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RESUMEN.

En plantas, el aparato de Golgi es el organelo especializado en reacciones de
glicosilacion. En el liimen de este organelo, se sintetiza la mayoria de los polisacaridos
no celulésicos de la pared celular y se modifican los lipidos y proteinas mediante la
adicion de cadenas laterales de carbohidratos. Los sustratos para la sintesis de estos
glicanos son azficares activados mediante la adicién de un nucledtido (nucledtido-
azucar, NA). La mayoria de las enzimas involucradas en la sintesis de NA estan
localizadas en el citosol y, por lo tanto, es indispensable la presencia de transportadores
que transloquen los NA hacia €l ldmen del aparato de Golgi para que ocurra el proceso
de glicosilacion,

En un frabajo previo, y mediante la genética reversa, se identific6 GONST4 de
Arabidopsis thaliana el cual, junto con otros miembros de la familia GONST, posee las
caracteristicas moleculares de un transportador de nucleétido-aziicar (TNA).

Con el fin de comprender la relacién estructura-funcion de este TNA es
indispensable conocer su organizacién tridimensional en el plano de la bicapa lipidica.
Para lograr este objetivo, se estudié las relaciones evolutivas que GONST4 posee con
sus ortélogos a través de una filogenia realizada mediante el algoritmo bayesiano. Como
resultado de esto, se observé que GONST4 se agrupa junto a otros transportadores que
no poseen sustrato caracterizado, en un clado distinto al de GONST1 y GONST2. Esto
tultimo, da indicios de que este TNA podria transportar un sustrato diferente a los ya
caracterizados, dentro de los cuales destaca GDP-L-galactosa, importante para la sintesis
de la pectina ramnogalacturonano II (RG II). En conjunto a esto, se realizé una

prediceion bioinformética de dominios transmembrana (DTM) para este TNA y se

Xl




encontrd dos posibles modelos con 9 y 10 DTM. Para permitir validar uno de estos
modelos de topologia de membrana, se gener6 herramientas moleculares con fusiones de
epitopes al extremo N-terminal de GONST4.

Respecto de la especificidad de este TNA, en esta memoria se adaptdé un
protocolo de sintesis enzimdtica de GDP-L-galactosa a partir de GDP-D-manosa
utilizando la enzima GDP-manosa 3’-5’ epimerasa (GME) y posteriormente se realizd
una purificacion de los productos obtenidos mediante HPLC en fase reversa. A través de
un ensayo de transporte, se mostré que GONST4 es capaz de importar GDP-L-galactosa
al limen del aparato de Golgi, identificando asi, el primer TNA conocido capaz de

transportar este NA.
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ABSTRACT.

In plants, the Golgi apparatus is the organelle specialised in glycosylation
reactions. In the lumen of this organelle, most of the non-cellulosic polysaccharides of
the cell wall are synthesised and lipids and proteins are modified by the addition of
carbohydrate side chains. The substrates for the synthesis of these glycans are sugars
activated by the addition of a nucleotide (nucleotide-sugar, NS). The majority of the
enzymes involved in NS synthesis are localised in the cytosol. Therefore, the presence of
transporters which translocate the NS into the Golgi lumen are essential for the
glycosylation process.

In a prior study using a reverse genetics approach, GONST4 was identified in
Arabidopsis thaliana which, along with other members of the GONST family, possesses
the molecular characteristics of a nucleotide-sugar transporter (NST).

In order to understand the structure-function relation of this NST, it is essential to
study the three-dimensional organisation of GONST4 in the plane of the lipid bilayer.
To achieve this goal, the evolutionary relation of GONST4 with its orthologues was
studied by phylogeny using the Bayesian algorithm. It was observed that GONST4
appears along with TNAs with no characterised substrate and in a clade distinct from
GONST1 and GONST?2. This means that GONST4 could transport a substrate which is
different from those already characterised, including GDP-L-galactose which is
important for the synthesis of the pectin thamnogalacturonan Il (RG II). Together with
this, a bioinformatic prediction of the number of transmembrane domains (TMD) in

GONSTH4 revealed two possible models with 9 and 10 TMD. In order to validate one of
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these models of membrane topology, molecular tools with tags fused to the N-terminus
of GONST4 were generated.

To study the specificity of this NST, it was necessary to adapt a protocol for the
enzymatic synthesis of GDP-L-galactose from GDP-D-mannose using the enzyme GDP-
mannose 3'-5 'epimerase (GME), which was subsequently purified by reverse phase
HPLC. Using a transport assay, it was demonstrated that GONST4 is capable of
importing GDP-L-galactose into the Golgi lumen, thus identifying the first known NST

able to transport this NS.
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1-. INTRODUCCION.

1.1 Generalidades de la Pared Celular.

Una caracteristica que resalta de inmediato de las células vegetales es que todas
se encuentran rodeadas de una matriz extracelular, compuesta principalmente de
celulosa, a la que se denomina pared celular. Sin embargo, ademas de celulosa, posee
una enorme variedad de otros polisaciridos (hemicelulosas y pectinas), proteinas y
compuestos fendlicos (Brett y Waldron, 1990).

La sintesis de la pared celular es un proceso altamente compartimentalizado. Las
proteinas que la componen son sintetizadas en el reticulo endoplasmético y
posteriormente modificadas en el aparato de Golgi antes de ser transportadas en
vesiculas a la superficie celular, mientras que los compuestos fendlicos son sintetizados
en el citoplasma. De los polisacéridos, la celulosa y callosa son sintetizadas en la
membrana celular mientras que las hemicelulosas y pectinas son sintetizadas en el
aparato de Golgi (O’Neill et al., 2001} .

La pared celular cumple multiples funciones dentro de las que destacan: (1)
resistir la presién osmética ejercida por el citoplasma y la membrana celular lo que
implica mantener y determinar la forma celular, dar soporte y fuerza mecanica para el
crecimiento de la planta sin perder la flexibilidad y plasticidad celular (Handford, 2006);
(2) participar en el desarrollo y la diferenciacién celular (O’Neill et al., 2001); (3)
establecer una barrera fisica contra patégenos; (4) controlar la tasa y direccion del
crecimiento celular; (5) actuar como fuente de almacenamiento de carbohidratos

reutilizando sus componentes en otros procesos metabolicos, y (6) participar en la




sefializacién ya sea hormonal (Albersheim, 1985) o de sustancias producidas en

respuesta a patogenos.

1.2 Componentes de la Pared Celular,

La pared celular estd compuesta de proteinas, lignina, agua y, principalmente de
polisacaridos, los cuales son el enfoque de este estudio. Esta estructura de soporte
contiene una gran diversidad de azlcares que constituyen polimeros y que es posible
encontrarlos en su forma D- o L- (por ejemplo L-galactosa o D-galactosa). Los aziicares
pueden, a su vez, estar ligados en forma lineal o formando ramificaciones mediante
enlaces a- y B- y pueden suftir acetilaciones, metil-esterificaciones, etc, lo que afiade una
alta variedad en cuanto a la composicién de la pared celular vegetal. Como fue
mencionado anteriormente, la celulosa es el principal componente de la pared celular,
Este polisacarido es un polimero insoluble y lineal compuesto de unidades de D-glucosa
unidas mediante enlaces P (1->4). Las cadenas de celulosa que se forman por fuerzas de
van der Waals y por puentes de hidrégeno se agrupan generando las denominadas
microfibrillas. En menor proporcidn, se encuentran las hemicelulosas y pectinas que son
polimeros mas solubles y que, por lo general, no forman microfibrillas debido a las
ramificaciones y modificaciones que sufren (ej: esterificacién). Las hemicelulosas son
las encargadas de unir estas microfibrillas de celulosa entre si, formando un entramado
muy complejo. En dicotiledéneas, la principal hemicelulosa es el xiloglucano. Este
polimero comparte el mismo esqueleto que la celulosa, y aproximadamente un 75% de
los residuos de glucosa estin unidos a D-xilosa (Handford, 2006). A los residuos de

xilosa se encuentra unido por lo general D-galactosa y, en menor cantidad, L-fucosa.




Las pectinas son otro componente importante de la pared celular ya que forman
una matriz que le otorga flexibilidad a la pared. Dentro de las pectinas se encuentra el
homogalacturonano, el cual es un polimero de dcido D-galacturénico ligado mediante
enlaces a(1-2>4); el ramnogalacturonano I (RG-I) compuesto de unidades alternantes de
L-ramnosa o(l1=2) y 4&cido D-galacturénico P(1-*4) que, a diferencia del
homogalacturonano, posee ramificaciones con cadenas laterales de a(1->5) L-arabinano
y P(1=>4) D-galactano el cual puede estar o no arabinosilado. El tamafio de estas
cadenas laterales es un factor clave en la porosidad de la pared celular. Otra de las
pectinas a destacar es el ramnogalacturonano IT (RG-II; Figura 1) que posee un esqueleto
igual al homogalacturonano pero con una elevada composicién de cadenas laterales
(posee 4 cadenas: A-D) que contienen mas de 10 azicares distintos unidos entre si por
alrededor de 20 tipos de enlaces diferentes (O’Neill et al, 2004). Fuera de las
interacciones covalentes que existen entre estas tres pectinas, RG-II establece una
interaccién no covalente mediada por iones borato, formando dimeros en la pared celular
de Arabidopsis thaliana (O’Neill et al, 2001).

Otro componente no menos importante de la pared celular son las proteinas. La
mayoria de ellas son glicoproteinas y se clasifican segin el aminoacido prioritario en su
estructura: (1) ricas en hidroxiprolina o HPRG; (2) ricas en prolina o PRP; y (3)
enriquecidas en glicina 0 GRP. La funcién de estas proteinas es estructural, asi por
ejemplo algunas funcionan como andamios para la deposicién de la lignina. Otro grupo

de proteinas son las proteinas arabinogalactanos (AGP), altamente glicosiladas con
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Figura 1: Estructura del ramnogalacturonane II (RG-II), En circulo se encuentran los residuos de L-fucosa
que son sustituidos por L-galactosa en el mutante murl de Arabidopsis (ver seccidén 1.6) y subrayado el residuo
de L-galactosa que forma parte de la estructura de RG-II (Extraida de Reuhs et al, 2004).

D-arabinosa, D-galactosa y L-fucosa. Estas proteinas se encuentran involucradas en
procesos bioldgicos como proliferacion celular y diferenciacion, patrones de crecimiento
y formacion y en la interaccion planta-microbio (Georg et al., 2007).

1.3 Biosintesis de los polisacaridos de la pared celular.

Debido a la complejidad que posee la matriz extracelular de las plantas, se estima
que mas del 15% de los genes de las plantas codifican proteinas involucradas en la
biosintesis, ensamblaje o ruptura de la pared celular (Carpita et al, 2001).

La celulosa es el polisacarido mds abundante en las paredes celulares y por lo
tanto, su sintesis est4 finamente regulada. Este polimero es sintetizado en la membrana
plasmatica por el complejo celulosa sintasa que, entre otras funciones, agrega dos
unidades de UDP-D-glucosa a la cadena de celulosa en formacién (Delmer y Haigler,

2002). Este complejo, al igual que las proteinas que componen la pared celular, es




sintetizado en el reticulo endoplasmatico, posteriormente N-glicosilado en el aparato de
Golgi y, finalmente, exocitado hacia la membrana plasmaética.

Para los polisacaridos no-celuldsicos, las enzimas encargadas de la elongacion
de las cadenas de glicanos y de formar las ramificaciones son llamadas
glicosiltransferasas. Estas enzimas son proteinas de membrana que se encuentran en el
aparato de Golgi y requieren como sustrato, aziicares activados en forma de nucledtidos
azucares, comunmente UDP- o GDP-azicares (Feingold and Avigad, 1980). Existen
glicosiltransferasas de dos tipes involucradas en la sintesis de la pared celular: (1)
proteinas de membrana tipo II que se encuentran ancladas a la membrana por su extremo
N-terminal y cuyo sitio catalitico se encuentra en su extremo C terminal (Wulff et al,
2000). Estas enzimas son las encargadas de agregar residuos de aziucares a las
glicoproteinas y la mayoria de los polisacéridos no celuldsicos. Se han descrito una serie
de mutantes en genes que codifican para estas enzimas demostrando la actividad
mencionada. As{ por ejemplo, la mutante mur3 de Arabidopsis presenta menor cantidad
de L-fucosa y la mutacién se encuentra en una fucosiltransferasa especifica de
xiloglucano (Reiter et al, 1997); y (2) proteinas con miltiples dominios transmembrana
tipo III las cuales captan el nucledtido-azticar del citoplasma, fransfieren el azicar al
polisacérido naciente y lo liberan hacia el Itmen del aparato de Golgi. Estas enzimas
también son llamadas enzimas tipo celulosa sintasa {CSL), dado su similitud funcional,
y de secuencia con las celulosas sintasas de la membrana plasmatica. Ademas, se ha
descrito que son capaces de sintetizar polisacaridos que contienen un esqueleto similar al

de la celulosa. Dentro de los polisacaridos que sintetizan se encuentra el xiloglucano,




galactano, xilano y manano. En Arabidopsis se han descrito 8 familias de CSLs que
intervienen principalmente en la sintesis de mananos (Liepman et al, 2005).

Los sustratos utilizados por ambos tipos de glicosiltransferasa son nucleétidos
azucares. El nucledtido unido al azdcar en particular no sélo participa en la “activacién”
del azicar, sino que también es importante para la destinacion final del azficar. Por
gjemplo el residuo de D-glucosa enconfrado en el xiloglucano es suministrado a partir de
UDP-D-glucosa, mientras que para el glucomanano es suministrado a partir de GDP-D-
glucosa. Todos los nucleétidos aziicares cuya unidad nucleotidica es GDP como GDP-
D-manosa, GDP-L-fucosa, GDP-D-glucosa y GDP-L-galactosa son sintetizados en el
citoplasma (Seifert, 2004), mientras que algunos de los UDP-aziicares son sintetizados
en el lumen del aparato de Golgi.

Analizando esta informacidn, surge la necesidad de que la célula vegetal tenga
proteinas que sean capaces de transportar los nucledtidos-aziicares sintetizados en el
citoplasma hacia el lumen del aparato de Golgi en donde se encuentra el sitio activo de
las glicosiltransferasas tipo II. Las proteinas que cumplen esta funcién son los
denominados transportadores de nucledtido-aziicar o TNAs.

1.4 Transportadores de nucleotido azuicar (TNAs).

A nivel bioquimico los TNAs funcionan como transportadores antisentido que
acoplan la salida del nucleésido monofosfato correspondiente, a la entrada del
nucledtido-aziicar (Figura 2). Los nucledsidos monofosfatos son formados por la accién
de una nucledsido difosfatasa que hidrolisa el producto de la reaccidn catalizada por las
glicosiltransferasas (Orellana et al, 1997). En el genoma de Arabidopsis existen al

menos 20 TNAs (Norambuena et al, 2002), sin embargo, hasta el dia de hoy, en
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Arabidopsis sélo se han caracterizado TNAs capaces de transportar GDP-D-manosa,
UDP-D-glucosa y UDP-D-galactosa (Norambuena et al, 2002; Norambuena et al, 2005;
Baldwin et al, 2001; Rollwitz et al, 2006; Bakker et al, 2005). Sin embargo, y dado que
se requiere del transporte de hasta 12 nucledtidos azucares para completar la sintesis de
todos los componentes de la pared celular, es muy probable que los otros TNAs que no
han sido caracterizados sean capaces de transportar otro tipo de nucle6tidos-azicares. Se
han generado algunas lineas de plantas de Arabidopsis mutantes de TNAs que
demuecstran que mutaciones en estos genes pueden provocar severos efectos en el
crecimiento y en las etapas de desarrollo (Handford et al, 2006). En conjunto con esto,
los TNAs pueden regular la sintesis de moléculas especificas. Por ejemplo células
humanas con un transportador de GDP-D-fucosa deficiente pierden la fucosilacién de

proteinas y glicolipidos (Sturla et al, 2006).

ORGANELLE
LLMEN

CYTOSOL

KDI-Sugrs

Figura 2: Medelo general de transporte mediado por un TNA. El aziicar-XDP entra al limen del aparato de
Golgi acoplado a la salida de un nucledsido monofosfato (XMP) el cual es producido por la accién de una
pirofosfatasa ubicada en la membrana del organelo. La glicosiltransferasa tipo II es la encargada de transferir el
azticar a la cadena naciente, proteina o lipido, liberando asi ¢l nucledsido difosfato (Extraida de Martinez-
Duncker et al, 2003).
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Los TNAs pertenecen a la superfamilia de transportadores de drogas/metabolitos.
En plantas, esto incluye el traslocador plastidico de triosa-fosfato (TPT) y otros
traslocadores de fosfato relacionados (Knappe vy cols., 2003).

En cuanto a su funcionalidad, la mayoria de los TNAs descritos son
monoespecificos, pero algunos son capaces de transportar mas de un nucledtido azicar
(Hong et al, 2000; Norambuena et al, 2002). Sin embargo, hasta la fecha no se ha
descrito un TNA capaz de transportar UDP y GDP-aztcares en ninglin organismo.

1.5 Familia de transportadores GONST.

Cuando se obtuvo la secuencia de un TNA de Arabidopsis que se localizaba en el
aparato de Golgi y que era capaz de transportar GDP-D-manosa (GONST1; Baldwin et
al, 2001), se realizé un BLAST con su secuencia contra el genoma de Arabidopsis y se
encontraron otros 4 posibles transportadores de GDP-azucares del aparato de Golgi en
Arabidopsis (Handford y col, 2004). Todos poseen entre 300 y 350 aminoécidos y se
predice que tendrian entre 9 y 10 dominios transmembrana. Poseen un motivo
caracteristico de unién a GDP altamente conservado; GX(L/V)NK (Gao et al, 2001) y
tienen residuos NK. conservados de antiporte o de unién a nucledsidos monofosfatos en
el extremo carboxilo terminal. Los miembros de esta familia fueron denominados
GONST2, 3, 4 y 5 y en estudios han sido agrupados en tres clados: GONST1 con
GONST2, GONST3 con GONST4, y GONST5 con otras 6 proteinas no caracterizadas
{Handford et al, 2004). Al expresar GONST1, GONST4 v GONSTS5 fusionados a la
proteina fluorescente verde (GFP) transiforiamente en tabaco, se les encuentran
localizados en el aparato de Golgi y es muy probable que los otros dos TNAs también se

localicen en este organelo. Vrgdp de Saccharomyces cerevisiae es un TNA de GDP-D-
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manosa, y la cepa mutante (vrg4-2) es deficiente en el transporte de GDP-D-manosa y
presenta dos fenotipos asociados a esta mutacion: sensibilidad a higromicina B y
reduccién de la glicosilacion en la quitinasa extracelular (Dean et al, 1997). Los
resultados de un ensayo de complementacion funcional de la familia GONST expresada
en vrg4-2 mostraron que sélo GONST1 y GONST2 fueron capaces de complementar
ambos fenotipos, indicando que GONST2 es un transportador de GDP-D-manosa,
mientras que GONST3, 4 y 5 fueron capaces de revertir s6lo la sensibilidad al
antibidtico, mostrando que son capaces de transportar GDP-D-manosa a través del
aparato de Golgi, pero con una menor eficiencia.

1.6 GONST4 un posible transportador de GDP-L-galactosa.

Tal como fue mencionado, GONST4 es un transportador de nucledtido azicar de
Arabidopsis que se localiza en el aparato de Golgi. Posee 341 aminodcidos de los cuales
mas de un 40% son de caracter hidrofdbico, lo cual reafirma su condicién de proteina de
membrana. Junto a esto, dentro de su secuencia posee el sitio de union a GDP
(G264 V VNK368).

Con relacion al sustrato que esta proteina es capaz de transportar, atin no se ha
realizado ningln ensayo que lo determine. Sin embargo, se sabe que dentro de los
posibles GDP-azlicares que pueda transportar, los que las plantas utilizan son GDP-L-
fucosa, GDP-D-manosa, GDP-D-glucosa y GDP-L-galactosa (Feingold y Avigad,
1980). En particular este Gltimo nucledtido aziicar resulta de particular interés debido a
que hasta la fecha no se ha descrito algiin TNA en ningiin organismo que lo utilice como
sustrato. Ademas, la sintesis de glucomanano es el tnico requerimiento en el aparato de

Golgi para GDP-D-manosa y GDP-D-glucosa. Se demostrd in vitre que la biosintesis de
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ambas hemicelulosas es realizada por glicosiltransferasas tipo celulosa sintasa (CSL),
capaces de captar GDP-D-manosa y GDP-D-glucosa desde ¢l citoplasma, transferirlas al
lumen del Golgi y al mismo tiempo catalizar la reaccién de sintesis de estos
polisacéridos (Liepmann y cols., 2005). Por lo tanto, debido a que existen otras proteinas
encargadas de transportar GDP-D-manosa y GDP-D-glucosa, los posibles sustratos in
vivo de GONSTH4 se limitariann a GDP-L-fucosa y/o GDP-L-galactosa.

Esta demostrado (Rehus et al, 2004) que L-galactosa es un componente
importante de la pared celular primaria de las plantas y que la mayoria de este azcar, si
no toda la L-galactosa de la pared celular primaria, se encuentra localizada en la cadena
A de ramnogalacturonano Il (RG-II; Figura 1). En conjunto con esto, los mismos
estudios demostraron que en la mutante murl de Arabidopsis que posee un defecto en la
enzima que convierte GDP-D-manosa en GDP-L-fucosa, reemplaza en el xiloglucano,
en glicoproteinas y en toda la estructura de RG-II, los residuos de L-fucosa por L-
galactosa produciéndose un fenotipo con multiples defectos en la pared celular (O’ Neill
et al, 2001).

En conjunto a esto, GDP-L-galactosa es requerido también para la sintesis de
acido ascorbico (vitamina C) en plantas, incluyendo Arabidopsis (Seifert y Roberts
2004). Las funciones del &cido ascorbico son principalmente funcionar como
antioxidante y como cofactor enzimatico. Sumado a esto, cumple un rol importante en
procesos como la fotosintesis, foto-proteccién, resistencia al estrés, control del
crecimiento celular y en la biosintesis de hormonas (Davey et al, 2000; Conklin y Barth,

2004).
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1.7 Consideraciones experimentales.

Dentro de la ruta de biosintesis del 4cido ascérbico existe una etapa limitante: la
conversién de GDP-D-manosa en GDP-L-galactosa. Esta reaccién es catalizada por una
enzima denominada GDP-D-manosa 3°5° epimerasa (GME). La enzima GME es capaz
de realizar la epimerizacién de los carbonos 3 y 5 de la D-manosa produciendo GDP-L-
galactosa y como producto secundario GDP-L-gulosa que resulta de una epimerizacion
incompleta que sdélo ocurre en el carbono 5 (Major et al 2005). GDP-D-manosa se
encuentra disponible comercialmente, pero tanto GDP-L-galactosa no marcada como
marcada radioactivamente, no lo estd. Tomando esto en consideracién, la reaccién
catalizada por GME es una opcion viable para sintetizar GDP-L-galactosa, y luego
purificarlo mediante HPLC. Sin embargo, luego de la purificacion se hace necesario
comprobar que el producto formado y purificado realmente corresponde a GDP-L-
galactosa. Una forma de verificar esto es utilizando la técnica " Analisis de polisacaridos
usando gel de electroforesis de aziicares " (PACE). Esta metodologia permite agregar un
fluoréforo a monosacéaridos reductores y separarlos por electroforesis en geles de
poliacrilamida (Goubet et al, 2002) para su identificacién contra estdndares comerciales.

Debido a la importancia que posee la pared celular para las diversas funciones
celulares, resulta de gran importancia estudiar en detalle los componentes de ella y sus
mecanismos de sintesis y regulacion. Con este objetivo en mente, resulta sumamente
interesante tener una mayor comprensién de los TNAs. En esta memoria de titulo se
abordé algunos temas para caracterizar funcional y estructuralmente GONST4. En
relacion a la parte estructural se realizaron predicciones in silico para determinar la

estructura terciaria de la proteina. Se comenzd con predicciones sobre la estructura
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secundaria de la proteina con herramientas bioinformédticas para dar soporte a las
predicciones de dominios transmembrana que se generaron posteriormente y que, a su
vez, generaron preguntas sobre el niimero de dominios transmembrana que esta proteina
posce. Para responder a éstas, se desarrollo una estrategia molecular que consistié en
generar vectores con epitopes (GFP y una secuencia FLAG) en los extremos N terminal
de la protefna para que sea posible estudiar la orientacién de este extremo y asi validar
uno de los modelos de dominios transmembrana. Ademas, se desarrollé la herramienta
para generar el vector con un epitope en el extremo C terminal. En cuanto a la
caracterizacion funcional de la proteina se generé una filogenia de distintos TNAs con
distintas especificidades de sustrato, se sintetizé y purificc GDP-L-galactosa que
posteriormente se utilizo para ensayos de transporte, mostrandose por primera vez un
TNA capaz de transportar GDP-L-galactosa. De esta manera se da comienzo a la
caracterizacion de la topologia de membrana que posee esta proteina y se da pie a la
comprensién del mecanismo a través del cual opera y las regiones de la secuencia que

podrian ser importantes para el transporte de GDP-L-galactosa,
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2. OBJETIVOS.
OBJETIVOS GENERALES.

1-. Desarrollar herramientas moleculares que permitan identificar la localizacién

subcelular del extremo N terminal de GONST4.

2-, Implementar y desarrollar una metodologia de sintesis de GDP-L-galactosa marcada

radioactivamente para ser utilizada posteriormente en ensayos de transporte.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.2) Realizar predicciones in silico sobre la estructura secundaria y terciaria de GONST4
y generar un arbol filogenético para determinar las relaciones que existen entre los

distintos TNAs y GONST4.

1.b) Generar un vector molecular que posea la secuencia FLAG y otro que posea la

secuencia codificante de GFP en el extremo N-terminal de GONST4.

2.a) Disefiar un protocolo de HPLC mediante ¢l cual sea posible separar GDP-D-manosa

de GDP-L-galactosa.

2b) Sintetizar y purificar GDP-L-galactosa y GDP-["*C]-L-galactosa mediante
reacciones con la enzima GDP-manosa 3,5 epimerasa (GME) usando GDP-D-manosa

no-marcada, y luego marcada radioactivamente como sustrato.

2.c) Realizar ensayos de transporte con vesiculas de Golgi extraidas de hojas de tabaco
infiltradas con los vectores desarrollados en el objetivo 1.b) utilizando como sustrato

GDP-["*C]-L-galactosa sintetizada previamente (2.b).
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3. MATERIALES Y METODOS.

3.1 Analisis bioinformatico.

3.1.1 Prediccion de dominios transmembrana en GONST4.

Para la prediccion de dominios transmembrana (DTM) de los distintos TNAs se
utilizaron 3 herramientas distintas: (1) TMPRED
(www.ch.embnet.org/software/TMPRED form.html); (2) TMHMM v 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) v; 3) HMMTOP
(http://www.enzim.hw/hmmtop/). Tomando en cuenta los resultados que estas
herramientas entregaron, se procedié a analizar la estructura secundaria de la proteina
utilizando JPRED 3 (http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-jpred/) para ver si ésta

concordaba con los DTM predichos.

3.1.2 Construccion del arbol filogenético.

Se realizé un BLAST y un PSI-BLAST (Altschul et al, 1990) con la secuencia de
GONST4 (NCBI accesion: 29329823) hasta llegar a la convergencia y luego se
seleccionaron secuencias con un e-value < 10™*. En este punto se eliminaron secuencias
por los siguientes criterios: (a) secuencias parciales y (b) inclusién de una secuencia en
otra. Una vez seleccionadas las secuencias, se realizd un alineamiento mediante
CLUSTALX (Higgins et al, 1994) y se generaron arboles tentativos con SplitsTree4
utilizando el algoritmo de Neighbor Joining (NJ) con 1000 repeticiones para descartar
secuencias que dieran valores Bootstrap inferiores a 50. Finalmente, con las 60

secuencias escogidas se generd el arbol filogenético utilizando el software MrBAYES
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version 3.1.2 (Ronquist et al 2003) el cual utiliza un algoritmo basado en el método
bayesiano. Se utilizé6 como nimero de generaciones (nfreq) 1.000.000 y una frecuencia
de muestreo (samplefrq) de 1.000. El modelo evolucionario utilizado fie el modelo

mixto.

3.1.3 Busqueda de residuos determinantes para la especificidad (SDRs).

Una vez obtenido el arbol filogenético se procedié a utilizar el alineamiento y la
informacidn sobre las familias obtenidas para obtener informacién acerca de los residuos
importantes para la funcion de la proteina. Para esto se utiliz6 la herramienta disponible

en el sitio: http://mutations.mit.edu/SDR.

3.2 Sintesis de GDP-L-galactosa.

La enzima GDP-D-manosa 3,5 epimerasa (GME) posee la capacidad de
convertir GDP-D-manosa en GDP-L-galactosa (Major et al, 2005). Previamente se
desarroll6 en el Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal de la U. de Chile una cepa
de Escherichia coli que produce esta enzima recombinante luego de ser inducida via

IPTG. Para el trabajo posterior se utilizo un extracto crudo de esta enzima recombinante.

OH  b'"-epimerization 3" .epimerization

. OH —_— CH
OHH OH -— OH OH -~ H OH

Ho 0-GbP HO O-GDP HO 0GDP
H H H H OH

GDP-D-mannose GDP-L-gulose GDP-L-galactose

Figura 3: Esquema de reaccién catalizada por GME. La reaccién ocurre en dos pasos. En primer lugar se
produce una epimerizacitn en el carbono 5’ dando lugar a un producto intermedio (GDP-L-gulosa) y luego una
cpimerizacién en el carbono 3’ dando lugar a GDP-L-galactosa.
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3.2.1. Reacciones enzimadticas con GDP-D-manosa 3,5’ epimerasa.

Se realizaron dos tipos de reacciones dependiendo de si el sustrato estaba o no
marcado radioactivamente. Para las reacciones sin radioactividad se utilizé un volumen
final de 50 pL que contiene 75 pg de proteina de un extracto crudo de E.coli que
contiene la enzima, GDP-D-manosa 150 uM y buffer Tris-HCl 50 mM pH=8,0. En el
caso de las reacciones con marca, se utilizé6 un volumen final de 150 pL que contiene
GDP-[U-"C}-manosa (GE Healthcare) 150 pM (282 mCi/mmol), 75 pg de extracto
crudo de la enzima y buffer Tris-HCl 50 mM pH=8,0. A continuacion las reacciones
fueron incubadas en bafio termoregulado a 21 °C durante 8 horas. Se elimind el extracto
enzimatico, con el fin de eliminar el ruido del espectro, mediante filtros Amicon YM-3
que atrapan moléculas con un peso mayor a 3 kDa. Las reacciones fueron traspasadas al
filtro y luego centrifugados a 20 °C a 25.000 g durante 90 minutos. Transcurrido este

tiempo, ¢l filtrado fue almacenado a -20 °C o utilizado inmediatamente.

3.2.2. HPLC de fase reversa con par iénico.

Se utilizé un sistema Waters de HPLC que consiste en el modelo N°626 de bombas,
un controlador de 600S y un detector UV modelo 2487. Los buffers fueron preparados
con agua nanopura filtrada y los nucledtidos azicar fueron resueltos en una columna
Purospher STAR RP18 endcapped (0.46 x 25 cm; Merck) con un flujo de 1 mL/min. En
primer lugar, durante 5 min se utilizé un flujo isocratico de acetonitrilo 1% en buffer
TEAA 20 mM pH=6,0. Una vez transcurrido este tiempo, se realiz6é un gradiente lineal
desde 1-2,5% de acetonitrilo en buffer TEAA 20 mM durante 20 min y finalmente la

columna fue lavada con 4% de acetonitrilo en buffer TEAA 20 mM por 10 minutos. El
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efluente fue monitoreado en dos canales con un detector UV a 254 nm y el otro a 280
nm. Previamente a cada corrida la columna se activé lavando durante 30 minutos con
acetonitrilo al 10%, luego se realizé un gradiente lineal de 10 minutos desde acetonitrilo
10% en buffer TEAA 20 mM pH=6,0 hasta acetonitrilo 1% en buffer TEAA 20 mM
pH=6,0 para finalmente equilibrar durante 20 minutos con esta tltima condicién. Si al
final de este tiempo el detector de absorbancia se mantenia constante, se procedia a
cargar las muestras al aparato; en caso contrario, se seguia equilibrando hasta alcanzar
este estado de equilibrio. Las fracciones de interés fueron colectadas cada 1 minuto
desde los 11 hasta los 17 minutos de cada corrida e identificadas en el caso de las
reacciones con marca radioactiva, por su aparicién en el espectro y por el nimero de
cuentas en el contador de centelleo. Para esto Giltimo, se tomaron 2 pL de cada fraccion y
se diluyeron en 4 mL de liquido de centelleo (Ecosint A; National Diagnostics, Atlanta,
GA). Una vez identificadas las fracciones, fueron secadas al vacio en SpeedVac y luego

resuspendidas en agua nanopura (50 uL de agua por cada 100 pmoles).

3.2.3. PACE (Polysaccharide Analysis using Carbohydrate gel Electrophoresis).

Se utilizod esta técnica para verificar la identidad de los nucleotidos aziicares

purificados por HPLC (Goubet et al, 2002).

a) Hidrolisis y derivatizacion con 2-aminoacridona (AMAC).

En primer lugar, para liberar el azicar del nucledtido, se realizo la hidrolisis del
nuclettido-azicar en HC1 0,1 M durante 10 minutos a 100 °C (Paladini y Leloir, 1952)
con las fracciones colectadas del HPLC. Una vez realizado este tratamiento, se procedié

a derivatizar los azicares con el fluoréforo AMAC (Figura 4). Para esto se tomaron 5 pul
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de cada uno de los aziicares (estandares de manosa y galactosa 1 mM; fracciones
correspondientes a GDP-D-manosa y GDP-L-galactosa de la seccion 3.2.2 hidrolizada)
y fueron secados completamente al vacio. Una vez secados se agregé a cada tubo 5 pL
de NaCNBH; (1 M, preparado en el momento) y 5 uL. de AMAC (0,1 M, en écido
acético/DMSO, 3/17, v/v) y esta mezcla fue incubada 8 hrs. a 37 °C en oscuridad. La
solucién fue secada nuevamente al vacio y luego los azlcares derivatizados se
resuspendieron en 100 pL de urea 6 M y fueron guardados a -20 °C siendo estables por

al menos 6 meses en estas condiciones.

PACE
O
o OH g
S T pp——
NH2- F l
- NH— F ik N—F
NaCNBH3 inestable
estable

F = fluoroforo

Figura 4: Principio de derivatizacién de los aziicares. X representa un grupo OH- para monosacaridos o un
azucar para el caso de oligosacéridos. El fluoréforo se liga al aziicar mediante un ataque nucleofilico al grupo ceto
formando un intermediario inestable que es rapidamente estabilizado por la adicion de cianoborato de sodio.

b) Electroforesis. (modificada de Goubet et al 2002).

-18 -




Se prepar6 un gel con 8 mL de solucién separadora al 20% (19,4% acrilamida y
0,6% N,N’-metilen-bis-acrilamida) que contiene Tris-borato 0,5 M pH =8,2, persulfato
de amonio (APS) 0,1%, N,N,N’,N’-tetrametilendiamina (TEMED) 0,1% y urea 30%
(p/v); ¥y 2 mL de una solucidn concentradora al 5% (4,9% acrilamida y 0,1% N,N’-
metilen-bis-acrilamida) que contenia Tris-borato 0,5 M pH =8,2, APS 0,1%, TEMED
0,1% y urea 46% (p/v). Las dimensiones del gel eran 140 mm de largo y 0,5 mm de
espesor con catriles de 15 mm de ancho. Una vez polimerizado el gel, se procedié a
cargar 10 pL de cada muestra y para observar el frente de migracion se cargé 2 plL de
azul de bromofenol en otro carril. Se utilizé como buffer de corrida Tris-borato 0,1 M
pH=8,2 y las muestras fueron corridas a 100 V durante 30 min., luego a 200 V durante
30 min. y finalmente a 500 V por 60 min. Durante la electroforesis la camara se
mantuvo en hielo y dentro de un refrigerador a 4 °C. Para visualizar el gel se utilizé un
transiluminador UV (longitud de onda 360 nm) y la imagen fue capturada con una

camara digital.

3.3 Generacion de vectores pGWB12-G4 y pMDC43-G4.

3.3.1 PCR de GONSTA4.

Para las reacciones de PCR de GONST4 se utilizé 0,5 U de Taq DNA polimerasa
(Fermentas) en Buffer 1X, MgCl, 5 mM, dNTPs 0,2 mM, partidores G4F3 y G4R3 (ver
tabla I) 0,5 pM, 1 pL de molde correspondiente y agua hasta completar 20 pl. El
programa utilizado para la reaccidén estd descrito en la tabla Il (PCR GONST4 ORF).
Como control positivo de PCR se utilizé plasmido secuenciado que contiene el gen de

GONST4 (pTOPO-G40, R. Caroca)
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Tabla l. Partidores utilizados en las reacciones de PCR.

Nombre Secuencia

Descripcion

5-ATG TCG TCC TCT CGA

GaF3 TTCGAT TC-3'

5- TCA TAC AAC AGA AGC

GAR3 TAGTIT CCC -3

5- GGT AGG ATC GGG AGG

GAPAF MAG .

GAPA 5-CTG GTG CCA AGA AGG
R TTATC &

5-CGC CAC GCG TCG ACT
AGTACTTITTITTITTT]
TITT-&

Oligo
AP

Secuencia que amplifica GONST4 desde el coddn
de inicic del gen (subrayado).

Secuencia que amplifica GONST4 desde el codon
de término (subrayado). Si se amplifica con G4F3
amplifica el gen completo desde el codon de inicio
hasta el coddn de termino (1026 pb).

Secuencia utilizada para verificar la integridad del
cDNA. Hibrida con una regién 5" interna de la
secuencia de la dliceraldehido 3-fosfato
dehidrogenasa.

Secuencia ulilizada para verificar la integridad del
cDNA. Hibrida con una region 3° interna de la
secuencia de la (dliceraldehido 3-fosfato
dehidrogenasa. Con GAPA F produce un
amplicdn de 400 pb.

Secuencia utilizada para la reaccidon de RT.
Hibrida con la cola de poliadenina de los RNA,.

Tabla Il. Programas utilizados para amplificar GONST4 y GAPA (a) y para la reaccién de

transcripcion reversa (b).

a) GONST4 ORF.
Estado Paso Temperatura Tiempo N° de ciclos
1-. “Hot Start” 1 94°C 5 min 1
1 94°C 30 seg
64°C (gonstd)
2 58°C (gapa) 30 seg
2-. Reaccion 3 790G 40 seg 30
3-. Terminaclén 72°C 10 min 1
4°C o
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b) Programa RT.

Paso Temperatura Tiempo N° de ciclos
1 70°C 5 min 1
2 25°C 5 min 1
3 42°C 60 min 1
4 70°C 15 min 1

3.3.2 Visualizacion de DNA y RNA mediante electroforesis.

La integridad del DNA y RNA total se analiz6 en un gel de agarosa al 1% (p/v), el
cual fue preparado con buffer TAE 1X (Tris-acetato 40 mM y EDTA 1 mM, pH=8) y
bromuro de etidio 1 pg/mL. Se mezcldé cada muestra con buffer de carga [Azul de
bromofenol 0.25% (p/v), xylene cyanol 0.25% (p/v) y glicerol 80% (v/v)] en una
proporcion 1:6. El gel se corrié en una camara de electroforesis con buffer TAE 1X a
una diferencia de potencial de 100 V durante aproximadamente 20 min. La visualizacion
se llevo a cabo en una cadmara oscura equipada con un trans-iluminador UV

(GeneGenius Classic de SynGene®).

3.3.3 Clonamiento de GONST4 en pCRS®/GW/TOPO®.

El vector pCR8®/GW/TOPO® (Invitrogen) es un vector et

de entrada del sistema Gateway®, posee resistencia a
espectinomicina y tiene los sitios de recombinacion del
bacteriofago A: attLl y attL2 (Figura 5). La ligacion que

ocurre con este vector es del tipo TA y se produce por la

ibridacion que r imi ' .
hibridacion que se produce entre las timinas libres que posee TR —

3 . : CR8®/GW/TOPO® .
el vector en el extremo 5’ y las adeninas libres que deja Tagq d

i M=




polimerasa en ¢l extremo 3’ del producto PCR.

Para la reaccion se utilizaron 4 pL del producto de PCR de GONST4, 1 pL de
solucion salina (1,2 M NaCl + 0,06 M MgCl,) y 1 uL del vector. La mezcla se incubd
por 30 minutos a 25 °C. Luego de este tiempo, se tomaron 3 pL de esta reaccion para
guardar a -20°C y los otros 3 pL se utilizaron para transformar E. coli DH5a. Los
transformantes fueron seleccionados en placas de LB-agar (1,6% agar, 1% NaCl, 1%
triptona y 0,5% de extracto de levadura) + espectinomicina a una concentracion final de

100 pg/mL.

3.3.4 Crecimiento y transformacion de E. coli DH5a.

Se tomé una alicuota (~150 pL) de células de E. coli DH5a quimicamente
competentes y se le agregd 3 uL del producto de la seccién precedente. Una vez
mezclados ambos componentes, el tubo fue incubado en hielo por 45 minutos y a
continuacion se a 42 °C por 1,5 minutos y luego dejarlas nuevamente en hielo.
Inmediatamente se agreg6 al tubo 1 mL de medio LB (1% NaCl, 1% triptona y 0,5% de
extracto de levadura) y se incubaron las células por 1 hora a 37 °C para luego
sembrarlas en el medio de seleccién correspondiente (LB-agar + antibidtico adecuado) e

incubarlas 8 hrs. a 37 °C.

3.3.5 Mini-preparaciones de DNA plasmidial.
Las colonias de bacterias que se analizaron, fueron crecidas en 5 mL de medio
LB liquido con el antibitico adecuado. De los 5 mL, 1 mL fue guardado en stock con
glicerol al 20% a -80 °C como respaldo. Los plasmidos bacterianos fueron aislados de

los 4 mL restantes, mediante mini-preparaciones siguiendo las instrucciones del

-22-




fabricante (AxyPrep Plasmid Miniprep Kit, Axygene®, N° de catalogo AP-MN-P-250).
Finalmente, se resuspendieron los plasmidos en 35 pL de una solucién de 2,5 mM Tris-

HCl, pH=8,5.

3.3.6 Confirmacion de transformacion de E. coli y A. tumefaciens.

En el caso de E. coli, el DNA plasmidial obtenido es lo suficientemente
abundante para poder digerirlo con endonucleasas en los pasos de clonacién y
verificacién, Por el contrario para 4. tumefaciens, debido al menor nimero de copias de
sus plasmidos y la poca eficiencia de extraccion, la cantidad de DNA plasmidial extraido
no es suficiente como para realizar pruebas con endonucleasa, pero si suficiente para
servir como molde en reacciones de PCR.

La confirmacién de que el vector poseia ¢l inserto correspondiente fue realizada por
dos métodos: (1) verificacién mediante PCR y (2) digestién enzimatica con Hpal. Para
el primer método se utilizd el protocolo de PCR ya descrito (seccion 3.3.1), mientras que
para la restriccion se utilizé 10 U de la enzima Hpal en buffer Neb4 1X vy
aproximadamente 100 ng del vector completando con agua a un volumen final de 20 pL.
La mezcla se dejé incubé a 37 °C durante 1 hora. Las colonias positivas fueron

denominadas pCR8-GONST4 y guardadas a -80 °C en glicerol 20%.

3.3.7 Recombinacicn con pMDC43 y con pGWBI 2.

Se utilizaron 2 vectores de destinacion del sistema Gateway® para recombinar
con pCR8-GONST4: (1) vector pMDC43 (Curtis et al 2003) que posee sitios attR1 y
attR2, resistencia a kanamicina, en su extremo 5’ posee 2 promotores fuertes y

constitutivos 35S del virus mosaico del coliflor seguidos por la regién codificante de la
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proteina fluorescente verde (GFP) y; (2) vector pGWB12 (Nakagawa 2007) que también
posee los sitios attR1 y attR2, resistencia a kanamicina, promotor 35S y la secuencia
FLAG (DYKDDDDK) en su extremo 5°. Para cada una de Ias reacciones, se utilizd 150
ng del vector de entrada (pCR8-GONST4), 150 ng del vector de destinacién, buffer de
reaccion LR clonasa 1X y buffer TE pH=8,0 hasta completar 16 pL. Una vez mezclados
los componentes, se agregé 4 pL del "mix" enzimatico de LR clonasa que se mantuvo
todo el tiempo en hielo. La reaccién fue incubada durante 1 hora a 25 °C y luego se
detuvo agregando 2 pL de Proteinasa K a cada tubo seguido por una incubacion de esta
reaccion a 37 °C durante 10 minutos. Una vez realizado esto, se procedié a transformar
células de E. coli DH5u quimicamente competentes que luego fueron sembradas en

medio LB-agar Kan 100 pg/mL e incubadas O.N. a 37 °C.

3.3.8 Confirmacion de la recombinacion.

La recombinacién fue confirmada mediante dos métodos: (1) PCR de GONST4
¥, (2) digestion enzimética. Para el primer método se utilizo el protocolo de PCR ya
descrito (seccién 3.3.1). Para el analisis del vector pMDC43-G4 se utilizé 10 U de la
enzima Pst{ en buffer 1X, aproximadamente 150 ng del vector y agua hasta completar
20 pL. La reaccion fue incubada a 37 °C durante 1 hora. En el caso del anilisis del
vector pGWB12-GONST4 se utilizaron 10 U de la enzima EcoRI en buffer 1X,
aproximadamente 100 ng del vector y agua hasta completar 20 pL. La reaccién fue
incubada a 37 °C durante 30 minutos. Las colonias positivas fueron guardadas a -80 °C

en glicerol 20%.
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3.3.9 Generacion de células competentes de Agrobacterium tumefaciens.

Se inoculé Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101 en 5 mL de medio LB (1%
NaCl, 1% triptona y 0,5% de extracto de levadura) con los antibiéticos rifampicina (10
ug/ml) y gentamicina (50 pg/ml) para la seleccion del DNA cromosémico y del
plasmido Ti, respectivamente. Luego se incubd a 28 °C con agitacién durante toda la
noche. Al dia siguiente se inocularon 4 mL de este cultivo en 100 ml de LB con los
antibidticos antes mencionados a la concentracion indicada. Se incubd este cultivo hasta
alcanzar una ODygq de 0,5, se incubd en hielo por 10 minutos y se centrifugd a 3.000 g
por 20 minutos a 4 °C. Se elimind ¢l sobrenadante y el sedimento fue resuspendido en 1
ml de CaCl; 20 mM (estéril y a 4 °C). Se realizaron alicuotas de 100 pL de esta
suspension y se congelaron en nitrégeno liquido. Finalmente se guardaron a -80 °C hasta

ser utilizadas. Todo este procedimiento fue realizado en condiciones de esterilidad.

3.3.10 Transformacién de Agrobacterium tumefaciens.

Se descongeld una alicuota de 200 pl de 4. tumefaciens competente en hielo. Se
le agregaron 200 ng del plasmido (pMDC43-G4 o pGWB12-G4) y se incubd en hielo
por 20 minutos. Pasado este tiempo, el tubo fue congelado durante 5 minutos en
nitrégeno liquido, luego se incub6 a temperatura ambiente por 5 minutos mdas y se
agregd 1 ml de LB. Este cultivo fue incubado a 28 °C con agitacién O.N. y luego fue
sembrado en medio LB-agar con Gentamicina 100 pg/mL, Rifampicina 10 pg/mL y
Kanamicina 100 pg/mL e incubado por 2 dias a 28 °C. Finalmente las colonias
resistentes se crecieron en 5 ml de LB con antibidtico de seleccion a 28 °C con agitacién

por 24 hrs. A estos cultivos se les realizé un shock térmico en termociclador a 95°C
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durante 5 minutos y luego una reaccién de PCR GONST4 ORF (ver tabla II, seccion
3.3.1) para verificar que las colonias resistentes correspondian a transformantes. Las
colonias positivas para estas reacciones fueron guardadas en glicerol al 20% a -80 °C

hasta ser utilizadas. Todo este procedimiento se realizé bajo condiciones de esterilidad.

3.4. Analisis de funcionalidad de los vectores pGWB12-G4 y pMDC43-G4.

3.4.1 Infiltracion de hojas de Nicotiana tabacum.

Para verificar la funcionalidad de las construcciones, se procedié a infiltrar hojas
de tabaco con 4. tumefaciens portando el vector de interés. Para realizar esto, se incubd
A. tumefaciens a 28 °C O.N. en medio LB Gentamicina 100 pg/mL, Rifampicina 10
pg/mL y Kanamicina 100 pg/ml (ya que ambos vectores poseen la misma resistencia).
Luego, se centrifugé este cultivo a2 5.000 g durante 5 minutos y se resuspendio el
sedimento en medio de infiltracion (0,5 X MS, sacarosa 20 g/L, MES 10 mM y
Acetosiringona 300 pM, pH=5,7) hasta obtener una densidad optica de 0,5. Esta
solucion se incubd incubando durante 2 horas con agitacion a 28 °C y luego se procedio
a inyectar con una jeringa hojas de N. tabacum variedad Xanthi, de 4 semanas de edad y
crecida a 22 °C con 16 horas de luz diarias, previamente humedecida, por su parte
abaxial. Luego de la infiltracion, las plantas se mantuvieron a 23 °C y con 16 horas de

Iuz diarias hasta la cosecha de las hojas, que se realiz6 3 dias post infiltracion (d.p.i).

3.4.2 Extraccion de RNA.

Se homogenizaron aproximadamente 100 mg de hojas de tabaco 3 d.p.i. en un
mortero estéril con nitrégeno liquido. Una vez homogenizado el tejido, se transfirio a un

tubo que contenia 1 mL de RNA-Solv ®, se agregd 0,2 ml de cloroformo, se agité en
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vortex por 10 segundos y se incubd en hielo por 10 minutos. Una vez incubado, se
centrifugd por 15 minutos a 12.000 g a 4 °C. Se rescaté el maximo posible de la fase
superior (acuosa) para transferirla a un nuevo tubo eppendorf que contenia 500 ul de
isopropanol enfriado a -20 °C. Se incubé a -20 °C por 20 minutos y luego se centrifugd
por 10 minutos a 12.000 g a temperatura ambiente. Luego, el sedimento fue lavado con
1 ml de etanol 80% enfriado a -20 °C y se agitdo por 10 segundos con vortex. A
continuacién se centrifugd por 5 minutos a 7.500 g, se eliminé el sobrenadante y se dejo
secar por aproximadamente 10 minutos a temperatura ambiente hasta que se evaporo el
etanol remanente. Finalmente se resuspendié el RNA en 30 pl de agua libre de RNAsas
(DEPC) y se guardd a -20 °C hasta ser utilizado. Para determinar la calidad del RNA
extraido, se corrié una muestra en un gel de agarosa 1% en buffer en TAE 1x (seccién
3.3.2) vy se observd la presencia de las bandas correspondientes a los RNA ribosomales
de las subunidades 28 S y 18 S (en una proporcién aproximada de 2:1). La
cuantificacion se realiz6 con el programa nanodrop (NanoDrop® ND-1000 UV-Vis).

Tratamiento con DNAasa.

Para eliminar contaminacién del RNA con DNA, se tomaron 2 pg de RNA y se
agreg6 1 pL buffer DNAasa + 1 pul. DNAasa + 0,5 pL inhibidor de RNAasa
completando el volumen hasta 10 pl con H,O DEPC. Se incubd a 37 °C por 20 minutos
y se puso en hielo. Finalmente se agreg6 1 uL de EDTA DEPC 25 mM y se guardé a -20

°C.

3.4.3 RT-PCR.

Para realizar la reaccion de retrotranscripcion se utilizaron 5,5 pL. del RNA

tratado con DNAasa (1 pug) y 1 pL de dligo AP (tabla I). Esta mezcla fue dejada en el
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termociclador durante 5 minutos y luego se agregd a cada tubo 13,5 pL de “mix-RT”
(Buffer Impron II 1X, MgCl, 25 mM, dNTPs en DEPC 10 mM y RT-Impron II
(Invitrogen)). Para esta reaccidn de retrotranscripcion se utilizd el programa RT (tabla II,
seccion 3.3.1). Una vez concluida esta etapa, se procedié a amplificar 1 pL de los
cDNAs obtenidos con el programa GONST4 ORF. Los controles se encuentran

especificados en la seccion de resultados.

3.4.4 Extraccion aparato de Golgi,

Se maceraron las hojas de tabaco transformadas transitoriamente, de 3 d.p.i., sin la
vena principal en un mortero fifo con 1 volumen de SPM 0,5 M (sacarosa 16% p/p,
KH,PO, 100 mM pH 6,65, MgCl; 5 mM, DTT 10 mM) el cual fue preparado al
momento de utilizar. Se filtré el macerado con 2 capas de gasa, y se centrifugd por 15
minutos a 16.000 g y a 4°C. Luego, se rescaté el sobrenadante y se dispuso en un tubo de
ultracentrifuga sobre un cojin de 7 mL de una solucién de SPM 1,3 M (sacarosa 38%
p/p, KH;PO4 100 mM pH 6,65, MgCl, 5 mM, DTT 10 mM) lo que se centrifugd por 90
minutos a 130.000 gy a4 °C.

Se procedio a retirar el sobrenadante, dejando la interfase y el cojin de SPM 1,3 M.
Se form6 un gradiente de sacarosa, agregando a la interfase 8 mL de SPM 1,1 M
(sacarosa 33% p/p, KH,PO4 100 mM pH 6,65, MgCl, 5 mM, DTT 10 mM), 7 mL de
SPM 0,7 M (sacarosa 23% p/p, KH2PO4 100 mM pH 6,65, MgCl, 5 mM, DTT 10 mM)
y 8 mL de SPM 0,25 M (sacarosa 8% p/p, KH,PO; 100 mM pH 6,65, MgCl, 5 mM,
DTT 10 mM), en el orden mencionado, cuidando de no mezclar cada fase. Este

gradiente se centrifugd por 90 minutos a 130.000 g ya 4 °C.
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Se colectd Ia interfase correspondiente al aparato de Golgi, que se encuentra entre la
solucion de SPM 1,1 M y 1,3 M (Leelavathi et al, 1970} y la interfase correspondiente a
reticulo endoplasmético (entre SPM 0,7 M y 1,1 M) se diluyeron en agua y se centrifugd
por 100 min a 230.000 g (4 °C) en tubos independientes. Se resuspendi6 ¢l sedimento
obtenido en 200 pL STM (sacarosa 250 mM, MgCl, 1 mM y Tris HCl 10 mM pH 7,5) y
se guard6 a -80 °C hasta ser utilizada. Todo este procedimiento se realizé a 4 °C,
cuidando que siempre los distintos extractos estuviesen en hielo y que las distintas

soluciones estuviesen a 4 °C.

3.4.5 Microscopia confocal.

Las hojas de tabaco infiltradas con A. fumefaciens transformada con el vector
pMDC43-G4 y con A. tumefaciens sin transformar como control, fueron analizadas por
microscopia confocal. Tras 3 d.p.i, se observé la epidermis de una hoja de tabaco bajo el
microscopio confocal. Este tejido fue excitado a 400 nm (correspondiente a la longitud
de onda a la cual se obtiene una maxima fluorescencia para GFP) observindose la
emisién a 509 nm que es la longitud de onda donde se encuentra el méaximo de emisién
para esta proteina. Ademds se observd la muestra en campo claro para distinguir los

limites celulares,

3.5 Ensayo de transporte.

3.5.1 Cuantificacion de proteinas.
La cuantificacién proteica de la muestra obtenida en la seccidén 3.4.4 se llevd a cabo
mediante el Kit Protein Determination Bicinchoninic Acid Method (SIGMA). A cada

una de las muestras (Golgi, RE y curva de calibracién de BSA 1 pg/uL), que se
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midieron por triplicado, se les agregd 180 pL de una solucién 4cido bicinchoninico
(Sigma B9643): CuSOy4 (50:1). La curva de calibracién se realizé agregando 0, 1, 2, 4, 6,
8,10y 15 pL de la solucion de BSA y se complet6 con agua nanopura hasta 20 pL. Para
las muestras de Golgi y RE se utilizé 2 pL, llevandolas a un volumen final de 20 il con
Hz04 y SDS 0,1%. Todas las muestras fueron dispuestas en una placa de ELISA e
incubado por 15 minutos a 37 °C. Se midié la absorbancia a 562 nm, con un lector de

placa ELISA.

3.5.2 Ensayo de Transporte.

Para determinar la especificidad de sustrato del transportador GONST4, se realizaron
distintos ensayos de transporte con GDP-L-fucosa, UDP-D-glucosa, GDP-D-manosa y
GDP-L-galactosa como sustrato. Se utilizaron las fracciones enriquecidas en aparato de
Golgi obtenidas desde hojas de tabaco infiltradas con A. tumefaciens transformada con
pMDC43-G4 (Handford et al, 2004), como muestra, o con 4. tumefaciens GV3101 sin
vector, como control.

Se procedio a tomar 50 pL de las distintas fracciones enriquecidas en aparato de Golgi
(46 - 76 pg de proteina) y se incubaron, separadamente, a 25 °C por 30 segundos. Luego
se agregd 50 pl de la mezcla de reaccién (2 pM GDP-Fucosa + 0,1 nCi GDP-
[*H]Fucosa (Perkin-Elmer); 2 pM UDP-Glucosa + 0,1 pCi UDP-[*H]Glucosa (GE
Healthcare); 2 uM GDP-D-manosa + 0,1 Ci GDP-D-[U-"*C}-Manosa (GE Helthcare) o
50 pL de GDP-D—[U-14C]—Ga1actosa (seccién 3.2)) en STM y se incubé por 3 minutos.
Se detuvo la reaccién agregando 1 mL de STM frio (4 °C) y se dejaron las vesiculas
inmediatamente en un filtro de nitrocelulosa (0,45 pm éster de celulosa 25 mm diametro,

Millipore), se lavaron los filtros con 10 mL de STM frio por filtracidn al vacio y se dejé
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secando. Luego se transfirieron los distintos filtros a viales y se les agregé 4 mL de
liquido de centelleo (Ecoscint A; National Diagnostics, Atlanta, GA) para contar en un
contador de centelleo.

Ademds, se utilizé como control de unién inespecifica de los nucleétidos-aziicares
marcadas radioactivamente a la membrana, una reaccién a tiempo 0 y utilizando STM en

Tugar de fraccién enriquecida en Aparato de Golgi.
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4. RESULTADOS.

4.1 Arbol Filogenético de Transportadores Nucle6tido Aziicar (TNAs).

Con el objetivo de comenzar a dilucidar las relaciones estructurales y funcionales
de GONST4 con ¢l resto de los TNAs, se construyd un filogenia que incluyé 52
secuencias de TNAs de distintas especies y 9 de TPTs (Tabla III). Las secuencias fueron
alineadas mediante Clustal W, y manualmente se removieron los gaps con la
herramienta GeneDoc. Luego, con los 233 sitios conservados, se construy6 una filogenia
utilizando el algoritmo bayesiano. Se obtuvo ocho clados principales que fueron
nombrados correlativamente (Familias 1-8) segin su aparicién en el arbol (Figura 7).

Las distintas familias que se obtuvieron presentan al menos un sustrato
comprobado experimentalmente para alguno de sus integrantes con excepcién de la

familia n°1.

Si observamos los sustratos caracterizados que contiene cada familia, es ficil
percatarse que cada una de las familias descritas tiene asociado un sustrato particular que
transporta, es decir, cada una de estas familias puede asociarse a un NA. La familia 1
esta compuesta de 6 secuencias correspondientes a 5 especies vegetales diferentes. Para
esta familia no existe alin un sustrato caracterizado y tiene particular importancia en esta
investigacién debido a que incluye a GONST4. El analisis bioinformatico de sus
secuencias protéicas mediante TMPRED y TMHMM 2.0 indica que estos
transportadores tendrian tedricamente 9 o 10 DTM. La secuencia 5, correspondiente a
GONSTH4, posee un sitio de union a ATP/GTP tipo A (Saraste et al 1990) analizado en

PROSITE (acceso n® PS00017). Este sitio en particular (AVYLLGKS) seria el
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encargado de interactuar con el grupo fosfato del nucledtido. En los modelos de DTM
generados para este transportador, este sitio aparece orientado hacia el citoplasma o
hacia el limen de Golgi (Figura 6a y 6b respectivamente) dependiendo del nimero de
DTM. Sin embargo, debido que el TNA reconoce el sustrato en el citoplasma, el modelo

con 9 DTM podria ajustarse a la orientacién encontrada en la planta.

b) Citoplasma
. s | ® 00 0008 )
e® Cep @80 Gop ool ng | |eet® Sop ouo® Sop
o® Cap fco2) Qg foce) Top | (eef®| |GGgp| |eco® SGop
Cep o0 Qop e®| |Cmp| |eot®| |Gep | |ceee®| [Oop
o Gop a® Qo oo Clgn| (eo0®| |Coge| |eoo@ ]
CO0-
L Lumen Golgi

Figura 6: Esquema de prediccion de DTM para GONST4. Segun los software utilizados (TMPRED y
TMHMM) para la prediccién de los DTM (ver Materiales y Métodos seccién 3.1.1) se obtuvo dos posibles
configuraciones de la topologia de GONST4 en la membrana: a) modelo con 9 DTM; b) modelo con 10 DTM.
Con color se muestra el sitio GVVNK al cual se le ha asignado interaccién directa con el NA y el sitio
AVYLLGKS identificado en PROSITE como sitio de interaccién con GTP.
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La familia 2 incluye 5 secuencias que pertenecen principalmente a especies
protistas que actiian como pardsitos y que en su mecanismo de infeccién utilizan un
transportador tipo LPG2 (Martinez-Dumcker et al, 2003). El funcionamiento correcto de
TNAs de este tipo estd involucrado directamente con la virulencia de estos parésitos.
Mutantes de este gen en la especie n°8 (tabla III) son incapaces de producir la proteina
de lipofosfoglicano que sirve para proteger al parasito del ambiente hidrolitico de sus
huéspedes (Sacks et al, 2000). Segin las predicciones realizadas, estructuralmente
poseen entre 8-9 DTM en su mayorfa con el extremo N terminal orientado hacia el

citoplasma y poseen como sustrato predicho GDP-manosa.

La familia 3 est4 compuesta por tres secuencias de especies vegetales dentro de
las cuales se encuentra GONST2 (secuencia n°12) y que poseen especificidad por GDP-

manosa y 8 DTM predichos para todos sus integrantes.

La familia mds numerosa result6 ser la n® 4 que concentra a transportadores de
GDP-D-manosa (Dean et al, 1997) en su mayoria caracterizados y que poseen en
promedio 8 DTM predichos. Las especies que contiene esta familia corresponden en su

mayoria a infegrantes del Reino Fungi.

En cuanto a la familia n°5 cabe destacar que la integran cuatro transportadores
que debieran ser capaces de transportar UDP-aziicares va. que uno de sus miembros
(secuencia n°33) posee multiple especificidad por el aziicar del NA. Esto Gltimo entrega
las bases para suponer que los componentes de esta familia debieran ser capaces de
transportar estos sustratos con diferente eficacia. Si esto fuese correcto esta familia serfa

la que tendria el rango mas amplio de reconocimiento de aziicares.
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La familia n°® 6 esti compuesta por 8 secuencias pertenecientes al reino animal
que también transportan UDP-aziicares, incluyendo UDP-glucosamina y UDP-N-
acetilgalactosamina. En su mayoria las predicciones indican que tendrian 8 DTM yla

mayoria tendria su extremo N terminal orientado hacia el lumen del aparato de Golgi.

En cuanto a la familia n°7 se puede mencionar que comprenden transportadores
de GDP-fucosa. Las secuencias n°44 y 45 se ha demostrado que restablecen el transporte
de GDP-fucosa en lineas celulares de mamifero deficientes en el transporte de GDP-
fucosa (Liibke et al, 2001). Es importante mencionar que no ha sido caracterizado
ningun transportador de GDP-fucosa en plantas, aunque en arveja se ha demostrado que
debiera ser mediado por algin transportador (Wulff et al,‘ZOOO). Finalmente, la familia
n°8 esta integrada por transportadores de UDP-galactosa que poseen en promedio 8
DTM. Esta familia es la que posee el valor de soporte més bajo debido a Ia baja relacién
entre las especies vegetales y las pertenecientes al reino animal, sin embargo las

coincidencias estructurales y funcionales son altas entre ellas.

Se utiliz6 como “outgroup” a las secuencias de TPTs (n° 53-61) debido a que en
diversos estudios (Martinez-Duncker et al, 2003; Jack et al 2001) ha sido descrita como
una familia muy cercana tanto estructural como funcionalmente a las familia de los
TNAs. Ambas familias son proteinas con miltiples dominios transmembrana tipo III,
transportan carbohidratos unidos a una molécula de fosfato, son antiporters soluto/soluto

y algunos de sus miembros son capaces de formar homodimeros.
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Tabla III: Secuencias utilizadas para el anlisis filogenético. NCBI, ntmero de identificacidn en
NCBI; TMD, dominios transmembrana predichos..

ID Tamafio Sustrato Orlentacién N
Familia secuencia NCBl bT™ {aa} Especie caracterizado Terminal
1 157342891 10 349 Vitis.vinifera Galgi
2 115475261 10 342 | Oryza Sativa Golgi
3 162683012 9 313 | Physcomitrella patens patens Citoplasma
1 4 133902302 10 369 | Gossypium Raimondi Citoplasma
5 29329823 9-10 341 | Arabidopsis thaliana (GONST4) Golgi
6 29329821 10 372 | Arabidopsis thaliana (GONST3) Golgi
7 71657564 8 358 | Trypanosoma cruzi StBrener Citoplasma
8 9998817 9 341 | Leishmania mexicana GDP-Manosa Citoplasma
2 9 146099491 9 341 | Leishmania infantum GDP-Manosa Citoplasma
10 154336631 9 341 | Leishmania braziliensis Citoplasma
11 72387780 8 340 | Trypanosoma brucei Golgi
12 15487237 8 333 | Arabidopsis thaliana (GONSTI) | GDP-Manosa Golgi
3 13 29329819 8 375 | Arabidopsis thaliana (GONST2) Citoplasma
14 15042812 8 368 | Oryza sativa Citoplasma
15 121712594 8 381 |Aspergillus clavatus GDP-Manosa Golgi
16 119498605 8 382 | Neosartorya fischeri GDP-Manosa Citoplasma
17 14010202 8 324 | Candida glabatra GDP-Manosa Citoplasma
18 70598672 8 382 | Aspergillus fumigatus GDP-Manosa Citoplasma
19 6321213 8 337 | Sacharomyces cerevisiae GDP-Manosa Citoplasma
20 89241880 8 329 | Pichia pastoris GDP-Manosa Citoplasma
21 156064845 8 391 | Sacharomyces sclerotorium GDP-Manosa Golgi
22 126138426 8 327 Pichia.stiptis GDP-Manosa Citoplasma
4 23 154322673 8 392 | Botryotinia fuckeliana GDP-Manosa Golgi
29 14971021 9 371 | Candida albicans GDP-Manosa Citoplasma
25 19115591 3 345 | Sacharomyces pombe Golgi
26 50556628 8 326 | Yarrowia lipolyptica Citoplasma
27 119182733 8 408 | Candida immitis Citoplasma
28 83764960 8 368 | Aspergillus oryzae Citoplasma
29 145253861 8 381 |Aspergillus niger Citoplasma
30 111062297 8 381 | Phaeosphaeria nododrim SN15 Citoplasma
31 91078302 9 333 | Irbolium castaneum Citoplasma
32 125979525 9 382 | Drosophila pseudobscura Golgi
UDP-
5 33 14971008 | 9 373 | Drosophila melanogaster g;%?;ﬁjé Golgi
c
34 158292748 9 346 | Anopheles gambine Golgi
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1D Tamafio . Sustrato Orlentacidn
Familia secuencia NCBI bT™M {aa) Especie caracterizado N Terminal
35 108795331 | 8 343 | Sus scrofa UDP-GlcA/GalNAc Golgi
36 1665787 7 383 | Homosapiens Citoplasma
37 123858126 | 8 334 | Mus musculus UDP-GlcA/GalNAc Golgi
38 55726940 8 355 Pongo abelii Golgi
6 39 53236929 | 8 340 | Xenopus laevis Golgi
40 126722865 | 8 355 | Bos taurus UDP-GlcA/GalNAc Golgi
41 157817576 8 325 | Rattus norvegicus UDP-GlcA/GalNAc Golgi
42 | 156395503 | o | a35 |Nematostella Golgi
vectensis
43 13940504 | 9 | 363 f:e""’ habditiselega | b £icosa Golgi
7 44 14009667 8 364 | Homo sapiens GDP-Fucosa Citoplasma
45 91000017 | o | 334 |[Tribolium Golgi
castaneum
46 66555662 9 335 | Apis mellifera Golgi
47 4680083 | 7 | ass |Sacharomyces UDP-Galactosa Golgi
pombe
48 7770097 8 393 | Homo sapiens UDP-Galactosa Citoplasma
8 49 6429657 8 390 | Mus musculus UDP-Galactosa Citoplasma
50 18395434 8 332 | Arabidopsis thaliana UDP-Gal/Glc Golgi
51 18394108 8 331 | Arabidopsis thaliana| UDP-Galactosa Citaplasma
52 2997591 7 401 | Pisum sativum GPT Golgi
53 14150753 7 387 | Oryza sativa GPT Citoplasma
o, 54 21554690 7 388 | Adrabidopsis thaliana GPT Golgi
3 55 61608932 | 8 | 402 |Glcine max Golgi
B 56 118426385 | 7 387 | Sorghum bicolor Citoplasma
5 57 21593003 | 7 410 | Arabidopsis thaliana TPT Citoplasma
O 58 1352198 7 408 | Flaveria pringlei TPT Citoplasma
59 13518113 | 10 417 | Oryza sativa TPT Citoplasma
60 1778145 6 411 | Nicotiana tabacum PPT Golgi
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Es importante notar de estos resultados que GONST4 aparece en un clado en
que ninguno de sus integrantes posee un sustrato caracterizado por lo cual resulta de

particular interés estudiar el o los posibles sustratos que utilice este transportador.

4.2 Sintesis de GDP-L-galactosa.

Como consecuencia de que en el drbol filogenético generado GONST4 aparezca
en un clado aparte, se decidio probar si esta proteina era capaz de transportar un NA
distinto a los que identifican a cada familia del arbol. Dentro de estos, GDP-L-galactosa
aparece como un candidato (seccién 1.6). Sin embargo, este NA no se encuentra
disponible comercialmente y por lo tanto, surgié la necesidad de sintetizarlo en el
laboratorio. Con este objetivo, se utilizé la enzima GDP-D-manosa 3’5" epimerasa
(GME) de Arabidopsis thalianaque que habia sido previamente sobreexpresada en E.
coli (Wolucka et al, 2001). Aunque la eficiencia de conversién de GDP-D-manosa a
GDP-L-galactosa con esta enzima bordea solamente 15% (Major et al, 2005), GME

resulta ideal para el objetivo que se persigue.

Debido a la alta similitud estructural entre GDP-D-manosa, GDP-L-gulosa y
GDP-L-galactosa (epimeros en los carbonos 3’ y 5°) y a las bajas concentraciones que
se producirfan producto de la reaccion, se debia utilizar una técnica de alta sensibilidad
Y que permitiera una resolucién adecuada para separar estos tres compuestos. Es por
ambos motivos que se decidié utilizar la técnica de HPLC en fase reversa con par
iénico. Esta técnica tiene la ventaja de ser altamente sensible y en este caso permite la

separacion de los compuestos por hidrofobicidad debido a que las cargas negativas que
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aportan los fosfatos del nucledtido son neutralizadas por una molécula con carga

positiva en la fase méovil (TEAA).

Para estudiar la reaccion y el perfil de elucién de HPLC se realizaron 3 ensayos
diferentes. En primer lugar se realizé un ensayo que solo tenfa en la mezcla de reaccién
el buffer y GDP-D-manosa (Blanco Enzima, Figura 8a). En segundo lugar se hizo un
ensayo que tenia GME y el buffer pero no el sustrato (Blanco Sustrato, Figura 8b) y
finalmente, se realiz0 un ensayo con todos los componentes necesarios para que se
produzca la reaccién (enzima, sustrato y buffer; Figura 8c) con el fin de diferenciar
cuales picos corresponden a productos, cudl a sustrato remanente y cudles a ruido

producido por el extracto crudo que contenia la enzima,

En la Figura 8c, la aparicion del peak n°1 (GDP-D-manosa) ocurre a 13,8 + 0,2
min y el pico representa un 80% de la reaccion, es decir, solo reacciona un 20% que se
transforma en los productos: peak n°2 (supuestamente GDP-L-galactosa) (15%) aparece
a los 14,9 1 0,3 min. y peak n°3 (supuestamente GDP-D-gulosa) (5%) que aparece a

16,1 # 0,2 min.

Es importante mencionar que los resultados mostrados en la Figura 8
corresponden a la reaccion incubada por 12 horas a 21 °C. Se prob6 la incubacién de la
reaccién por 3, 5 y 8 horas dando como resultado una menor proporcién de los
productos (GDP-L-galactosa y GDP-L-gulosa; datos no mostrados) v en el caso de
incubarlo més de 12 horas se obtenia la misma proporcién que el ensayo mostrado tipo.
El efecto de la temperatura también fue estudiado (15°C, 19°C, 21° C, 23 °C 25°C) y la

proporcion se mantenia relativamente constante en el rango entre 19 y 23 °C mientras
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Figura 8: HPLC en fase reversa con par i6énico de la reaccién de GDP-D-manosa con la enzima GME. Los
componentes de cada una de las reacciones se encuentran descritos en la seccién 3.2.1 de Materiales y Métodos.
a) Blanco enzima, se observa un pico a los 13,8 minutos correspondiente a GDP-D-manosa. b) Blanco Sustrato,
se observan multiples picos que corresponden a diferentes impurezas que contiene el extracto enzimatico
utilizado y; ) Reaccién completa, se observan los mismos picos que en blanco sustrato mas 3 nuevos peaks (1, 2
y 3) que, en teorfa, corresponden a GDP-D-manosa, GDP-L-galactosa y GDP-L-gulosa, respectivamente (Major
et al, 2005).

que si se salia de esos rangos la cantidad de producto se veia afectada y disminuia
drasticamente (datos no mostrados). Si observamos la figura 8, se puede apreciar que
fuera de los tres picos destacados, se observa una gran cantidad de ruido que se descarto
como productos de reaccion debido a su aparicion en el blanco sustrato. Sin embargo,
para corroborar que los picos del ruido realmente corresponden sélo a moléculas que
quedan en el extracto crudo de la enzima, se realizaron reacciones a distintas

concentraciones de GDP-D-manosa y se vio la correlacion que tenia el drea del pico de
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interés con la concentracién del sustrato (Figura 9). Al cambiar la concentracién de
GDP-D-manosa, y luego de reaccionarla con GME el 4rea del pico de este sustrato no-
reaccionado (pico 1 en Figura 8c), o del supuesto GDP-L-galactosa (pico 2 en Figura
8c) cambiaba proporcionalmente (Figura 9a y 9b, respectivamente), mientras que para
el resto de los picos el 4rea se mantenia constante (Figura 9¢), lo que indica claramente
que los peaks analizados no cotrespondian a productos de la reaccién de GME. Para
llegar al protocolo obtenido se realizé una serie de pruebas con solventes y distintas
concentraciones de la sal para analizar el efecto en la separacién de la sefial sobre GDP-
D-manosa y GDP-L-fucosa (datos no mostrados). Con los resultados de esto, la
optimizacién de la metodologia se centré en lograr la mayor separacién entre los 3 NA
de la reacci6n sin perder resolucion. Para esto, se fue variando la longitud de la etapa en
que se realiza el gradiente de TEAA en acetonitrilo (separacién) y la concentracién
inicial y final del acetonitrilo en funcién de los resultados obtenidos. Por ejemplo, si los
productos de reaccién aparecfan demasiado juntos, se aumentaba el tiempo de
separacion o si los productos aparecian muy tarde y juntos se aumentaba el margen de
separacion (concentracion final — inicial de acetonitrilo) aumentando ambos extremos.
La mejor separaci6n se obtuvo en 20 minutos partiendo desde TEAA en acetonitrilo 1%
hasta TEAA en acetonitrilo 2,5% con lo que se lograba una separacion de 1 minuto
aproximadamente entre cada pico y no se perdia la resolucién (Figura 8c).

El hecho de estar trabajando con un extracto enzimdtico crudo suponia el
problema del ruido que esto podfa provocar en el sistema (HPLC) al ser éste tan
sensible. Para esto se filtraron las reacciones en filtros Amicon de 3 kDa y la columna

fue utilizada con precolumna ya que previamente se utilizé purificacién de proteinas
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mediante Fenol:Cloroformo pero los resultados fueron negativos, no pudiéndose
observar ni los peaks de productos ni el peak del sustrato remanente.

Los tres ensayos realizados para analizar cudles peaks corresponden a productos son
claros y concluyentes y, en conjunto con los andlisis de correlacion (Figura 9), muestran
que GME genera dos productos y que gran parte del sustrato (GDP-D-manosa, 80%) no

reacciona.
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Figura 9: Correlacién entre drea del picos seleccionados y concentracién de GDP-manosa. Se analizd todos
los picos que aparecen en el perfil de elucién de la reaccion de GDP-manosa con la enzima GME (ver seccién
3.2.1 Materiales y Métodos) para determinar cuales corresponden a productos propios de la reaccién. a) GDP-D-
manosa no-reaccionada (pico 1 de Figura 7c); b) supuesto GDP-L-galactosa (Pico 2 de Figura 7¢); y ¢) Otro peak
indicado como x en Figura 8. Para todo el resto de los peaks que no fueron numerados se observé la misma
tendencia que en c¢) es decir, que no existe correlacion entre el 4rea del peak y la concentracion del sustrato (Datos
no mostrados).




Una vez estandarizado el procedimiento para la sintesis del producto 2 que
supuestamente corresponde a GDP-L-galactosa segin los espectros mostrados en la
literatura utilizando condiciones similares de separacion de los productos de la reaccion
de GME (Major et al, 2005), el paso logico fue verificar que efectivamente el pico n°2
correspondia a este NA. Con este objetivo se utilizé la técnica de PACE (Goubet et al,
2002) debido a que permite una alta sensibilidad (10 pmol) que otras técnicas mds
simples para detectar galactosa no poseen (ver discusion). Se colectaron las fracciones
correspondientes a los picos 1 y 2, las cuales fueron sometidas a hidrélisis 4cida para
liberar el azucar, que fue acoplado a un fluoréforo (AMAC) y finalmente, con ello, se
realiz la electroforesis contra estandares conocidas (D-manosa y galactosa). Los
resultados de PACE (Figura 10) determinan que efectivamente el pico n°2 corresponde
a GDP-L-galactosa y que ademads el pico n°1 corresponde a GDP-D-manosa. Debido a
la baja importancia en este estudio de GDP-D-gulosa el peak n°3, no fue analizado. En
caso de realizar PACE sin hidrolisis acida, los resultados son muy similares (datos no

mostrados) Cabe destacar que aunque la separacion en el HPLC en Fig, 8¢ enfre

Estandars Productos de reaccion
Man Gal C- 1 2

Figura 10: PACE de los productos obtenidos mediante HPLC. Gel de poliacrilamida (ver condiciones en
Materiales y Métodos seccion 3.2.3), Luego de la hidrélisis 4cida, los productos 1 y 2 fueron sometidos a PACE y
visualizados en un transiluminador UV. Estdndares; Man: D-manosa y Gal: D-galactosa, 5 ng cada uno.
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GDP_D-manosa y GDP-L-galactosa es aproximadamente de 1 minuto, las fracciones
colectadas son fracciones puras, dado que no se observa contaminacién de manosa en la

muestra de galactosa, y viceversa (Fig. 9).

4.3 Generacion de vectores para el estudio de GONST4.

Con el objetivo de estudiar la especificidad de sustrato y la orientacién en la
membrana de GONST4, la ecstrategia fue utilizar la tecnologia GATEWAY®
(Invitrogen) para tener esta proteina unida a genes reporteros en su extremo N-terminal
y con esta construccién, poder determinar su orientacion.

Para clonar el gen codificante de GONST4 en el vector de entrada del sistema
GATEWAY® pCRS, se disefiaron los partidores G4F3 y G4R3 (Tabla Ii, Seccién
3.1.1) que amplifican las 1026 pb, es decir, desde el ATG hasta el codén de termino.
Para establecer un programa de PCR 46ptimo con estos partidores, se determinaron los
tiempos de cada etapa, concentraciones de reactivos en base a los que se utilizaban en el
laboratorio para amplificar un producto de ~1 kb, y la temperatura optima de
apareamiento (ver seccién 3.3.1 Tabla II para las condiciones dptimas, datos no

mostrados).

4.3.1 Generacion del vector de entrada: pCRS-G4.

El vector pCR8 es un vector de entrada del sistema GATEWAY® (Invitrogen)
que utiliza l1a deoxiadenina (A) que deja la Tag polimerasa en el extremo 3’ de los
productos de PCR. Para aprovechar esto, el vector (lineal), posee una deoxitimina (T)
desapareada que se encuentra unida covalentemente a un residuo de tirosina de la

topoisomerasa I asociada el vector. Sin embargo, debido a esta caracteristica que facilita
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la clonacion, se produce una complicacion: el producto PCR se puede insertar en las dos
posibles orientaciones (sentido o antisentido). En este estudio, el vector con el inserto en
antisentido, no tiene utilidad alguna debido a que se busca expresar la proteina acoplada

a un gen reportero en su extremo N terminal y el inserto en antisentido pierde esta

A AR el S W e R A TRE e R e A S T e e R e

)

funcionalidad

Una vez amplificado el gen de GONST4 por PCR, se purificé la banda desde el

i
L}‘.
]
3
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y

gel y luego se cloné en este vector de entrada (seccién 3.3.3). Luego de transformar E.
coli, las colonias se crecieron en medio LB selectivo con espectinomicina y a las que

fueron resistentes se les realiz0 una mini-preparacion para realizar los anélisis

confirmativos correspondientes.

R

En primer lugar se comprobé mediante PCR (Figura 11) que las colonias que

et aedh e

- -

habian sido seleccionadas posefan el gen de GONST4 y no habian crecido en la placa

el =

por mutacion espontinea. En la figura 11 se observa claramente que todas las colonias

seleccionadas dan como resultado un amplificado de 1 kb correspondiente a GONST4.
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Figura 11: PCR de colonias 1-4 de E. coli transformadas con pCR8-G4. Gel de agarosa con bromuro de etidio
en que se muestra la reaccién de PCR GONST4-ORF (Tabla II) utilizando como molde mini-preparaciones de las
colonias1-4, Se utilizd como control negativo el vector vacio pMDC43. Se observa la presencia de una banda de
~2,5 kb correspondiente al vector obtenido de la mini-preparacién y otra banda de 1 kb correspondiente al
amplificado GONST4. MW: estandar de peso molecular, C+: control positivo, C-: control negativo.

:
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Una vez comprobado mediante PCR que estas colonias poseian el gen de
GONST4 se procedié a verificar mediante restriccién su orientacién dentro del vector
pCR8 (Figura 12). La enzima Hpal corta en un sitio dentro del vector y asimétricamente
dentro del gen de GONST4 (801 + 225 pb) por lo que facilmente se reconoce cuando el
clonamiento es o no direccional. Por lo tanto, si GONST4 est4 en sentido se espera
bandas de 2815 y 1028 pb, y si estd en antisentido, se espera bandas de 3487 y 360 pb.
En la figura 12 se muestra la digestion del vector en las cuatro colonias que posefan el
gen clonado (verificado por PCR, Figura 11). De estas cuatro colonias, tres de ellas
tenfan el gen clonado en la orientacién antisentido (col. 1, 2 y 4) y solo una colonia lo
tenfa en Ia orientacién deseada (col. 3). Esta colonia fue secuenciada, no encontrindose
ninguna mutacién a lo largo de las 1026 pb, y fue utilizada posteriormente para la

recombinacién con los vectores de destinacion GATEWAY ® pMDC43 y pGWB12.

3k —» §
25kb — *

1kb —»

05kb —»

0,25 kb—»

Figura 12: Anilisis de restriccién de colonias 1-4 de E, coli transformadas con pPCRB-G4. Gel de agarosa con
bromuro de etidio en que se muestra la digestion parcial de cnatro mini-preparaciones de pCR8-G4 (col 1-4) con
Hpal que corta dentro del vector y dentro del inserto liberando dos fragmentos de 2815 pb y 1028 pb si el inserto
s encuentra en orientacién correcta o 3487 pb y 360 pb si se encuentra en orientacién inversa, MW: estindar de
peso molecular. (*) ia flecha representa plasmido no cortado
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4.3.2 Recombinacién LR de pCRS-G4 con el vector de destinacion pMDC43.

Una vez obtenido el vector de entrada, se procedié a recombinar éste con los
vectores de destinacion elegidos para los analisis posteriores. El vector pMDC43 posee
GFP en su extremo 5° bajo el control de dos promotores 358 (Odell et al, 1985). Este
ultimo es un promotor constitutivo de plantas que fue descubierto estudiando la manera
de infeccién del virus del mosaico de coliflor. El hecho de que el vector tenga este
promotor rfo arriba de la secuencia codificante para GFP permitira la sintesis de
GONST4 con GFP en su extremo N terminal, lo que, a su vez, permitird visualizar
facilmente la acumulacién de la proteina de fusién y posteriormente estudiar su
especificidad de sustratos. Ademds, permite realizar en el futuro (ver discusion), por
ejemplo, experimentos de inmunofluorescencia para determinar si el extremo N

terminal se encuentra hacia el lado citosélico o orientado hacia el ltimen de Golgi.

Una vez realizada la recombinacién LR entre pCR8-G4 y pMDC43 (seccién
3.3.7), y la transformacién de E. coli, se analizaron tres colonias (S1-S3) a las cuales se
les realizé una mini-preparacién y posteriormente una reaccién de PCR con partidores
especificos para GONST4. En la figura 13 se observa un amplificado de 1 kb para las
tres colonias, lo que deja en evidencia la presencia del gen de GONST4 en estas
colonias. Sin embargo, para saber con certeza que la recombinacién fue exitosa, fue
necesario realizar un anélisis de restriccién. Para este objetivo se utilizé la enzima Pst/
que corta asimétricamente dentro de GONST4 liberando dos fragmentos de 246 pby
otro de 780 pb y que, al igual que en pCR8, corta en un sitio tinico dentro del vector

(pPMDC43) fuera de la regi6én con la que recombina. Por esta razén, cuando una colonia
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sea positiva, con GONST4 clonado en sentido en pMDC43-G4 se liberardn un

fragmento de ~1900 pb y otro de ~10100 pb. Los resultados de este anélisis muestran

que la recombinacion efectuada resulté ser exitosa (Figura 14),

51 52 53 C+ [_JMPC43 MW

Figura 13: PCR de colonias $1-83 de E. coli transformadas con pMDC43-G4. Gel de agarosa con
bromuro de etidio en que se muestra la reaccién de PCR GONST4-ORF (Tabla II) utilizando como molde
mini-preparaciones de las colonias S1-S3. Se utiliz6 como control negativo el vector pMDC43 sin
recombinar. Se observa la presencia de una banda de 1 kb correspondiente a GONST4. MW: estindar de

peso molecular, C+: control positivo.

s1 52 s3 pMDCe3 MW
=
b
W
A

ity —
e

2kb

Figura 14: Anilisis de restriccién de colonias S1-S3 de E. coli transformadas con pMDC43-G4. Gel
de agarosa con bromuro de etidio en que se muestra la digestion total de tres mini-preparaciones de
pMDC43-G4. Psil corta en el vector y dentro del inserto liberando un fragmento de 1900 pb v otro de
10100 pb. En el caso del vector vacio (pMDC43), la enzima corta dentro del sitio de recombinacién y

fitera de el (3092 + 9368 pb). MW estandar de peso molecular.

4.3.3 Recombinacién LR de pCR8-G4 con el vector de destinacion pGWB1 2.

Al igual que para pMDC43 se realizé la recombinacién LR entre el vector
PCR8-G4 y ¢l vector de destinacion pGWBI2. Este titimo, resulta de utilidad para
estudiar la orientacidén del extremo N-terminal de GONST4 ya que posee una secuencia

que codifica a un epitope rio arriba del lugar donde se produce la recombinacién. Este
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epitope corresponde a la secuencia FLAG (D Y K D D D D K) que debido a su pequefio
tamafio resulta interesante ya que disminuiria los posibles efectos que pueda producir
sobre la estructura de la proteina.

La recombinacién se verificé en primer lugar mediante PCR con partidores
especificos para GONST4 (Figura 15 a). Luego para confirmar los resultados de PCR se
realizé un ensayo de restriccién con la enzima EcoRI que al igual que en los casos
anteriores corta asimétricamente dentro del gen liberando un fragmento de 631 pb y otro
de 395 pb y, ademads, corta en un sitio tnico dentro del vector. De esta manera, si la
recombinacion fue exitosa, se debiera liberar en el ensayo una banda de 2723 pb y otra
de 14171 pb que es justamente lo que se observa en la Figura 15 b).

a) b)
pGWBI2.G4 pGWBI2 MV pGWBI2G4 MW

+— 3kb

ikb

Figura 15: Comprobacién de la recombinacién LR de GONST4 en el vector de destinacién pGWBI12.
Gel de agarosa con bromuro de etidio en que se muestra en: a) PCR de una mini-preparacion de la colonia
seleccionada (pGWB12-G4) y del vector vacio (pGWB12) como control negativo utilizando el programa
GONST4-ORF (Tabla II, seccién 3.1.1). Se observa una banda de 1 kb correspondiente a GONST4. b)
Anilisis de restriccion: se observa la digestién total de una mini-preparacién de pGWB12-G4 con EcoRI
que corta dentro del vector y dentro del inserto liberando dos fragmentos, uno de 2723 pb y otro de 14171
pb. MW: estindar de peso molecular,
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4.3.4 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens con los vectores pMDC43-

G4y pGWBI2-G4.

Con los dos vectores de destinacién generados, se transformé, por separado A.
tumefaciens con ambas construcciones. En la figura 16 se muestra un PCR de colonias
de Agrobacterium transformadas con pMDC43-G4 sometidas a un shock térmico de
95°C por 5 minutos y Iuego se realizé un PCR directamente sobre una dilucion de estas
colonias. Se muestra el PCR confirmativo para la transformacion con pMDC43-G4
donde se observa que cuatro (AT1, 3, 4 v 6) son clones positivos para GONST4
mientras que las otras dos colonias probablemente no tengan el plasmido. Para A.
tumefaciens transformada con el vector pPGWB12-G4 los resultados son muy similares

{datos no mostrados).

MW AT1i AT2 AT3 AT4 AT5 AT6 C+ C-

1k —> | ok

Figura 16: PCR de colonias AT1-AT6 de A. tumefaciens transformada con pMDC43-G4. Gel de agarosa
con bromuro de etidio en que se muestra la reaccién de PCR GONST4-ORF (Tabla II) utilizando como
molde DNA de las colonias AT1-AT6. Se utilizé como control negativo DNA. de Agrobacterium tumefaciens
sin transformar. Se observa la presencia de una banda de 1 kb en las colonias AT1, AT3-4 y AT6
correspondiente a GONST4. C-; Agrobacterium sin transformar, MW estindar de peso molecular. Las bandas
aparecen levemente desplazadas hacia arriba debido al tamafio del gel.

4.3.5 Comprobacion de la funcionalidad del vector pMDC43-G4 mediante RT-PCR

Una vez que se tenia el vector pMDC43-G4 en Agrobacterium se procedio a
infiltrar hojas de tabaco con colonia 4 y 3 dias post infiltracion (d.p.i) se verifico la
expresion de GONST4 mediante RT-PCR. Para este objetivo, se extrajo RNA desde las

hojas de tabaco, se cuantificd y se verificé su integridad por electroforesis (datos no
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500 pb —*

mostrados). A continuacion se realiz6 la retrotranscripcion con oligo-dT y, con el cDNA

obtenido, finalmente se realizé la reaccion de PCR.

Los resultados de este experimento (Figura 17, panel superior) muestran que en
las hojas seleccionadas se estaba expresando GONST4 debido a que en ¢l gel de la
electroforesis se observa la banda de 1 kb correspondiente a su cDNA. Como control de
calidad se utilizo el gen de la enzima gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPA)

cuya expresion es constitutiva (Figura 17, panel inferior).

MW C- Muestra Figura 17: RT-PCR confirmativo de la

1kb —» - de agarosa 1% con bromuro de etidio donde

para la muestra (panel inferior). MW:

transformar.,

4.3.6 Comprobacion de la funcionalidad del vector pMDC43-G4 mediante

microscopia confocal.

Para comprobar que el vector pMDC43-G4 es funcional, se infiltré hojas de
tabaco y 3 d.p.i. se visualizo la sefial de GFP en el microscopio confocal (Figura 18) en
donde se observd una amplia distribucion de la sefial de fluorescencia a lo largo del
tejido foliar infiltrado. Se observaron sefiales puntuales en el citoplasma que, por su

tamafio y distribucion intracelular, corresponden a Golgi y RE (Figura 18 a). Estas
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se muestra la expresion del cDNA de
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sefiales no colocalizan con la fluorescencia emitida por los cloroplastos (Figura 18 c¢),
por lo que se puede concluir que son propias de GFP y no de artefactos celulares que
produzcan fluorescencia. Al comparar el campo claro (Figura 18 b) con el panel a) se
puede notar que la fluorescencia se hace mas intensa en los bordes de las células
posiblemente porque la vacuola ocupa gran parte del volumen celular y por lo tanto,
concentra la sefial a un volumen menor. De estas imagenes se puede concluir que el

vector pMDC43-G4 se expresa en Golgi y RE tal como era esperado.

Figura 18: Comprobacion de la funcionalidad del vector pMDC43-G4 en hojas de tabaco. Imigenes
obtenidas en microscopio confocal. Se observan hojas de tabaco luego de 3 d.p.i con 4. tumefaciens . a):
Canal filtrado a XYZ nm (GFP) b): campo claro de la misma seccion; ¢): Canal filtrado a XYZ nm
(clorofila); d): sobreposicion de a y ¢. Las imagenes estin aumentadas 400 veces, ' “zrra blanca
equivale a 100 pm.




4.4 Estudio del transporte de nucleétido aziicar mediado por N-GFP GONSTA4.

Una vez que se determind la acumulacién de GONST4 con GFP acoplada a su
extremo N-terminal, se procedié a medir la especificidad de sustrato de este TNA. Una
fraccidn enriquecida en el aparato de Golgi fue extraida de hojas de Nicotinia tabacum
previamente infiltradas con 4. tumefaciens portando el plasmido pMDC43-G4 o
pMDC43 como control negativo. Para verificar la integridad de las vesiculas extraidas,
se utilizd la incorporacién de UDP-[>H]-D-glucosa a estas fracciones. GONST4 no
deberia ser capaz de transportar UDP-aziicares debido al sitio de unién de GDP que
posee y tal como se mencioné en la introduccion, no se ha descrito un transportador que
sea capaz de transportar GDP-azicares y UDP-azuicares. Este ensayo de transporte con
UDP-[*H]-D-glucosa no demostré diferencias significativas estadisticamente (t de

student = 0,12) entre el contro! y N-GFP GONST4 (datos no mostrados).

Luego, se midié la incorporacién de GDP-['“C]-D-manosa y GDP-["*C]-L-
galactosa (seccién 4.2) mediado por N-GFP GONST (Figura 19). No hubo una
diferencia significativa en la incorporacién de GDP-[*C]-D-manosa entre vesiculas de
Golgi extraidas de tabaco infiltrados con pMDC43-G4 comparada con las extraidas del
control (pMDC43 vacio). Sin embargo, la incorporacion de GDP-['*C]-L-galactosa fue
significativamente mayor (2,93 + 1,19 veces) en la muestra obtenida de hojas infiltradas
con pMDC43-G4, por lo que se puede concluir que N-GFP GONST4 .es capaz de

transportar GDP-L-galactosa.
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1,6 -
14 mCON

1,2 - 4G4-GFP
1,0 -
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GDP-[14C]Man GDP-[14C]Gal

Figura 19: N-GFP GONST4 es capaz de transportar GDP-L-galactosa. Se utilizo vesiculas enriquecidas en
Golgi obtenidas desde N. tabacum (ver Materiales y métodos seccién 3.4.4 y 3.5.2) 3 d.p.i. con Agrobacterium
tumefaciens sin transformar (control) y transformadas con el vector pMDC43-G4 (G4-GFP), observandose un
aumento de 2,93 veces en el transporte de GDP-[14C]-L-galactosa. Las barras representan el error (n = 3).
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5. DISCUSION.

En la memoria presentada se abordd el tema de la especificidad de sustrato del
transportador de nucledtido-aziicar de Arabidopsis: GONST4. Con el propésito de
obtener evidencia de los sustratos potenciales de GONST4 se realizé un analisis
filogenético, mediante el algoritmo bayesiano, incluyendo TNAs caracterizados y
predichos de distintos organismos y utilizando como “outgroup” la familia de los
transportadores de triosa fosfato (TPT). Esta dltima familia comparte ciertas
caracteristicas estructurales y funcionales con los TNAs; ambas familias poseen
proteinas de membrana tipo III dentro de sus miembros, transportan carbohidratos
unidos a moléculas con fosfato, son antiporters soluto/soluto y, debido al hecho de ser
proteinas plastidiales, se puede suponer que son proteinas ancestrales a los TNAs. El
valor de confiabilidad para este grupo como outgroup es de 1,00 por lo que, con mayor
razdn, se justifica la utilizacién de esta familia con esos fines (Fig. 7).

El &rbol generado presenta altos valores de confiabilidad para cada rama. Existen
s6lo tres valores (0,58; 0,59 y 0,64) que estan por debajo del 0,9 de probabilidad
posterior. Sin embargo los valores no son lo suficientemente bajos (< 0,50) como para
poner en duda la estructura presentada y, en conjunto a esto, por la posicién en que se
encuentran estos valores, las familias descritas en el arbol no se verian dfectadas en caso
de que esas ramas estuvieran o no separadas.

Dentro de la familia 1, que tiene particular importancia en esta memoria debido a
que es en la que se agrupa a GONST4, fue posible distinguir algunos motivos

conservados. En primer lugar se encontrd dos motivos que han sido descritos como
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motivos de unién a GDP: (1) Motivo [AG]xxxxGK[ST] (Saraste et al, 1990) y (2) el
motivo G V/I V N K (Baldwin et al, 2001). En particular, el residuo de lisina de este
Gltimo motivo (Lys 269 en GONST4) se encuentra presente en todas las familias excepto
en las N° 7 y 8, incluida la familia de los TPTs, indicando que este residuo podria jugar
un rol importante en la funcién de los TNAs. Profundizando esta observacion, se puede
proponer que debido a que estas proteinas se especializan en el transporte de moléculas
con carga negativa (grupos fosfato del NA o triosa fosfato), requieren de algtin
aminoécido con carga positiva, como es el caso de lisina, para interactuar con el sustrato
y poder generar los cambios conformacionales necesarios para que la molécula atraviese
la bicapa lipidica. Tomando esto en consideracion, existen otros dos residuos de lisina
(Lys 33 y 177 en GONST4) que se encuentran altamente conservados en la mayoria de
las familias lo que da aun mas indicios de la importancia que tienen estos residuos de
carga positiva en este tipo de proteinas capaces de transportar moléculas con carga
negativa. Con respecto a la especificidad del azticar, no se conoce un motivo de unién de
los TNAs que sea especifico para un tipo de azficar particular. Sin embargo, del
alineamiento se pueden obtener algunos residuos que son caracteristicos de cada familia
(Figura 20). En esta figura, los residuos més destacados son aquellos que presentan carga
(K, D y E) o bien aquellos que se encuentran relativamente cercanos a los motivos de
unién a GDP antes mencionados (K2s2Hag3). De manera andloga, como estrategia para
encontrar algin motivo especifico para la unién del azicar que compone el NA, se buscod
en la literatura sitios de unién de proteinas que unen sélo aziicares ¥ se encontré que, por
ejemplo, las proteinas que unen manosa poseen en su secuencia el sitio EPN {(Wets et al,

1992) y las que unen galactosa poseen el sitio QPD (Drickamer 1992). Sin embargo, no
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Desconocido
GDP—-Man
GONST1
GDP-Man
UDP-azicar
GDP-Fuc
GDP-Fuc
UDP-Gal
UDP-Gal

Figura 20: Residuos distintivos de GONST4 y de cada familia de TNAs. Se presenta la secuencia de
GONST4 con la posicién de los residuos distintivos encontrados para cada familia (amarillo) y motivos similares
de unién a aziicares presentes en la secuencia (verde). Bajo la secuencia se encuentran los residuos distintivos
para cada una de las familias del 4rbol. Las familias 7 y 8 se separaron en dos grupos (a y b; subfamilias) debido a
las grandes diferencias que presentaban en estos residuos consenso. En mayiscula se muestran residuos idénticos

en todos los integrantes de la familia y en mintscula aq

la mayoria de ellos lo conserva.

uellos que no son iguales en todos los integrantes pero que

fue posible encontrar el sitio EPN en TNAs que se saben que transportan GDP-D-

manosa (ver tabla III). Adicionalmente ni EPN ni QPD se encuentran en los miembros

de la familia 1, aunque todos poseen sitios que presentan caracteristicas similares en

cuanto al patron de hidrofobicidad (DPF y EPY, destacados en Fig 20). Sin embargo,

estas no han sido descritas como secuencias de unién de azicares. Como proyeccion de

este analisis, mutaciones sitio-dirigidas a los residuos conservados (en amarillo o en

verde, Figura 20) serian interesantes desde el punto de vista funcional para estudiar

como se afecta el transporte o la unién de GDP a la proteina dependiendo del tipo de
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modificacién aminoacidica que se realice (por ejemplo, cambio de aminoécido cargado
por uno hidrof6bico) y también para estudiar los cambios que puedan generarse desde el
punto de vista estructural.

En relacién a esto {ltimo, una caracterizacién estructural al nivel de una
cristalografia serfa ideal para comprender de mejor manera cémo funcionan estos
transportadores y, asi, generar un modelo tridimensional de calidad para los
representantes de las diversas familias presentadas. Sin embargo, la dificultad que
presenta el hecho de cristalizar proteinas de membrana ha hecho mas complicada esta
tarea por lo que se requiere de otro tipo de estrategias para comenzar a dilucidar poco a
poco la estructura de los TNAs.

En esta memoria se plantean dos modelos de DTM. De ambos, el modelo con 9
DTM resulta més atractivo por el hecho de que ambos motivos descritos de union a
GDP se encuentran orientados hacia el citoplasma y podrian asi tener contacto con el
sustrato. En conjunto con esto se ha descrito (Gao et al, 2001) que la presencia del
extremo amino terminal hacia el citoplasma es esencial para que exista un correcto
direccionamiento del transportador Vrgdp de levadura hacia el aparato de Golgi.
Especificamente, en esta memoria se abordé el problema mediante la generacion de
vectores con fusiones proteicas (GFP y FLAG) para identificar la posicién (lumenal o
citoplasmatica) del extremo amino terminal de GONST4 y asi poder validar alguno de
los dos modelos de DTM planteados (Figura 6). Ademds, uno de estos vectores, fue
utilizado para determinar la especifidad de sustrato de GONSTA4.

Para el desarrollo de los vectores se utilizé la tecnologia GATEWAY ® que

otorga la ventaja de que una vez generado el vector de entrada con ¢l gen de interés

-59.-




clonado, es posible recombinarlo con una amplia gama de vectores de destinacién (con
distintos epitopes en amino o carboxilo terminal, con promotores en duplicado, sin
promotor, etc). Es por esta razon, que el vector pCR8-G4 puede ser utilizado para los
fines que se estime conveniente, aunque con algunas excepciones (por ejemplo, epitopes
en su extremo carboxiterminal), debido a que la secuencia de GONST4 clonada
contiene €l codén de término. Los vectores de destinacién generados (pGWB12-G4 y
pMDC43-G4) poseen la secuencia codificante para un epitope FLAG y GFP,
respectivamente. Se utilizo dos vectores porque cada uno de ellos se aplica para fines
distintos. Por un lado GFP es una molécula ficilmente detectable por microscopia y que
podria dar indicios de la Iocalizacién subcelular de GONST4 pero presenta la desventaja
de tener un tamafio considerable (240 aa) que podria interferir de alguna manera con la
estructura de la proteina en la que se inserta como gen reportero. Con el objeto de
descartar estos factores se utilizé un segundo vector que posee como epitope la
secuencia FLAG que sélo tiene 6 aminoacidos Y que, debido a esto, no interferiria con
la estructura de la proteina. No obstante, esta secuencia es més dificil de detectar ya que
no posee fluorescencia intrinseca cémo el caso de GFP y la manera més simple de
detectarla es mediante Western Blot. Con estos vectores se persigue el mismo objetivo
pero desde diferentes puntos de vista. En primer lugar, el vector pMDC43-G4 se utilizd
para verificar que GONST4 se dirigia hacia ¢l aparato de Golgi a pesar de la insercidn
de algin epitope y para posteriormente realizar ensayos de inmunofluorecencia o de
Dot-Blot en presencia o ausencia de Triton X100 y visualizar si el extremo amino
terminal se orienta hacia el interior del lumen de Golgi o hacia el citoplasma. Por otra

parte, el vector pPGWB12-G4 posee una secuencia que contiene s6lo 6 aminodcidos y
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que, por lo mismo, resulta una tecnologia mas “limpia” y con menos distorsién de los
resultados atribuible a la presencia de un epitope de tamafio mas grande como GFP que
en teoria podria afectar la estabilidad de la proteina, efecto que en la préctica suena
bastante complicado debido al tamafio de la proteina y a la gran cantidad de DTM
predichos. Sin embargo, el resultado con este vector serfa mucho menos atribuible a
factores externos. Con este vector se pretende realizar los ensayos de Dot-Blot en
presencia o ausencia de Triton X100 y comenzar con la dilucidacion de la estructura
terciaria de la proteina.

El resultado de la localizacién subcelular (Fig. 19) indica que GONST4-GFP N
terminal se encuentra en Golgi y en reticulo endoplasmético (RE). Los transportadores
de la familia GONST son transportadores que se localizan especificamente en el aparato
de Golgi (Handford et al, 2004). La presencia en este caso de GONST4 en el RE podria
explicarse mediante una posible sobrecarga del sistema al sobrexpresar con un promotor
constitutivo como Io es el promotor 35S o bien porque el direccionamiento de la
proteina podria depender en gran medida de su extremo N terminal y al estar este con un
epitope de este tamafio, este direccionamiento se veria interferido por la molécula de
GFP. Esto dltimo se avala en que fusiones GONST4-GFP en el extremo C terminal
muestran scfial solo en el aparato de Golgi (pVK-G4; Handford et al, 2004). Para
descartar que sea ¢l tamafio de la molécula de GFP lo que interfiere con un correcto
direccionamiento se podrian realizar ensayos de inmunofluorescencia con el vector
pGWB12-G4.

Tal como se mencioné anteriormente, la evidencia de la filogenia parecia indicar

que GONST4 transportaba un sustrato distinto a los que se habian caracterizado en otras
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especies. Dentro de estos sustratos estaba GDP-L-galactosa que es un NA que no se
encuentra disponible comercialmente con o sin marca radioactiva. Por esta razon, fue
necesario aplicar un método de sintesis y purificacién del NA para poder utilizarlo
posteriormente en ensayos de transporte y verificar la actividad de GONST4 en su
presencia.

El producto de interés para este estudio (GDP-L-galactosa) sélo representa un
15% de los NA totales que quedan en la mezcla de reaccién. La enzima GME tiene una
Km de 4,4 pM y una ke de 0,041 x 102 s (Wolucka et al, 2003) lo que indica que la
enzima posee una alta afinidad por GDP-D-manosa pero la tasa de conversién a GDP-
L-galactosa y GDP-L-gulosa es baja. Es por esta razén, que sc realizaron diversas
pruebas aumentando el tiempo de reaccién y las proporciones se mantuvieron (datos no
mostrados). Sumado a esto, al agregar al medio una concentracién determinada de
GDP-L-~galactosa al inicio de la reaccién (se utilizé una concentracién equivalente al
5% final), el equilibrio final se mantenia (0,8 GDP-D-man; 0,15 GDP-L-gal; 0,05 GDP-
L-gul; datos no mostrados). Lo mismo sucedia en ¢l caso de partir con una
concentracion inicial de GDP-L-gulosa, por lo tanto, la enzima GME cataliza la
interconversion de estos azlicares y las proporciones finales estin determinadas por el
equilibrio termodindmico que se da en solucién. Esto tltimo también sugiere que en A.
thaliana el flujo a través de la via de conversion estd regulado por las enzimas que
vienen mds abajo en la ruta que consumen un azicar en preferencia de otro. Qtros
parametros estudiados, fueron la temperatura, obteniéndose el maximo de actividad a 21
°C y un aumento en la concentracién de la proteina que no tenia efecto alguno en las

proporciones finales. En cuanto a un aumento en la concentracién de sustrato, se
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observaban efectos lineales en cuanto a la concentracion de producto sin afectar las
proporciones (Fig.8).

La técnica utilizada para detectar que efectivamente el producto obtenido era
GDP-L-galactosa fue PACE que es una tecnologia poco convencional pero que resulto
ser la tnica eficaz debido a las bajas cantidades que’'se pretendia detectar (pmoles).
Otras técnicas mas simples como algunas colorimétricas para galactosa o enzimaticas
con galactosa oxidasa no dieron resultados debido a la baja sensibilidad de los métodos
(datos no mostrados). Sin embargo, para PACE el mayor inconveniente resulto ser la
visualizacién de las bandas que resultaban un poco difusas y grandes. No fue posible
lograr bandas de mejor calidad pero para el objetivo que se perseguia, es decir,
identificar el producto de la reaccion con GME como galactosa, resultdé ser un método
satisfactorio.

Finalmente, para estudiar la especificidad de sustrato de GONST4, se utilizo
fracciones enriquecidas en Golgi extraidas desde hojas de tabaco infiltradas con el
vector pMDC43-G4 que se observd por microscopia confocal que efectivamente la
proteina se dirigia hacia el aparato de Golgi y reticulo endoplasmatico (Figura 18) . Con
estas fracciones enriquecidas, se realizd ensayos de transporte con GDP-L-galactosa
sintetizada observiandose un aumento estadisticamente significativo en el transporte de
este NA en las hojas transformadas versus el control lo que da un indicio sobre el
posible transporte de GDP-L-galactosa que realiza GONST4. El hecho de que esta
molécula sea un sustrato que transporta GONST4 resulta consistente con los datos
obtenidos de la filogenia que indican que esta proteina pertenece a un clado aparte del

resto (Familia 1) y que, ademds, ninguno de sus miembros tiene algin sustrato
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caracterizado. Sin embargo, para corroborar este resultado, se deberian realizar ensayos
de transporte con vesiculas obtenidas de hojas de tabaco infiltradas con el vector
pGWB12-G4 y, en el caso de observar un efecto similar, se podria comenzar a estudiar

la composicion de RG-II en plantas GONST4.

6. CONCLUSION Y PROYECCIONES.

e Se generd el vector pMDC43-G4 para ser utilizado como herramienta molecular
mediante la cual, por estudios de inmunofluorescencia, permitird dilucidar el
nimero de DTM de GONST4 y validar uno de los dos modelos de topologia de
membrana propuestos en esta memoria.

¢ Sec estandarizé una metodologia de sintesis de un NA (GDP-L-galactosa) que no
se encuentra disponible comercialmente y que puede resultar 1til para el estudio
de otros integrantes de la familia de los TNAs.

e La enzima GME cataliza la interconversion de GDP-D-manosa a GDP-L-
galactosa y GDP-L-gulosa en proporciones 8 : 1,5 : 0,5. Estos azicares y las
proporciones finales estn determinadas por el equilibrio termodindmico que se
da en solucién.

e Los residuos que distinguen a la familia 1, a la cual pertenece GONST4, podrian
ser importantes en la unién del azicar, por lo que mutaciones sitio-dirigidas a
estos residuos podrian entregar informacién relevante sobre la especificidad por
el aziicar del NA.

e GONST4 seria el primer TNA conocido capaz de transportar GDP-L-galactosa.

El tinico polisacérido que se conoce requiere este NA es la pectina RG-II por lo
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que resulta interesante estudiar el efecto que tendrian mutantes GONST4- sobre

la composicién de azucares de esta pectina.
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