargo no
han sido claros pues estas plantas no presentan fenotipos morfoldgicos evidentes
(tamario, desarrollo, coloracion u otro similar alterados). Esta aparente estabilidad
de la fisiologia de A.thaliana posiblemente se deba a la redundancia génica de este
organismo 0 a mecanismos compensatorios de las estructuras responsables de la
sintesis de polisacaridos. Sin embargo en otras especies superiares, incluido el ser
humano, ia deficiencia de un TNA causa serios defectos en el desarrollo, los que se
encuentran relacionados con anomalias en polisacaridos de la matriz extracelular en
humanos (Lihn y cols, 2001), D.melanogaster (Goto y cols,2001} y C.elegans
{Hwang y Horvitz, 2002). Estudios postericres de la composicion de los
polisacéridos de la pared de los mutantes AtSQV7 o de su perfil de expresion de
metabolitos podrian arrojar informacion a un nivel mas fino acerca del rol especifico

de este gen en A.thaliana.
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