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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

A
ADN
ADNasa
ADNCc
AMP
APS
ARN
ARNasa
ARNmM
AS
ATP
BPB
BSA
Ci
CIAP
Cpm
DEPC
DNTPs
DTT
EDTA
FAD
Fig

g
GOGAT
GS

h

IPTG
kb

kDa
Km

LB

min
MOPS
NAD(P)H
NiR
nm

NR

Ntn
PAGE
pb
PCR
PEG
pfu

pl
PMSF
PRPP

Absorbancia

Acido desoxirribonucleico
Desoxirribonucleasa

Acido desoxirribonucleico copia
Adenosin monofosfato

Persulfato aménico

Acido ribonucleico

Ribonucleasa

Acido ribonucleico mensajero
Asparragina sintetasa

Adenosin trifosfato

Azul de bromofenol

Seroalbimina bovina

Curio

Fosfatasa alcalina de intestino de ternera
Cuentas por minuto

Dietil pirocarbonato

Desoxinucleotidos trifosfato
1,4-Ditiotreitol

Acido etilendiamino tetraacético

Flavin adenin dinucle6tido

Figura

Aceleracion de la gravedad
y-oxoglutarato aminotransferasa
Glutamina sintetasa

Hora

Isopropil B-D-tiogalactésido

Kilobases

Kilodalton

Constante de Michaelis Menten

Medio de Luria-Bertani (cultivo de microorganismos)
Minuto

Acido 3 (N-morfolino) propanosulfénico
Nicotin adenin dinucleétido (fosfato) reducido
Nitrito reductasa

Nandmetros

Nitrato reductasa

Nucleofilo N-terminal

Electroforesis en geles de poliacrilamida
Pares de bases

Reaccion en cadena de la polimerasa
Polietilenglicol

Unidades formadoras de halos (plaque-forming unit)
Punto isoeléctrico

Fluoruro de fenilmetilsulfonilo
Fosforribosil pirofosfato
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p/v Peso/volumen

RACE Amplificacion rapida de extremos de ADNc (rapid amplification of cDNA
ends)

rpm Revoluciones por minuto

S Segundo

SDS Dodecil sulfato sddico

SSC Solucién de citrato sodico y cloruro sédico

T Temperatura

TAE Tampon Tris-acido acético-EDTA

TBE Tampon Tris-4cido borico-EDTA

TBS Tampon Tris-acido borico-cloruro sédico

TE Tampon Tris-EDTA

TEMED N,N,N’,N’-tetrametil etilendiamina

Tris Tris (hidroximetil) aminometano

U Unidad internacional de actividad enzimética

uv Ultravioleta

Vmax Velocidad méxima

vol Volumen

viv Volumen/volumen

WT Tipo silvestre

X-gal 5-Bromo, 4-Cloro, 3-Indolil B-galactésido

A Longitud de onda

uCi MicroCurio
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1. IMPORTANCIA DEL NITROGENO COMO NUTRIENTE

El nitrégeno (N) es uno de los elementos més ampliamente distribuidos en la
Naturaleza. En la atmdsfera se halla en forma de dinitrogeno (N,), que representa
alrededor del 78% del total de los gases, lo que equivale a 2,8 x 10** Tm de nitrégeno.
La cantidad de nitrogeno en la litosfera es solamente un 25% de la presente en la
atmosfera; ademas, el nitrégeno de la litosfera se encuentra en forma muy estable en
rocas primarias y sedimentarias, de modo que tan solo un 0,03% del nitrégeno de la
litosfera se encuentra en el suelo, y s6lo una proporcion muy pequefia se halla en forma
asimilable por los seres vivos. Por tanto, el nitrogeno de la litosfera tiene una
participacion muy baja en el ciclo de nitrdgeno de la biosfera, y la mayor parte del
nitrdgeno necesario para el crecimiento de las plantas proviene en ultimo término de la
atmosfera.

El nitrogeno, el carbono, el hidrégeno y el oxigeno forman los Ilamados
bioelementos primarios porque son los elementos quimicos més abundantes vy
fundamentales de los seres vivos, en los que forman parte de las proteinas, acidos
nucleicos, vitaminas, porfirinas, alcaloides y numerosos productos intermediarios del
metabolismo. Los bioelementos que limitan el crecimiento de las plantas, y por tanto la
produccidn de biomasa, son el fosforo y el nitrégeno (Date et al., 1973; Hardy et al.,
1975). Ambos son factores limitantes del crecimiento de las plantas en sistemas
agricolas y marinos. La cantidad de N, fijado en la Naturaleza es de unas 2 x 10® Tm
por afio. De esta cantidad, aproximadamente un 5% es fijado por oxidacion del N, a
acido nitrico en presencia de O,y vapor de agua (fenémeno provocado por las descargas
eléctricas de las tormentas), y el 95% restante es fijado por microorganismos (Sprent,
1989b). Este ultimo proceso se denomina fijacion biolégica del N,. La fijacion
bioldgica desempefia un papel muy importante en la economia del nitrogeno en la
practica agricola, ya que la cantidad de nitrégeno disponible en la mayoria de los suelos
cultivados es baja y en la actualidad no puede suplirse a escala mundial por la
produccion de fertilizantes. No obstante, los beneficios potenciales de la fijacion
bioldgica de N, en la agricultura no se podran aprovechar en su totalidad hasta que no se
conozcan en profundidad los factores abidticos y bidticos que influyen en ella, asi como

sus mecanismos de actuacion.
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2. ORIGEN DEL NITROGENO UTILIZADO POR LAS PLANTAS

Las plantas normalmente adquieren N inorganico del suelo en forma de nitrato o de
amonio. La fuente de nitr6geno para muchas bacterias, hongos, algas y plantas
superiores procede de la reduccion del nitrato. Es por ello que la ruta de asimilacion del
nitrato es el proceso cuantitativamente mas importante para la adquisicion de nitrégeno
en la biosfera. EI amonio es el producto final de la degradacién de proteinas y
aminoacidos presentes en el suelo en forma de animales muertos y material vegetal. En
suelos bien aireados, este amonio participa del proceso de nitrificacion (Schlegel, 1985).
Las bacterias del género Nitrosomonas y Nitrobacter pueden oxidar el amonio a nitrito
y nitrato. EI amonio y el nitrato pueden ser asimilados como una fuente de nitrégeno
por las plantas. El hecho de que el nitrato sea la fuente preferente de nitrogeno de
muchas plantas (Guerrero et al., 1981) ha conducido a un abuso en la utilizacion de
abonos nitrogenados en la agricultura moderna con el objeto de aumentar el rendimiento
de las cosechas. Sin embargo, esto estd causando problemas que afectan tanto a la
ecologia como a la salud publica. Ademas, el nitrégeno reducido, urea o sales aménicas
de los fertilizantes, se transforma en su mayor parte en nitrato por los microorganismos
del suelo de las tierras de cultivo.

A través de la fijacion bioldgica llega al suelo cuatro veces mas nitrégeno que por
los fertilizantes quimicos. La mitad del nitrogeno fijado biol6gicamente lo suministra la
simbiosis Rhizobium-leguminosa mediante un proceso en el que la energia consumida
procede del Sol (fotosintesis). De otra parte, para que las plantas puedan utilizar el N,
captado por fijadores libres, ha de tener lugar una secuencia de acontecimientos (lisis
celular, amonificacion, etc.) en la que intervienen grupos de microorganismos
especializados. En el transcurso de tales transformaciones ocurren pérdidas de nitrogeno
asimilable por inmovilizacion, fijacion a coloides del suelo o desnitrificacion. En la

fijacién simbidtica, el nitrogeno es utilizable por el vegetal (Schubert, 1986).

3. ORGANOGENESIS Y DIFERENCIACION DEL NODULO RADICAL

En ausencia de N en el suelo, las leguminosas pueden formar una asociacion simbidtica
con microorganismos fijadores de nitrégeno. Bradyrhizobium vive como saprofito en el
suelo, donde compite con bacterias quimioheterotrofas. Su densidad de poblacion media
en tierras de barbecho se sita entre 102 y 105 células por gramo de suelo. Su
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supervivencia parece asociada a la condicion de poder utilizar compuestos organicos
presentes en muy baja concentraciébn (Bauer y Caetano-Anollés, 1991). La
multiplicacién de Bradyrhizobium en la rizosfera es un proceso que antecede al de la
propia infeccion. En algunos casos, la composicion quimica de los exudados de la raiz
puede condicionar una cierta selectividad de las bacterias. Este es el caso de la secrecion
de homoserina por las raices de guisante, ya que este aminoacido es una excelente
fuente de C y N para R. leguminosarum (Egeraat, 1975).

Las bacterias de Bradyrhizobium son atraidas hacia la superficie radical mediante
quimiotaxis, aunque también se ha descrito que la presencia de corrientes eléctricas
enddgenas en las raices podrian estar implicadas en la atraccién de microorganismos
(Miller et al., 1986). Concentraciones de algunos flavonoides en el orden de nM
provocan una quimiotaxis activa en Bradyrhizobium. Esta quimiotaxis puede estar
basada en una cierta especificidad entre los flavonoides liberados por la planta y la
respuesta de una determinada especie de Bradyrhizobium (Phillips et al., 1990). Estos
mismos flavonoides, en concentraciones superiores, en el rango de uM, activan los
genes responsables de la nodulacion (genes nod) de la bacteria.

En la adhesion de las bacterias a la raiz aparecen implicados dos tipos de
moléculas: lectinas, glicoproteinas sin actividad enzimatica producidas por la planta, y
ciertos polisacaridos de la pared celular de la bacteria.

Un paso previo a este reconocimiento especifico de lectinas y componenetes de la
pared (del tipo antigeno-anticuerpo) parece ser una unién no especifica mediada por una
proteina de 14 kDa ampliamente distribuida no sélo en Bradyrhizobium, sino también
en Agrobacterium (Kijne et al., 1990). La proteina, denominada rhicadhesina, es capaz
de unir Ca*" in vitro y parece mediar la adhesién de Bradyrhizobium a las raices (Smit
etal., 1987).

La forma mas habitual de infeccion estudiada hasta la fecha es la asociada a los
pelos radicales. En este caso, las bacterias penetran a través de la pared celular del pelo
radical, y quedan envueltas en una estructura tubular conocida como cordén de
infeccion, que progresa hacia la base del pelo radical. Este cordon de infeccion contiene
una matriz de origen bacteriano y una glicoproteina de origen vegetal (Bradley et al.,
1988).
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En el proceso de infeccidn de las raices de leguminosas por Rhizobium para dar

lugar al nddulo se pueden distinguir varias etapas que, en esquema, son las siguientes:

Figura 1. Etapas del proceso de infeccion de las raices de leguminosas. En un nédulo fijador se
pueden distinguir las siguientes zonas: C: corteza nodular; M: zona meristematica apical, que da la forma
particular a cada nodulo; I: zona de infeccion bacteriana y de crecimiento celular; F: zona fijadora
(células ocupadas por bacteroides) y V: trazas del sistema vascular de la raiz. Este modelo corresponde a
la alfalfa, trébol y soja. De esta forma, la planta obtiene el N requerido para el crecimiento,
proporcionando fotoasimilados para el desarrollo y funcién del nédulo.

Rhizobium, en presencia de la raiz de la leguminosa correspondiente (Fig. 1A), prolifera
por causas aparentemente inespecificas y es atraido especificamente hacia los pelos
radicales, donde origina la curvatura del extremo de los mismos (Fig. 1B). Por este
lugar se produce una invaginacion de la pared del pelo que conforma un canal por
donde penetra la bacteria, para constituir lo que se conoce como cordon o filamento de

infeccion (Fig. 1C). Este filamento atraviesa algunas células corticales, se ramifica y



DANIEL OSUNA Asparragina sintetasas de P. vulgaris INTRODUCCION

penetra en otras que se han dividido antes de forma anarquica por efecto de la
proximidad de las bacterias. Estas se liberan del filamento en el citoplasma celular y
guedan rodeadas, individualmente o en grupos, por una membrana derivada del
plasmalema de la célula hospedadora (Fig. 1D). Con la division celular se forma el
nodulo, donde se pueden reconocer diferentes zonas (Fig. 1E). El tejido periférico esta
formado por grandes células vacuoladas (cortex externo), una capa de células
esclerenquimaticas (endodermis nodular) y por varias capas de células vacuoladas,
densamente empaquetadas (cortex interno), que contienen los haces vasculares. En el
tejido central se pueden distinguir células de mayor tamafio que han sido invadidas, y
celulas vacuoladas de menor tamafio no invadidas.

Los nodulos tempranos en estado emergente presentan pequefios granulos de
almidon en al menos diez capas de células ubicadas en la parte proximal del nddulo. En
nodulos desarrollados de judia se observan amiloplastos en células no invadidas del
tejido central. Los granulos de almidon disminuyen en sentido proximal-distal, hasta
Ilegar a no observarse en la region distal. Las células mas jovenes invadidas se localizan
en la periferia del tejido central y en la region proximal nodular. Asi pues, en nodulos
maduros, el patron de distribucion del almidon se puede correlacionar con la etapa de
desarrollo y la actividad fijadora de nitr6geno de los bacteroides.

Se ha propuesto (Taté et al., 1994) que estos nodulos globosos son consecuencia de
dos centros opuestos de division celular: 1) células del cortex externo se multiplicarian
cerca del pelo radical antes de ser infectadas, constituyendo las células invadidas el
tejido central del nédulo maduro; 2) al mismo tiempo, las células del cortex interno
comenzarian a dividirse y a originar una envuelta externa que circundaria el tejido
central, constituyendo el parénquima y los haces vasculares.

En nddulos emergentes de una semana, el tejido central ain no estad organizado,
como se muestra en una seccion longitudinal tefiida con azul de toluidina (Fig. 2A). Una
seccién de mismo nddulo (Fig. 2B) muestra pequefios granulos de almidon tefiidos en
negro con l,-KI en unas diez capas de células no invadidas de la parte proximal de la
raiz. En secciones longitudinales de nodulos de dos semanas tefiidas con I,-KI (Fig.
2C), el tejido central aparece mejor organizado. Alrededor puede visualizarse el cortex
interno, la endodermis nodular y el cortex externo. La distribucion de los granulos de

almidon disminuye en sentido proximal-distal. En secciones de nédulos de tres semanas
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(Fig. 2D), se reduce la base de anclaje y los haces vasculares conectan el nédulo a la
raiz. Los granulos de almidon se visualizan en las células no invadidas esparcidas entre
las capas de células invadidas, asi como en las capas celulares que rodean las capas méas
periféricas de células invadidas. Una seccion transversal de un nédulo maduro (Fig. 2E)
confirma la existencia de granulos de almidén en al menos dos capas de células no
invadidas que rodean las células periféricas invadidas y un patron difuso de distribucion
de los granulos de almidén en las células no invadidas dispersadas entre las zonas
invadidas. En la Fig. 2F se observa el tejido central formado por células invadidas de
gran tamarfio (teflidas con azul de toluidina) y por células vacuoladas de menor tamafio.
Los granulos de almiddn se acumulan en dos o tres capas de células no invadidas que

circundan las células periféricas invadidas.

Figura 2. Secciones de 7 um de nddulos en diferentes estadios de de desarrollo. Los nddulos se
fijaron y se incluyeron en parafina, para tefiirlos después con azul de toluidina y 1,-KI. Finalmente se
visualizaron mediante microscopia de campo claro. Los granulos de almidén se tifieron de negro con |-
KI. Los haces vasculares se indican con flechas (Taté et al., 1994).
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4. FISIOLOGIA DEL NODULO: SIMBIOSIS Rhizobium-LEGUMINOSA

4.1. Funciones de los fotosintatos

Esta simbiosis implica que, antes del comienzo de la fijacién del N, la planta
hospedadora proporciona los metabolitos de C y N requeridos para el desarrollo del
nodulo. El poder reductor y el ATP generados en la fotosintesis se usan en el ciclo de
reduccion del carbono. Los fotoasimilados producidos son dirigidos a tejidos sumidero,
los cuales reciben de un 15 a un 30% de los fotosintatos netos de la planta (Minchin et
al., 1981; Mahon et al., 1983). Este aporte de fotosintatos transportados via floema tiene
varias funciones (Fig. 3):

a) Crecimiento y mantenimiento del tejido nodular.

b) Reacciones endergénicas asociadas con la reduccion del N, en el bacteroide y
con la asimilacion del NH,* producido en el citosol.

c) Sintesis de compuestos organicos nitrogenados para ser exportados desde el
nodulo. Estos solutos nitrogenados se transportan via xilema (Pate et al., 1983) a los
Organos vegetativos y reproductivos de la planta, y contribuyen al “pool” de N soluble
(Atkins et al., 1982). Cuando se requiere un aporte de N, estos compuestos son
movilizados desde el “pool” y degradados hasta NH," y otros productos, que son
reasimilados produciendo los aminoacidos especificos requeridos para la sintesis de
acidos nucleicos, proteinas y otros metabolitos.

En la luz, las reacciones endergonicas implicadas en la asimilacion de NH,
(biosintesis de aminoacidos Y sintesis de macromoléculas) estan directamente acopladas
a las reacciones que generan energia de la fotosintesis; mientras que en la oscuridad o
en tejidos no fotosintéticos, el fotosintato se consume para producir el ATP y el poder

reductor necesarios para que ocurran estos procesos.

4.2. Nitrogenasa: propiedades fisico-quimicas y mecanismo de reaccion
Los nodulos radicales de las leguminosas son los encargados, pues, de la fijacion
bioldgica del nitrégeno, que es catalizada por el complejo enzimatico nitrogenasa. La

reaccion es altamente endergdnica (~960 kJ/mol N fijado) y su estequimetria teorica es:

N, + 16 ATP + 10H" + 8¢ —> 2NH," + H, + 16 ADP + 16 Pi
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En condiciones fisioldgicas, los electrones se utilizan para reducir N, a NH;" vy, en
menor cuantia, H® a H,. La nitrogenasa de bacteroides consta de dos
ferrosulfoproteinas. La Fe-proteina (dinitrogenasa reductasa, componente Il) es un
dimero con estructura o, y masa molecular de ~ 62 kDa, y contiene un centro
sulfoférrico [4Fe-4S].

La FeMo-proteina (dinitrogenasa, componente I) es un tetramero con estructura
o2 Yy una masa molecular de ~ 220 kDa, y contiene ~ 30 4&tomos de Fe, un nimero casi
equivalente de atomos de S acido-labiles y dos 4tomos de Mo. La Fe-proteina y la
FeMo-proteina son extremadamente sensibles al O, y se inactivan irreversiblemente
cuando se exponen al aire.

El mecanismo de reaccion de la nitrogenasa se ha estudiado principalmente en los
microorganismos fijadores de vida libre. Sin embargo, el modelo propuesto parece ser
generalizable a la nitrogenasa de bacteroides con ligeras modificaciones (Evans et al.,
1987). Durante la reaccién de la nitrogenasa, el ATP debe encontrarse como complejo
ATP-Mg, ya que el ATP libre es un inhibidor. La Fe-proteina enlaza al ATP-Mg y
reduce especificamente a la FeMo-proteina, mientras que esta enlaza y reduce al
sustrato.

El reductor fisioldgico de la Fe-proteina de bacteroides es la ferredoxina, una
proteina de potencial redox muy negativo y muy sensible al O,. La Fe-proteina reducida
se activa por la union de dos moléculas de ATP-Mg. La activacion de la Fe-proteina
consiste en un cambio conformacional que hace su potencial redox mas negativo en al
menos 100 mV. Esta Fe-proteina pasa a tener el potencial redox necesario para reducir
la FeMo-proteina. Durante cada ciclo de transferencia de 1 electron, la Fe-proteina se
asocia y disocia de la FeMo-proteina y se hidrolizan dos moléculas de ATP-Mg.
Después de tres ciclos de transferencia se genera un trihidruro de la FeMo-proteina. El
N, desplaza entonces dos atomos de hidrégeno, con lo que el N; se enlaza a la FeMo-
proteina y se libera H,. Después de cinco ciclos se liberan las dos méleculas de NH,".
Este mecanismo de reaccion explicaria la estequiometria minima observada de 1 H;
producido: 1 N, reducido; lo que significa que un minimo teérico del 25% de los

electrones de la nitrogenasa se utilizan en la produccion Hs.
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4.3. Metabolismo del nitrégeno en nédulos: asimilacion de amonio

Las enzimas implicadas en la asimilacion de NH,* estan reprimidas en los bacteroides
de Rhizobium (Boland et al., 1978). El primer producto estable de la fijacion del N, el
NH,*, se excreta en un 95% desde los bacteroides hacia el citoplasma de las células
nodulares, donde se incorpora a compuestos carbonados (Fig. 3). Dicha incorporacion
debe ser rapida para evitar la acumulacion de NH," en niveles que puedan inactivar a la
nitrogenasa y reprimir el sistema de fijacion de nitrogeno. La principal via metabolica
de asimilacion de NH," esta constituida por dos enzimas de las células nodulares que
actian coordinadamente. EI NH," se incorpora primero a la posicion amida de la
glutamina, con consumo de ATP, en la reaccion catalizada por la glutamina sintetasa. El
grupo amida se transfiere a continuacion al C-2 del oxoglutarato en la reaccion de
aminacion reductiva llevada a cabo por la glutamato sintasa. Ambas enzimas han sido
aisladas y purificadas a partir de nédulos de leguminosas (Cullimore et al., 1983).

Los mecanismos moleculares reguladores del proceso de asimilacion de NH,* se
han abordado en un principio en el nivel de la glutamina sintetasa. Esta enzima puede
comprender del 1 al 2% de la proteina soluble total de 6rganos que asimilan activamente
NH,". La actividad glutamina sintetasa se incrementa drasticamente durante el
desarrollo de los nddulos radicales de las leguminosas, en hojas etioladas expuestas a la
luz, y en hojas y raices de plantas cultivadas en medios con NO3™ (Kim et al., 1995).

Ademas de al glutamato, la glutamina puede donar su grupo amida al aspartato para
dar asparragina. La reaccion es catalizada por la asparragina sintetasa (AS) y requiere la
hidrolisis de ATP a AMP y PPi. La otra via de asimilacion de NH," la constituye la
NADH-glutamato deshidrogenasa, que cataliza la incorporacion de un grupo amino al
oxoglutarato para producir glutamato. Debido a la baja afinidad de esta enzima por el
NH;" (Km ~ 80 mM) en comparacion con la de la glutamina sintetasa (Km ~ 0,2 mM),
la asimilacion de NH,;" via NADH-glutamato deshidrogenasa parece ser relevante sélo
cuando el NH,;" se encuentra en concentraciones elevadas, probablemente cercanas a la
toxicidad. Para la mayoria de las plantas, los datos reflejan que la asimilacion de amonio
ocurre a través del ciclo de la glutamato sintasa, con alguna contribucion de la NADH-
glutamato deshidrogenasa. En plantas regadas con nitrato marcado con N, rapidamente
se detectd el marcaje de glutamina y glutamato, que actuan como precursores en la

sintesis de aminodacidos. La reduccion de nitrato no es la Unica fuente de produccion de
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amonio en tejidos de plantas; de hecho gran parte del amonio asimilado por la
glutamina sintetasa en tejidos fotosintéticos procede de la fotorrespiracion. Otras
fuentes de amonio incluyen reacciones catalizadas por enzimas tales como la

asparraginasa y la arginasa (Miflin y Lea, 1980).
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Figura 3. Fijacion de nitrégeno por bacteroides en el interior de una célula nodular de raiz. La
fijacion de nitrégeno en nddulos de leguminosas por los bacteroides de Rhizobium se realiza en el interior
de las células vegetales que ocupan la zona central del nédulo. Hasta alli llega el fotosintato que va a ser
fuente de energia, de electrones y de esqueleto carbonado para la incorporacion del amonio formado. La
leghemoglobina, que se encuentra en el citosol que rodea al bacteroide, permite la difusion del oxigeno
desde el exterior en cantidad suficiente para que puedan desarrollarse las reacciones de oxidacion
correspondientes, pero a un nivel tal que no se inhiba la actividad nitrogenasa. EI amonio producido pasa
al citosol de la célula, se incorpora al glutamato con intervencion de la glutamina sintetasa y se transfiere
al resto de la planta por el xilema.

Otra enzima importante de los nddulos, la fosfoenolpiruvato carboxilasa,

contribuye a la asimilacion del NH," proporcionando compuestos carbonados que son
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intermediarios del ciclo de los &cidos tricarboxilicos (via anaplerotica). Una funcion
importante de la enzima consiste en fijar una parte del CO, respiratorio (~10 %). La
fosfoenolpiruvato carboxilasa es una enzima citosélica muy abundante en los nédulos
(1-2 % de la proteina soluble total) y cataliza la incorporacion de CO, (realmente HCO3
ya que el CO, debe estar disuelto) al fosfoenolpiruvato produciendo oxalacetato. Este es
bastante inestable y se reduce rapidamente a malato por la malato deshidrogenasa. El
malato puede utilizarse como fuente de carbono y energia para los bacteroides o entrar
en la mitocondria y oxidarse por el ciclo de Krebs. EI malato también puede estar
implicado en el ajuste de cargas entre las vacuolas y el xilema; por ejemplo, un 75% de
la carga de cationes en el xilema es equilibrado con malato y el resto con aspartato y
alantoato (en las leguminosas tropicales). El oxalacetato puede también ser
transaminado a aspartato por la aspartato aminotransferasa. El aspartato, a su vez, puede
convertirse en asparragina por la asparragina sintetasa. La sintesis de asparragina es
particularmente importante en nédulos de raices de leguminosas, donde gran parte del
nitrégeno fijado por la bacteria es rapidamente transferido a asparragina por medio de
las actividades glutamina sintetasa Yy asparragina sintetasa. La asparragina es la
principal amida transportada por el xilema hacia la parte aérea en varias leguminosas

(Sieciechowics et al., 1988).

5. TRANSPORTE DEL NITROGENO FIJADO AL RESTO DE LA PLANTA
5.1. Factores genético-moleculares
Aunque la glutamina es el producto inicial del proceso de fijacion del nitrégeno, este
compuesto es raramente transportado por la savia xilematica. Razones de tipo genético
determinan la naturaleza del compuesto nitrogenado que es exportado via xilema. El
nitrégeno fijado en las raices de leguminosas se exporta a las partes aéreas de la planta
en forma de amidas (glutamina, asparragina) o ureidos (alantoina, alantoato). Aunque el
paso de la GS/IGOGAT en la asimilacién de amonio es comun, las rutas responsables
de la produccién de ureidos y aminoacidos/amidas son muy diferentes.

La sintesis de asparragina se lleva cabo por accion de la asparragina sintetasa, que
cataliza la transferencia del grupo amido desde la glutamina hasta el aspartato para dar
glutamato y asparragina como productos. El proceso de sintesis de alantoina y alantoato

es mas complejo, e implica tanto a células infectadas como no infectadas. La glutamina
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es el donador de grupo amido para el fosforribosilpirofosfato, para dar
fosforribosilamina, que es el sustrato de partida en la ruta de sintesis de purinas. El
primer nucledtido de purina que se forma es la inosina monofosfato, que se oxida hasta
xantina. Estos procesos ocurren en el plastidio de las células infectadas. Los pasos
finales de la formacion de ureidos ocurren en el citoplasma, peroxisoma Yy reticulo
endoplasmico de las células no infectadas, donde se produce la degradacién de la
xantina hasta acido Urico, alantoina y alantoato, respectivamente (Schubert y Boland,
1990) (Fig. 4).
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Figura 4: Modelo de la localizacion subcelular de las reacciones de sintesis de amidas y de ureidos
en nddulos de leguminosas exportadoras de ureidos. Este modelo se basa en resultados de
fraccionamiento subcelular y estudios ultraestructurales. Los procesos involucrados en la biogénesis de
ureidos pueden ocurrir en mas de un compartimento subcelular. La localizacion de las enzimas que
intervienen en la conversién de IMP a xantina y la de la AS no es segura. Se ha propuesto que en los
nodulos de soja estas reacciones ocurren en los plastidios, mientras que en otras especies como el frijol de
vaca pueden tener lugar en el citoplasma. En todos los casos, los intermediarios exportados desde el
citoplasma se desconocen. Ala: alantoato; Aln: alantoina; AS: asparragina sintetasa; Asn: asparraging;
Asp: aspartato; Glu: glutamato; Gln: glutamina; PRA: fosforribosilamina; PRPP:
fosforribosilpirofosfato; Uri: &cido urico; Xan: xantina.

Las leguminosas pertenecientes a la tribu Phaseoleae, que incluye soja (Glycine

max), judia (Phaseolus vulgaris) y frijol de vaca (Vigna ungiculata, Vigna radiata),
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exportan ureidos desde los nodulos radicales (Sprent, 1980). No obstante, la asparragina
es el aminodcido principal en la savia xilemética de soja (Wong y Evans, 1971, Streeter,
1972), y gran parte del trabajo sobre la sintesis de asparragina se ha llevado a cabo en
nodulos de soja. Aunque los ureidos constituyen el principal producto exportable en
soja cultivada en condiciones de fijacion de nitrégeno, la concentracion de asparragina
en nodulos es varias veces mayor que la concentracion de ureidos, e incluso se exporta
asparragina en cantidades detectables desde el sistema radicular nodulado (Streeter,
1972; McClure e lIsrael, 1979; Schubert, 1981), especialmente durante el desarrollo
temprano del nodulo, cuando la asparragina es importada desde el floema para el
desarrollo nodular.

Ademaés de los factores genético-moleculares, la distribucion relativa de ureidos y
amidas en el xilema también esta determinada por factores ambientales y nutricionales
(Urquhart y Joy, 1981; Schubert, 1986).

5.2. Factores ambientales y nutricionales

La asparragina es un medio mas economico para el transporte de nitrégeno que la
glutamina, debido a una menor razon C:N (2:1 para la asparragina y 2,5:1 para la
glutamina). Los ureidos, con cuatro dtomos de nitrégeno por molécula (C:N, 1:1),
tienen una ventaja sobre la asparragina, con sélo dos atomos de nitrégeno por molécula
(C:N, 2:1), en términos de transporte de nitrogeno y uso eficiente del carbono (Fig. 5).
El incremento de la produccion y transporte de ureidos en otros tejidos, o en especies de
plantas cultivadas en condiciones en las que el carbono puede ser limitante (Mothes,
1961; Polayes y Schubert, 1984), es consistente con esta teoria. De hecho, las
leguminosas productoras de ureidos consumen menos fotoasimilados que las
leguminosas exportadoras de amidas (Pate et al., 1981; Pate et al., 1983). Hay que
prestar una especial atencion a la fijacion de CO; en la ruta de sintesis de aminoéacidos y
amidas. Se ha especulado sobre el efecto que esta fijacion de CO, puede tener sobre las
velocidades de respiracion por gramo de N asimilado (Schubert, 1982; Saari y Ludden,
1987). Recientemente, Layzell y colaboradores (1988) calcularon el coste tedrico de
sacarosa Y la velocidad de intercambio de CO, asociados con la sintesis de ureidos y
amidas a partir de sacarosa y NH,4". Partiendo de la base de un nddulo entero, se predijo

que los nodulos productores de ureidos consumirian un 8% menos de sacarosa por
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gramo de N fijado que los nodulos productores de amidas, pero les supondria un
aparente coste respiratorio que seria un 5% mayor que en nddulos productores de
asparragina. Estas predicciones sugieren que los valores obtenidos de la pérdida
respiratoria por gramo de N fijado deben ser tratados con precaucion si se utilizan como
un indicador del coste energético relativo de la asimilacion de N. Estas diferencias en la
eficiencia del uso del carbono no pueden atribuirse Unicamente a diferencias en el coste
de produccion de ureidos y amidas. Muchos otros factores pueden contribuir a esta
mejora global en la eficiencia (Pate et al., 1981). Por otro lado, la baja solubilidad de los
ureidos puede limitar la cantidad de nitrogeno que se puede exportar en esta forma
guimica en climas templados, mientras que no seria inconveniente en climas tropicales
(Sprent, 1980).

H
O | HN COOH NH,
H2’|\l \T/N\ , '
C—o0 O0=cC C c—oO
O:C\ /C\N/ \N/H\N/
A | |
H H H H
Alantoina Alantoato
(C:N, 1:1) (C:N, 1:1)
HoN
| H2 Hz
H, C~_ H _- COOH C_H COOH
—_=C — ™~ ~ ~ ~N -~
° \C/C\g/ COOoH O—T T HOOC |C
H. | NH, NH, NH,
NH,
Glutamina Asparragina Aspartato
(C:N, 2,5:1) (C:N, 2:1) (C:N, 4:1)

Figura 5: Representacion esquematica de la estructura de los ureidos y amidas transportados a
través del xilema. Los ureidos (alantoina y alantoato) tienen una relacion C:N de 1:1, por lo que
presentan una ventaja en términos de nitrogeno exportado y eficiencia en la utilizacioén de carbono sobre
las amidas que, como maximo (en el caso de la asparragina), alcanzan una relacion C:N de 2:1.

La mayoria de las leguminosas tienden pues a exportar el nitrogeno fijado en forma
de los ureidos alantoina y alantoato o la amida asparragina. Esta diferenciacion en el
compuesto nitrogenado que transportan permite clasificarlas en dos tipos. Las
leguminosas de clima tropical (soja, judia) transportan principalmente ureidos, mientras
que las leguminosas de clima templado (altramuz, guisante) transportan principalmente

asparragina (Schubert, 1986).
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La adicion de nitrato o amonio a células de plantas superiores, protoplastos o
microalgas resulta en algunos casos en un ligero aumento de la fijacion fotosintética del
carbono (Turpin et al., 1988). Al menos una vez se ha descrito una leve supresion de la
fijacion de carbono (Larsson et al., 1982). Estos autores afirman que la supresion resulta
de una competencia por el poder reductor entre el CO, y la asimilacion del N. No
obstante, se observaron efectos similares durante la asimilacion de NH;" y NOs', lo que
sugiere la implicacion de otros factores. Aunque los efectos de la asimilacion de N
sobre la fijacion de carbono en tejidos sin carencias de N son leves, hay un importante
efecto en la disponibilidad de CO, (Lara et al., 1987). Esto se puede atribuir a la
necesidad de proporcionar esqueletos carbonados para la biosintesis de aminoacidos. Es
dificil determinar si el requerimiento de CO, para la asimilacion de N es mediado por la
Rubisco o si es la fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPcasa) la que juega un papel
importante.

La presencia o ausencia de nitratos o de acetileno, inhibidor de la fijacion de
nitrégeno, puede condicionar el contenido de ureidos en el xilema. La disminucion de la
concentracion de ureidos en el exudado del xilema como respuesta al nitrato es
proporcional a la disminucidn de la actividad nitrogenasa, también se inhibe la infeccion
radical por Rhizobium, el desarrollo del nddulo y la sintesis de proteinas del bacteroide
(Streeter, 1988). Sin embargo, las leguminosas exportadoras de amidas son mas
susceptibles al tratamiento con nitrato que las exportadoras de ureidos. Utilizando
nodulos radicales de soja procedentes de la simbiosis soja-Bradyrhizobium japonicum,
se ha observado que la adicion de nitrato inhibe la fijacion de nitrégeno y afecta a la
funcionalidad de la nitrogenasa del bacteroide; asimismo, redujo en un 75% la actividad
5-fosforribosil-1-pirofosfato amidotransferasa (EC 2.4.2.14), la enzima que cataliza el
paso limitante en la biosintesis de purinas (Reynolds et al., 1984).

La formacion de ureidos en plantas tratadas con nitratos puede tener varias
explicaciones: 1) Pueden ser sintetizados a expensas del nitrato reducido, bien en la raiz
0 en los nodulos, ya que las enzimas necesarias son expresadas en el nddulo. 2) Pueden
sintetizarse a expensas de nucleétidos degradados como respuesta a la senescencia
inducida por el nitrato. 3) A partir del amonio, directamente absorbido por la planta
(Schuller et al.,, 1986). Sin embargo, utilizando mutantes de soja, denominados
supernodulantes nts (nitrate-tolerant symbiosis) que nodulan en presencia de nitratos a
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concentraciones consideradas como inhibidoras de la actividad nitrogenasa, producen
niveles de ureidos elevados, que se afectan con la dosis de indculo, indicando que los
niveles de ureidos estan asociados con la supernodulacién (Schuller et al., 1988).

En especies exportadoras de ureidos, estos son mayoritarios en el xilema solo
mientras la planta satisfaga sus requerimientos de nitrégeno principalmente a partir de
nitrégeno atmosférico. En leguminosas productoras de amidas, la asparragina es
siempre la forma principal de nitrégeno reducido, independientemente de los cambios
en las condiciones nutricionales de nitrogeno (Patterson y LaRue, 1983; Schubert, 1986;
Peoples et al., 1987).

En la Fig. 6 se representan los principales solutos nitrogenados del exudado
xilemético obtenido del frijol de vaca (Vigna unguiculata L.) y guisante (Pisum
sativum L.) cultivados bajo dos regimenes diferentes. —N: plantas totalmente dependien-
tes de una simbiosis efectiva, y +N: plantas regadas con una solucidon que contiene
nitrato. En plantas tales como Xanthium, donde no se lleva a cabo reduccién de nitrato
en la raiz, el nitrato libre constituye un 95% del N soluble xilemético. Sin embargo, las
raices de otras muchas plantas con capacidad de reducir nitrato transportan una
proporcién del N xilematico en una forma organica.

Un estudio de la composicion del exudado de las raices mostrd que la asparragina
era el principal componente nitrogenado de la savia xilematica en Lotus japonicus
(Waterhouse et al., 1996). La asparragina del xilema aparecié marcada con **N a una
velocidad menor que la asparragina de raiz, lo que sugiere que esta ultima esta ubicada
en un “pool” incluido en el citoplasma. La division de la asparragina de raiz entre un
“pool” vacuolar, de almacenamiento, y “un pool” citoplasmico, o de transporte, daria
como resultado una mayor velocidad de marcaje que la asparragina del xilema. Esta
ultima situacion se encuentra frecuentemente en estudios sobre la entrada de nitrato
marcado al xilema.

Se ha sugerido recientemente (Lam et al., 1994) que la presencia relativamente alta
de residuos de asparragina en la AS implica que la enzima es sintetizada bajo
condiciones de suficiencia de nitrogeno. Este contenido relativamente alto de residuos
de asparragina se ha observado en genes de la asimilacion del N, como NR y GS.

La adicién de >N (*NH,* 0 >NO3) al medio de cultivo de plantas de soja muestra

diferencias sustanciales en la distribucién inicial de N por la savia xilematica. Esta
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distribucién inicial de >N es muy diferente, comparando plantas cultivadas en NO3™ con
las cultivadas con N, o NH4*. Una considerable acumulacion en el tallo ocurre sélo bajo
las dos ultimas formas de N. No obstante, en todos los casos, una proporcién similar del
nitrogeno incorporado se transfiere desde el xilema al floema, independientemente de la
distribucion del N y de la forma en que es aportado. A pesar de las diferentes
distribuciones iniciales de N, se obtiene un resultado similar para las tres fuentes de
nitrégeno cuando se detecta el >N después de dos semanas de tratamiento. Asi, las
hojas y raices de plantas tratadas con NO5 pierden °N con el tiempo mientras que

aumenta el contenido en tallo (McNeil y LaRue, 1984).

Asn GIn Asp Glu Hom Otros Ure Nit

B OO0O0HOOEA &3

-N
D
+N

-N . :
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N — | [

| | | | |
0 25 50 75 100

Composicion de solutos nitrogenados (%oN)

Figura 6. Composicion de la fraccion nitrogenada presente en el exudado xilematico del frijol de
vaca (Vigna unguiculata (L.) Walp.) y del guisante (Pisum sativum L.). La concentracion de los
principales solutos nitrogenados del exudado xileméatico se midid en plantas cultivadas en dos regimenes
diferentes de nitrégeno. -N: plantas totalmente dependientes de una simbiosis efectiva; +N: plantas
regadas con una solucién de cultivo que contiene nitrato. Asn: asparragina; Gln: glutamina; Asp:
aspartato; Glu: glutamato; Hom: homoserina; Ure: ureidos; Nit: nitrato. Datos tomados de Peoples et al.
(1985) y Peoples et al. (1987).

Como se ha mencionado antes, en especies exportadoras de ureidos, estos
predominan en la composicion xilematica mientras la planta satisface sus
requerimientos de nitrégeno principalmente a partir del nitrogeno atmosférico. En

leguminosas productoras de amidas, la asparragina es siempre la principal forma de
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nitrégeno reducido a pesar de los cambios en el estado nutricional de la planta referente
al nitrégeno. A pesar de que estos hechos experimentales estan bien establecidos, la
“légica de la planta” para usar ureidos o amidas es objeto de continua especulacion, y la
regulaciéon de los cambios de rutas productoras de amidas a ureidos, y viceversa, es

totalmente desconocida (Schubert y Boland, 1990).

6. SINTESIS DE AMIDAS EN PLANTAS SUPERIORES: BIOSINTESIS DE
ASPARRAGINA

A la hora de estudiar la diferenciacion metabolica entre ureidos y amidas, hay alguna
aproximacion que se esta haciendo en la ruta de sintesis de ureidos. Se ha prestado una
atencion especial a la enzima 5-fosforribosil-1-pirofosfato amidotransferasa, que
cataliza el paso limitante de la sintesis de novo de purinas. Aunque la regulacion de la
expresion del gen contribuye a regular este paso en bacterias, en eucariotas la mayoria,
si no todo el control especifico de sintesis de purinas, esta a nivel de proteina mediante
inhibicién feedback. Esta regulacion feedback de la enzima es un ejemplo clasico de
control alostérico (Zalkin y Smith, 1998).

A la sintesis de asparragina se le ha prestado una mayor atencion. Hay tres posibles
rutas para la sintesis de asparragina en plantas superiores (Sieciechowics et al.,
1988)(Fig. 7):

a) Sintesis de B-cianoalanina a partir de cisteina y cianuro catalizada por la -
cianoalanina sintasa (EC 4.4.1.9), con la posterior hidrolisis por la B-cianoalanina
hidrolasa (EC 4.2.1.65). El cianuro puede ser liberado en la rotura de glicésidos
cianogénicos (Conn, 1981; Nahrstedt, 1987), en la reaccion de hidroxilamina y glicolato
(Hucklesby et al., 1982), y durante la biosintesis de etileno (Peiser et al., 1984). La
posibilidad de que esta ruta no sea mas que un mecanismo rapido de detoxificacién de
cianuro ha sido discutido por Wurtele et al. (1984, 1985). Aunque el HCN marcado se
convierte en asparragina en cotiledones y hojas de plantulas de leguminosas, ésta no
parece ser la principal ruta de sintesis de asparragina (Streeter et al., 1973).

b) Transaminacion del &cido 2-oxosuccinamico (OSA) por el correspondiente
donador del grupo amino. Esta reaccion se ha detectado en extractos de hojas de Pisum
sativum (Ireland y Joy, 1983), pero la velocidad de sintesis de asparragina fue unas 20

veces menor que la de la reaccion reversa. Es por tanto probable que el principal papel
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de esta enzima sea el catabolismo de asparragina.

c) Sintesis directa de asparragina a partir de aspartato por una asparragina
sintetasa (AS) dependiente de glutamina (EC 6.3.5.4). La reaccion catalizada por la AS
parece ser la via fundamental de sintesis de asparragina en plantas (Lea et al., 1990).
Esta enzima parece ser clave en la ruta de movilizacion del nitrégeno fijado
bioldgicamente.

Existen dos tipos de asparragina sintetasas:

a) Una forma dependiente de amonio, que sintetiza asparragina a partir de
amonio y aspartato, con la consiguiente hidrolisis de una molécula de ATP hasta AMP y
pirofosfato (Rognes, 1975). Esta AS dependiente de amonio sélo se ha descrito en
procariotas, y aparece relacionada evolutivamente con las ARNt aminoacil sintetasas
(Hinchman et al., 1992). EI miembro representativo de este grupo de enzimas es la AS
codificada por el gen asnA de E. coli (Hinchman y Schuster, 1992).

b) La segunda clase de AS utiliza preferentemente glutamina como fuente de
nitrégeno, aunque también puede emplear amonio como sustrato alternativo. Esta enzi-
ma cataliza la transferencia, dependiente de ATP, del grupo amida de la glutamina hasta
el aspartato, para dar glutamato y asparragina como productos (Horowitz y Meister,
1972; Rognes, 1975; Hubert y Simoni, 1980). Por lo tanto, en plantas, la AS no
interviene normalmente en la ruta de asimilacion directa de amonio, a diferencia de lo
que ocurre en las bacterias (Richards y Schuster, 1998). En realidad no se puede

descartar la existencia de una AS dependiente de amonio en plantas.

20



DANIEL OSUNA

Asparragina sintetasas de P. vulgaris

INTRODUCCION

SH C=N CONH,
| HCN | H,0 |
CH, CH, CH,
I —> | —A» I
CH, N CH, HCNH,
| H,0  SH, | |
COCH COCH COCH
Cisteina B-cianoalanina Asparragina
CONH, COCOH CONH, COCH
I I I I
CH2 HCN Hz CH2 C=0
I + I < I + I
C=0 R HCNH, R
I I
COCH COCH
A. a-oxosuccinamico  Aminoécido Asparragina o-cetodcido
COCH CONH,
I AMP+PPi I
CH, AP /A CH,
HCNH, s 0 HCNH,
| Mg |
COCH COCH
A. aspartico Asparragina
CONH, COCH AMP4FPi COOH CONH,
| | AQ ' é |
CH, CH, / H, CH,
| . > | . |
CH, HCNH, Mg?* CH;, HCNH,
I I I I
HCNH, COOH HCNH, COOH
I I
COCH COCH
Glutamina A. aspartico A. glutdmico Asparragina

Figura 7. Se muestran las principales rutas de sintesis de asparragina. La reaccion catalizada por la
AS dependiente de GIn parece ser la via fundamental de sintesis de asparragina en plantas (Lea et al.,

1990).
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7. APROXIMACIONES AL ESTUDIO DE LA ASPARRAGINA SINTETASA

7.1. Estudios bioquimicos

En muchas plantas superiores, como soja y judia, la asparragina es un aminoacido
importante para el transporte y almacenamiento de nitrégeno durante los procesos de
germinacion, asimilacion de nitrato o amonio, y fijacion de nitrogeno (Lea y Fowden,
1975; Sieciechowics et al., 1988). La AS, enzima responsable de la sintesis de
asparragina, ha sido aislada y parcialmente purificada de varias plantas: lupinus
(Rognes, 1980), soja (Huber y Streeter, 1985), maiz (Stulen et al., 1979), y alfalfa (Ta et
al., 1989). La AS de plantas no se ha purificado a homogeneidad, y no estan separadas y
caracterizadas las distintas isoformas. Como ya se ha dicho anteriormente, se han
descrito dos formas de AS: una forma dependiente de glutamina (Hubert y Simoni,
1980) y una forma dependiente de amonio (Cedar y Schwartz, 1969). La forma
dependiente de glutamina es la mas comun y esta presente en bacterias, plantas y células
de mamiferos. Esta forma puede catalizar ambas reacciones, aunque la glutamina es el
sustrato preferido. La forma dependiente de amonio se encuentra principalmente en
bacterias y soélo puede catalizar la reaccion en la que el amonio es la fuente de
nitrégeno. No obstante, la AS de raices de maiz es capaz de utilizar el amonio casi con
igual eficiencia que la glutamina y puede utilizar amonio eficazmente cuando éste se
halla en exceso (Stulen et al., 1979), lo cual puede ser fisiol6gicamente importante en
este tejido (Oaks y Ross, 1984).

Joy y Ireland (1990) han descrito un método de ensayo y han discutido los posibles
factores que pueden interferir en la determinacién de Vmax. La enzima de cotiledones
de lupinus se inhibia por un inhibidor dializable y termoestable obtenido a partir de un
homogeneizado de hojas de guisante (Joy et al., 1983). La presencia de este inhibidor
puede ser la causa que explique la ausencia de actividad AS en extractos de hojas
verdes. Los cotiledones de semillas en germinacion han demostrado ser la mayor fuente
de actividad AS, y la enzima se ha estudiado en lupinus (Lea y Fowden, 1975; Rognes,
1975, 1980), soja (Streeter, 1973), algodon (Dilworth y Dure, 1978), y Vigna (Kern y
Chrispeels, 1978). La enzima de lupinus requiere CI" y se inhibe por la presencia de
Ca™.

Ademas, la AS no se ha caracterizado bien a nivel bioquimico a causa de su
extremada inestabilidad in vitro (Hubert y Streeter, 1985). Para mayor dificultad, las
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preparaciones de AS parcialmente purificada contienen actividad asparraginasa e
inhibidores termoestables (Joy et al., 1983), lo cual hace que los ensayos de actividad
AS in vitro sean muy dificiles. Por tanto, la purificacion a homogeneidad de la AS de

plantas es todavia un gran reto.

7.2. Estudios moleculares

Las aproximaciones moleculares se han llevado a cabo con mas éxito y se han clonado
varios genes que codifican AS de diferentes fuentes: Arabidopsis thaliana (Lam et al.,
1994), Pisum sativum (Tsai y Coruzzi, 1990, 1991), Asparagus officinalis (Davies y
King, 1993), Zea mays (Chevalier et al., 1996), Glycine max (Hughes et al., 1997),
Lotus japonicus (Waterhouse et al., 1996), entre otras. De acuerdo con las secuencias de
los ADNCcs, todas las AS de plantas son proteinas muy similares que comparten mas de
un 70% de identidad en la secuencia de aminoacidos. ElI hecho de que varias de las
especies estudiadas posean dos genes homdlogos, pero diferentes, para la AS sugiere la
existencia de diferentes isozimas. Los productos de ambos genes podrian tener actividad
AS ya en forma de monomeros (Richards y Schuster, 1998; Zalking y Smith, 1998), lo
que no es incompatible con la posibilidad del acoplamiento para formar homo y
heterodimeros. Estudiando las propiedades de la enzima de cotiledones de lupinus (Lea
y Fowden, 1975; Rognes, 1975, 1980) se ha observado que, en ausencia de sustratos, la
filtracion en gel indica una masa molecular de 160 kDa, formando un dimero (320 kDa)
en presencia de ATP. No obstante, la regulacion de las diferentes isoformas de
asparragina sintetasa no es bien conocida.

A pesar de la importancia bioldgica de la asparragina en diversos aspectos del
metabolismo de la planta (Lam et al., 1996), y del papel de este aminoacido como un
sitio de glicosilacion en glicoproteinas eucarioticas (Kornfeld y Kornfeld, 1985),
relativamente pocos estudios se han enfocado en la estructura y mecanismo de reaccion
de las AS de plantas y animales. En parte, esto se ha debido a la dificultad para obtener
la enzima altamente purificada de varios tejidos. Estos estudios estan siendo posibles
gracias a la produccion de AS recombinante (Van Heeke y Schuster, 1990; Sheng et al.,
1993). El interés en las AS radica en dos cuestiones fundamentales. Primero, la
asparragina tiene una razén N/C relativamente alta y es por tanto verosimil que el

metabolismo celular de este aminoécido esté unido a la homeostasis de nitrogeno y
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biosintesis de proteina en todos los organismos. Segundo, la eliminacion de este
aminoacido por la enzima L-asparraginasa es ampliamente usada en protocolos
quimioterapéuticos para el tratamiento de la leucemia linfoblastica aguda (ALL) en
nifios (Ertel et al., 1979).

Hasta la fecha, se han descrito en procariotas y eucariotas dos familias de enzimas
AS que no parecen tener gran similitud en la secuencia. Los miembros de la primera
familia de enzimas, aislados exclusivamente de procariotas, utilizan amonio como
sustrato y parecen estar evolutivamente relacionadas con las amino-acil tRNA sintetasas
(Hinchman et al., 1992). La AS codificada por el gen asnA de Escherichia coli es el
miembro representativo de este grupo de enzimas. Para la segunda clase de AS, la
glutamina es la principal fuente de nitr6geno, aunque estas enzimas pueden emplear
amonio como un sustrato alternativo. Un andlisis de sus secuencias ha revelado que
estas enzimas son miembros de la superfamilia de amidotransferasas dependientes de
glutamina (Richards y Schuster, 1998; Zalking y Smith, 1998). A diferencia de las
bacterias, los organismos eucaridticos no presentan AS dependiente de amonio,
similares a asnA, puede que debido a la necesidad de mantener concentraciones

celulares de amonio a muy bajos niveles.

8. REGULACION DE LA EXPRESION DE LA ASPARRAGINA SINTETASA

La asparragina sintetasa es una enzima clave en plantas, asi como en el metabolismo de
mamiferos; y su regulacion por tanto, ha sido objeto de mucho estudio (Gong y
Basilico, 1990; Guerrini et al., 1993). En plantas, se piensa que la asparragina juega un
papel preponderante en el transporte de nitrégeno, y en guisante (Tsai y Coruzzi, 1990),
maiz (Chevalier et al., 1996), soja (Hughes et al., 1997), y lotus (Waterhouse et al.,
1996), hay dos genes expresados diferencialmente que codifican asparragina sintetasas
dependientes de glutamina; e incluso tres en Arabidopsis (Lam et al., 1998). La
investigacion en este area es complicada por el hecho de que las plantas pueden también
sintetizar asparragina por la hidratacion catalizada por la enzima de la B-cianoalanina.
Las levaduras también poseen dos genes, pero la importancia metabdlica de esta
observacion, y sus respectivos papeles en la célula, quedan adn por determinar (Ramos
y Waime, 1979). En células de mamifero, se ha observado que en un mutante AS

sensible a la temperatura se bloquea la progresion a través de la fase G1 del ciclo celular
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(Gong y Basilico, 1990), y un trabajo reciente muestra que la expresion de AS esta
controlada tanto a nivel transcripcional como a nivel traduccional (Hutson et al., 1997).
La transcripcion de los genes AS parece ser un punto clave en la regulacién de la sintesis
de asparragina. Lam et al. (1998) han encontrado una perfecta correlacion entre la
expresion del gen ASN1 y el contenido en asparragina en los tejidos de Arabidopsis,
demostrando que los cambios en la expresion de los genes AS tienen efectos

fisiologicamente relevantes.

8.1. Influencia de las condiciones de estrés

Los niveles de asparragina en tejidos de plantas se incrementan con frecuencia bajo
condiciones de estrés, tales como deficiencias en un mineral y estrés salino. Un ejemplo
de esto puede observarse en tomate, donde la deficiencia en zinc puede conducir a
aumentar 50 veces la concentracion de asparragina (Stewart y Larher, 1980). Aun no se
ha establecido el significado de dicho incremento, pero podria ser un medio de
almacenamiento de nitrogeno cuando la sintesis de proteina esta inhibida por el estrés.
El estrés post-cosecha hace aumentar de 5 a 10 veces el contenido de asparragina en los

brotes de esparrago (King et al., 1990).

8.2. Influencia de la luz-oscuridad

La represion por luz de la transcripcion del gen AS en guisante y Arabidopsis esta
mediada en parte por fitocromo (Tsai y Coruzzi, 1990; Lam et al., 1994). Estudios méas
recientes demuestran que la luz puede actuar también indirectamente en la expresion del
gen AS via cambios inducidos por luz en el metabolismo del carbono. Se ha demostrado
que la suplementacién con sacarosa puede simular los efectos negativos de la luz,
reprimiendo la expresion del gen AS en plantas de Arabidopsis adaptadas a la oscuridad
(Lam et al., 1994) (Fig. 8). Del mismo modo, se ha demostrado que el nivel de ARNm
AS incrementa con un descenso del contenido en sacarosa en brotes de esparrago
segados (Davies y King, 1993). En puntas de raiz de maiz, se ha observado un
incremento de la actividad AS en hambre de azlcar (Brouquisse et al., 1992). En
contraste, la actividad AS disminuyo en raices de maiz cuando se trataron las plantas
con glucosa exodgena (Stulen y Oaks, 1977). Estos resultados revelan una evidente regu-
lacion metabolica, siendo la expresion de los genes AS de plantas sensible a sefiales
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procedentes del metabolismo del carbono y del nitrégeno. La induccion de la expresion
de los genes AS durante la germinacion en el guisante y durante el desarrollo de nédulos
radicales, en el guisante y en la alfalfa (Tsai y Coruzzi, 1990; Shi et al., 1997), dos
situaciones que implican una importante movilizacion de nitrégeno, confirman esta
regulacién metabolica.

Este modelo de regulacién es perfectamente coherente con el conocido papel de la
asparragina como transportador de nitrogeno preferente en situaciones de déficit de
carbono y/o movilizacion de nitrogeno.

Se han propuesto posibles efectores moleculares que actuan como intermediarios
(tales como COP y DET) en la transduccién de la sefial de la luz (Chory, 1993; Li et al.,
1994). No obstante, se descononoce la existencia de un enlace directo entre la expresion
del gen y la etapa de transduccion de esta sefial de la luz. Algunos promotores de genes
de la asimilacion de nitrégeno, incluidos los de la GS2 y AS de guisante, se conoce que

tienen elementos de respuesta a la luz (Tjaden et al., 1995; Ngai et al., 1997).

LUZ (Baja razén N:C)
REPRESION GEN ASN1

NH,* Glu Glu \TESQUELETGS
ﬂ CARBONADOS
AMINOACIDOS,

ikj c GOGAT | ACIDOS

S2
" NUCLEICOS,etc.

a-CG
- ESQUELETOS
N;Jz GII" CLOROPLASTQ  |cAReonasos
| ¢ OSCURIDAD (Alta razén N:C)
y EXPRESION GEN ASN1
0 NO,"
b7 2 Gln
c ¢ /
5 ASN1
Asp
ou <"y
NR TALLO Asn
| |
I Gin | RAIZ | Asn
|
NO, SUELO

Figura 8. Modelo de trabajo que representa el control metabélico de la asimilacion de nitrogeno en
forma de GIn y Asn y los efectos sobre la expresion del gen ASN1 en Arabidopsis. Asimismo se
muestra el efecto de la luz/oscuridad en la expresién de genes AS en Arabidopsis thaliana. Nir:
nitrito reductasa; GS2: glutamina sintetasa 2; GOGAT: glutamato sintasa; NR: nitrato reductasa; ASN1:
asparragina sintetasa de tipo I; Glu: glutamato; GIn: glutamina; Asp: aspartato; Asn: asparragina; a-CG:
a-cetoglutarato.
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8.3. Influencia de una fuente de carbono reducido
En plantas superiores, la suplementacion con azucar exdgena conduce a la represion de

un conjunto de promotores implicados en el proceso fotosintético (Sheen, 1990). Un
homologo al factor trans-activador SNF1, que interviene en procesos de represion
catabolica en levaduras, se ha identificado en centeno usando técnicas de
complementacion en levaduras (Alderson et al., 1991). Un gen relacionado con SNF1 se
ha aislado también en Arabidopsis (Le Guen et al., 1992). Sera interesante determinar
los mecanismos por los cuales la luz y la sacarosa afectan reciprocamente al control de
los genes GLN2/GLUL y ASN1 en Arabidopsis.

Un aporte de sacarosa reprime la induccion en oscuridad del gen ASN1, y este
efecto se revierte por adicion de una fuente de nitrégeno tal como glutamina, glutamato,
0 asparragina (Lam et al., 1994). Estas observaciones apoyan un modelo en el cual,
cuando el “pool” de carbono es relativamente menor que el “pool” de nitrogeno, el
producto del gen ASN1 funciona para conducir el flujo de nitr6geno hacia la
asparragina, que actia como forma de almacenamiento de nitrégeno y/o transporte de

nitrégeno a distancias largas (Lam et al., 1994).

9. IMPORTANCIA METABOLICA DE LA SINTESIS DE ASPARRAGINA EN
PLANTAS Y ANIMALES

Dos parecen ser los destinos metabolicos de la asparragina. El primero es el uso de este
aminoéacido en la biosintesis de proteinas, particularmente como un punto de unién con
las estructuras de carbohidratos complejas (Kaplan et al., 1987). La otra funcion, quizas
cuantitativamente mas importante, implica la conversion en intermediarios del ciclo del
acido citrico, y de aqui a glucosa, con un uso concomitante de N en la sintesis de otros
aminoacidos. Mientras tiene lugar la hidrdlisis de asparragina por asparraginasa(s)
celular(es), el flujo a través de este paso es probablemente menor que a través de otras
rutas catabdlicas. En higado de rata, la conversion del carbono de la asparragina en
oxalacetato ocurre fundamentalmente por una transaminacion inicial para dar o-
cetosuccinamida y posterior hidrolisis (Maul y Schuster, 1986), aunque la regulacion de
estas reacciones es aun escasamente conocida. Ciertamente, este paso parece ser el
unico medio de rotura de la asparragina que es utilizado por la mitocondria (Schuster,

1982). Parece tratarse de dos aminotransferasas diferentes en células de higado de rata,
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mitocondrial y citosélica, que median la sintesis de a-cetosuccinamida a partir de
asparragina y que parecen estar reguladas diferencialmente por calcio. Una posibilidad
es que el factor que controle la regulacion de esta ruta sea la disponibilidad de glioxilato
y piruvato en los compartimentos mitocondrial y citosélico. Este paso es, no obstante, el
principal medio de conversion de asparragina en glucosa, mucho mas que la hidrdlisis a
acido aspartico. Ya que el aceptor de N en la transaminacién de asparragina a o-
cetosuccinamida es el glioxilato, rindiendo glicina, un posible mecanismo por el cual la
caida de asparragina puede causar dafio celular es a consecuencia del incremento en los
niveles de glioxilato.

En el proyecto desarrollado en esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo la clonacion
de dos genes AS de una leguminosa ureida, como es Phaseolus vulgaris, debido a nues-
tra idea de que algunos factores moleculares pueden ser responsables de la integracion y
corregulacion de la biosintesis de ureidos y amidas en raices de leguminosas. Con el
objetivo ultimo de determinar los mecanismos de control de este proceso de
diferenciacion metabdlica, hemos iniciado una aproximacion molecular al estudio de la
asparragina sintetasa, una de las enzimas clave en el proceso de movilizacion del

nitrégeno desde las raices hacia las partes aéreas de la planta.

10. OBJETIVOS

Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral se abarcaran los siguientes objetivos:

-Aislamiento y caracterizacion del gen o genes que codifican asparragina sintetasas en
Phaseolus vulgaris. Para ello se utilizard una estrategia combinada de escrutinio de
genoteca gendmica y RT-PCR con oligonucledtidos degenerados.

-Expresion y purificacion de la(s) proteina(s). La(s) enzima(s), tras expresarla(s) en E.
coli, se sometera(n) a un proceso de purificacion para obtenerla en estado homogéneo.

-Obtencion de anticuerpos policlonales y analisis de la expresion mediante Western
blot.

-Anélisis de la expresion mediante Northern blot. Se aislard ARNm de tejidos de
plantas de P. vulgaris cultivadas en diferentes condiciones nutricionales, de

luz/oscuridad, y bajo condiciones de fotoperiodo normal.
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1. REACTIVOS

1.1. PRODUCTOS QUIMICOS

Todos los productos y reactivos fueron de alta calidad y se adquirieron en las casas
comerciales indicadas entre paréntesis.
Acido acético (Panreac)

Acido borico (Sigma)

Acido clorhidrico (Panreac)

Agar (Panreac)

Agarosa (Promega)

Alcohol isoamilico (Merck)

Ampicilina (Sigma)

Azul de bromofenol (Sigma)
Bacto-triptona (Difco)

Bromuro de etidio (BrEt) (Sigma)

Citrato sodico (Panreac)

Cloroformo (Merck)

Cloruro sédico (Panreac)

Cloruro célcico (Panreac)

Cloruro de cesio (USB)

Cloruro aménico (Panreac)

Columnas de filtracion en gel Nick Columns (Pharmacia)
Dietil pirocarbonato (DEPC) (Sigma)
dNTP’s (Pharmacia)

Dodecil sulfato sodico (Sigma)
EDTA-Na; (&cido etilen-diamin-tetraacético sal sodica) (ICN)
Etanol absoluto (Merck)

Extracto de levadura (Difco)

Fenol (Sigma)

Ficoll 400 (Sigma)

Formaldehido 37% (Merck)

Fosfato disédico (Panreac)

Fosfato potasico mono y diacido (Panreac)

30



DANIEL OSUNA Asparragina sintetasas de P. vulgaris MATERIALES Y METODOS

Gelatina (Bio-Rad)

Glicerol (Panreac)

Glucdgeno (Panreac)

Glucosa (Panreac)

Hidrolizado de caseina (N-Z-amina) (Panreac)

IPTG (Isopropil B-D-tiogalactosido) (Pharmacia)

Isopropanol (Merck)

Maltosa (Panreac)

Manitol (Panreac)

Molibdato sddico (MoO4Na;) (Panreac)

MOPS (acido 3(N-morfolino) propanosulfonico) (ICN)

B-NAD" (Sigma)

N,N-dimetil formamida (Merck)

Papel Whatmann 3MM Gel-Blotting-Papers 300x600 mm (Schleicher & Schuell)
Perlita (Dicalite espafiola S.A.)

Polivinilpirrolidona (PVP) (Sigma)

Sulfato de cobre (Panreac)

Sulfato ferroso (Panreac)

Sulfato magnésico (Panreac)

Sulfato de manganeso (Panreac)

Sulfato potasico (Panreac)

Sulfato de zinc (Panreac)

Sulfato de dextrano (Pharmacia)

Termita grado 3 (Asfaltex S.A.)

TRl REAGENT®-RNA/DNA/PROTEIN ISOLATION REAGENT (Molecular
Research Center, Inc.)

X-gal (5-Bromo-4-cloro-3-indolyl-B-D-galactopiranosido) (USB)
Xilen-cianol FF 0,25% (p:v) (Sigma)

Yoduro sédico (Sigma)
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1.2. SOLUCIONES

1.2.1. SOLUCIONES GENERALES
Acetato amonico (NH4AcO) 4 M

Acetato potasico (KAcO) 3 M (pH 4,8)
Acetato sodico (NaAcO) 3 M

Cloruro célcico (CaCl,) 1 M

Cloruro potasico (KCI) 1M

Cloruro sédico (NaCl) 1 M

Na,-EDTA 0,5 M (pH 8,0)

Etanol absoluto, 95%, 80%, 75% y 70%
Fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1, v:v:v)
Fosfato sodico 1 M (pH 7,2)

Glucosa1 M

Hidroxido sodico (NaOH) 10 N

Mezcla de dNTPs (dATP, dCTP, dTTP y dGTP) 10 mM
SDS 20% (p:v)

Sulfato magnésico (Mg SO4) 1 M

Tris-HCI 1M (pH 7,5)

Yoduro sddico (Nal) 6 M

1.2.2. SOLUCIONES PARA LA PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO

eSolucion |
Glucosa 50 mM
Tris-HCI 25 mM (pH 8,0)
EDTA 10 mM
eSolucion 11
NaOH 0,2 N (preparada en el momento)
SDS 1% (p:v)
eSolucion 111 (para un volumen de 100 ml)
KAcO 5M 60 ml
Acido acético glacial 11,5 ml
H,0 28,5ml
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La solucidn resultante es 3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato.

1.2.3. SOLUCIONES PARA LA PURIFICACION DE ADN MEDIANTE
MATRIZ DE ADHESION
eSolucion de lavado

Tris-HCI 1M (pH 7,5)

NaCl 1M

EDTA 100 mM (pH 8,0)

eMatriz de adhesion Geno-bind (Clontech)

1.2.4. TAMPONES Y SOLUCIONES EMPLEADOS EN LA EXTRACCION
DE ADN GENOMICO
eTampon proteinasa K
Tris-HCI 0,2 M (pH 8,0)
EDTA 0,1M
Sarcosil 1%
Proteinasa K 100 pg/ml
oT0E; pH 8,0
Tris 10 mM (pH 8,0)
EDTA 1 mM (pH 8,0)

elsopropanol saturado con NaCl

1.2.5. SOLUCIONES EMPLEADOS EN LA PREPARACION DE MUESTRAS
DE ACIDOS NUCLEICOS PARA ELECTROFORESIS
eSolucidn de carga para electroforesis de ADN (10x)

Azul de bromofenol 0,8% (p:v)

Xilen-cianol FF 0,50% (p:v)

Ficoll tipo 400 30% (p:v) en H,O
eSolucion de carga para electroforesis de ARN (5x)

Glicerol 50% (p:v)

Na,-EDTA 1 mM (pH 8,0)
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Azul de bromofenol 0,4% (p:v)
Xilen cianol FF 0,4% (p:v)

1.2.6. TAMPONES EMPLEADOS EN LA CONSTRUCCION Y ESCRUTINIO
DE LA GENOTECA GENOMICA EN AFIX II
eTampon de relleno (10x)

Tris-HCI 60 mM (pH 7,5)

NaCl 60 mM
MgCl, 60 mM
Gelatina 0,5%

DTT 10 mM

eTampon de ligacion (10x)
Tris-HCI 500 mM (pH 7,5)

MgCl, 70 mM
DTT 10 mM
oSTE (10x) (autoclave)
NaCl 1M
Tris-HCI 200 mM (pH 7,5)
EDTA 100 mM

eTampdn SM (autoclave)
NaCl 100 mM
MgSO4 7H,0 10 mM
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5)
Gelatina 0,01% (p:v)

1.2.7. TAMPONES Y SOLUCIONES PARA LA SINTESIS DE ADNc

eTampon de sintesis de la primera cadena (5x)

Tris 250 mM (pH 8,5)
MqgCl, 40 mM

KCI 150 mM

DTT 5mM
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eCoctel de enzimas (20x)
ADN polimerasa | de E. coli (6 U/pul)
ADN ligasa de E. coli (1,2 U/ul)
ARNasa H de E. coli (0,25 U/pul)

eTampon de sintesis de la segunda cadena (5x)

KCI 500 mM
(NH4)2S0O4 50 mM

MqgCl, 25 mM

B-NAD* 0,75 mM

Tris 100 mM (pH 7,5)

Seroalbumina bovina 0,25 mg/ml
eMezcla de dNTP (dATP, dCTP, dGTP y dTTP 10mM cada uno)
eEDTA-glucogeno (20x)

EDTA 200 mM

Glucdgeno 2 mg/ml
eTampdn Tricina-EDTA

Tricina-KOH 10 mM (pH 8,5)

EDTA 0,1 mM

eFenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1,v:v:v)

Se licud el fenol, se equilibré con un volumen igual de tampon TNE (Tris-HCI 50 mM
(pH 7,5); NaCl 150 mM; EDTA 1mM) estéril, se incubd durante 2-3 h a temperatura
ambiente y se eliming la fase superior. A la fase restante se le afiadié un volumen igual
de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1,v:v) y B-mercaptoetanol hasta 0,1 M, y se
mezclé completamente. Se elimino la fase superior y se almaceno la fase inferior de

fenol:cloroformo:alcohol isoamilico a —20 °C protegido de la luz.

1.2.8. SOLUCION DE HIBRIDACION DE CHURCH
Tampon fosfato sodico 0,5M (pH 7,2)

SDS 7%

EDTA 1mM
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1.2.9. SOLUCIONES PARA LA HIBRIDACION DE ARN
eSolucion Denhardt

BSA (Fraccion V) 1% (p:v)

Ficoll 400 1% (p:v)

PVP 360 1% (p:v)
Se paso por un filtro de 0,45 um y se almaceno en partes alicuotas a —20 °C hasta su
uso.
¢ADN de timo de ternera sonicado
Se hidrato en 10 ml de H,O destilada el ADN de timo de ternera a una concentracion de
10 mg/ml mediante agitacion magnética. Una vez disuelto, la solucién adquiere un
aspecto gelatinoso que perdera con la sonicacion. Esta solucion se sonicé durante 8 min

al 30% de potencia en un sonicador Vibra Cell de Sonic&Materials INC.

1.2.10. FENOL NEUTRO

Se licud el fenol a 70 °C y se mezl6 con un volumen igual de Tris-HCI 1M (pH 8,0)
durante 10-15 min. Una vez separadas las dos fases, se retird el Tris-HCI y se afiadio un
nuevo volumen del mismo. Este proceso se repitio hasta que el Tris-HCI alcanzé pH
8,0. Cuando se consigui6 dicho pH, se afiadio hidroxiquinoleina hasta un 0,1% (p:v de

fenol) y se almacend en oscuridad a 4 °C.

1.2.11. FORMAMIDA DESIONIZADA
A 50 ml de N,N-dimetil-formamida se afiadieron 5 g de resina Bio-Rad AG 501-X8 y se
mezcl6 durante 30 min a temperatura ambiente. Se filtro a través de una doble capa de

papel secante, se repartié en partes alicuotas y se almacené a —20 °C.

1.3. TAMPONES
Todos los tampones que lleven la indicacion “(autoclave)” se prepararon v,
posteriormente, se esterilizaron en autoclave durante 20 min a 120 °C.
eTampdn TE (autoclave)
Tris-HCI 10 mM (pH 7,5)
Na,-EDTA 1mM
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eTampdn TAE
Tris-Acetato 40 mM
Na,-EDTA 2mM
Ajustar a pH 8,5 con acido acético.

eTampon TB
Pipes 10 mM
CaCl, 15mM
KCI 250 mM
MnCl, 55 mM

Antes de afiadir el MnCl,, se ajustd el pH a 6,7 con KOH. Posteriormente se disolvid el
MnCI, y se filtro la solucidn. A pH superior se produce la precipitacion del MnCl,, de

ahi que se ajuste el pH antes de afiadir dicho compuesto.

eTampodn TBE
Tris 89 mM
H3803 89 mM

Na,-EDTA 2mM
Ajustar a pH 8,0 con HCI.
eTampdn TNE
Tris-HCI 50 mM (pH 7,5)

NaCl 150 mM
EDTA 1mM
eTampdn MOPS (10x) (autoclave)
MOPS 200 mM
NaAcO 50 mM

Na,-EDTA 1mM
El tampon MOPS (10x) se prepara con agua tratada con DEPC, se ajusta con NaOH a
pH 7,0 y se esteriliza en autoclave. No se afecta, aunque después de esterilizarlo tome
una coloracion amarilla.
eTampdn SSC (20x)

NaCl 3M

Citrato sddico 0,3M
Ajustar a pH 7,0 con NaOH.
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eTampon OPA (10x) (Pharmacia)

Se obtuvo directamente de la casa comercial Pharmacia con la siguiente

composicién:
Tris-acetato 100 mM (pH 7,5)
Acetato magnésico 100 mM
KAcO 500 mM

eTampodn para PCR (10x) (C. Viral)

Se obtuvo directamente de la casa comercial C. Viral con la siguiente composicion:
(NH4),SO, 166 mM
Tris-HCI 670 mM (pH 8,8)
Tween-20 0,1% (v:v)

eTampon de la ligasa de T4 (10x) (MBI Fermentas)

Se obtuvo directamente de la casa comercial MBI Fermentas con la siguiente

composicién:
Tris-HCI 400 mM (pH 7,5)
MgCl, 100 mM
DTT 100 mM
ATP 5mM (pH 7,8)

eTampodn PBS
Solucién salina tamponada, cuya composicion es:
NaCl 0,14 M
KCI 2,7mM
KH,PO, 1,5mM
Na,HPO,4 8,1 mM
eTampdn PBST
NaCl 150 mM
Na,HPO,4 16 mM
NaH,PO,4 4 mM. Ajustar el pHa 7,3
Tritéon X-100 1% (v:v)
eTampodn de Laemmli
Tris-HCI 50 mM (pH 8,5)

-mercaptoetanol 100 mM
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SDS 2% (p:v)
Azul de bromofenol 0,1% (p:v)
Glicerol 10% (v:v)

eTampon de Laemmli para nativo
Tris-HCI 50 mM (pH 8,5)
[-mercaptoetanol 100 mM
Azul de bromofenol 0,1% (p:v)

Glicerol 10% (v:v)

PMSF 2 mM
eTampdn TTBS

Tris-HCI 100 mM

NaCl 0,9% (p:v)

Tween-20 0,1% (v:v)

eTampdn TBS (igual que el tampon TTBS pero sin Tween-20)

1.4. MEDIOS DE CULTIVO
eMedio LB (autoclave)
NaCl 170 mM
Bacto-triptona 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/l

Para medios LB sélidos, se afiadio agar al 1,5% (p:v)

eMedio LBMG
LB (autoclave)
MgCl, 20 mM
Glucosa 20 mM

eMedio Minimo para bacterias

Sales M9 (5x) 200 ml/I
Glucosa 20 mM
MgSO,4 1 mM
CaCl, 0,1 mM

Hidrolizado de caseina 50mg/I
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eMedio NZY (autoclave)
NaCl 100 mM
MgSO, 7 H,0 10 Mm
Extracto de levadura 5 g/l

Hidrolizado de caseina 10 g/I

Ajustar a pH 7,5 con NaOH. Para medios solidos, se afiadio agar al 1,5% (p:v).

¢TB Agarosa de cobertura
NaCl
Bacto-triptona

10 mM
10 g/l
Agarosa 6 g/l, 0.6% (p:v)

MgSO,4

10 mM (filtrado con un filtro de 0,22 pum)

El medio se esterilizd en autoclave antes de afadir el MgSO,. Posteriormente se dejo

enfriar hasta alcanzar 48 °C y se afiadié el MgSO,.

eSales M9 (5x) (autoclave)

Na,HPO,4 7H,0 115 mM
KH2PO4 110 mM
NaCl 42,5mM
NH,CI 93,5 mM

Ajustar a pH 7,4 con NaOH 10 N

eMedio para Rhizobium leguminosarum (autoclave)

K,HPO, 2,3mM
KH,PO, 0,73 mM
MgSO4-7H,0 0,81 mM
NaCl 1,7mM
CaCl, 0,36 mM
Extracto de levadura 0,8 g/l
Manitol 55 mM

Ajustar a pH 7,2. Para medio solido, se afiadi6 agar al 1,5% (p:v).

1.5. SOLUCION NUTRITIVA (HARPER & GIBSON) PARA PLANTAS

eMacronutrientes (1x) (autoclave)
KH,PO, 0,7 mM
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K2SO4 1mM
MgSO4-7H,0 0,8 mM
CaCl, 0,5mM
FeSO4 0,9 mM

Se ajustd el pH a 6,5 con KOH. Para el primer riego se diluyd hasta %2, mientras que el
resto se hizo con ¥ de la concentracion normal.

eMicronutrientes (autoclave)

H3BO3 46 mM
MnSO4-H,0 12 mM
ZnS0O4-7TH,0 0,7 mM
CuS04-5H,0 0,3 mM
Na,MoO4 0,6 mM

Afiadir 1 ml por litro de solucién nutritiva.

1.6. ANTIBIOTICOS

Ampicilina preparada a una concentracion de 100 mg/ml en agua, esterilizada por
filtracion (0,2 wm ), repartida en partes alicuotas y congelada a —20 °C. Para su uso, se
descongeld y se afiadié al medio en una concentracion de 50 pug/ml, procurando que éste

se encontrase a una temperatura inferior a 55 °C.

1.7. ENZIMAS

1.7.1. ENZIMAS MODIFICADORAS: Fragmento Klenow de la ADN polimerasa |
(Pharmacia); Transcriptasa inversa de AMV (Clontech); ARNasa H (Clontech); ADN
polimerasa | de E. coli (Clontech); ADN ligasa de E. coli (Clontech); ADN ligasa de T4
(Pharmacia); ADN polimerasa de T4 (Clontech); Taq polimerasa EcoTag (c.viral).

1.7.2. ENDONUCLEASAS DE RESTRICCION: BamHI (Pharmacia), EcoRI (MBI
Fermentas), EcCORV (MBI Fermentas), Hindlll (Pharmacia), Pstl (Pharmacia), Sall
(MBI Fermentas).

1.7.3. UNIDADES DE ACTIVIDAD ENZIMATICA

e Se define una unidad (U) de ADN polimerasa como la cantidad de enzima que incorpo-
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ra 10 nmoles de dNTPs en forma de &cido insoluble despuées de una incubacion de 30
min a 37 °C utilizando como sustrato poli(dA-dT)-poli(dA-dT) en el tampdn apropiado.
¢ Se define una unidad de transcriptasa inversa AMV como la cantidad de enzima que
incorpora 1 nmol de dTTP en un producto insoluble en acido en 10 min a 37 °C. Se
define una unidad de ARNasa H como la cantidad de enzima que cataliza la produccién
de 1 nmol de nucledtido soluble en &cido en 20 min a 37 °C usando un hibrido
ADN:ARN como sustrato.

¢ Se define una unidad de ADN ligasa de E. coli como la cantidad de enzima que une al
menos el 50% de los fragmentos resultantes de la digestion del ADN del bacteriofago A
con Hindlll en 30 min a 16 °C en un volumen de 20 ul conteniendo una concentracién
de extremos 5’ de 0,8 nM.

e Se define una unidad de ADN ligasa de T4 como la cantidad de enzima que une al
menos el 90% de los fragmentos resultantes de la digestion del ADN del bacteriofago A
con Hindlll en 30 min a 16 °C en un volumen de 20 ul conteniendo una concentracion
de extremos 5’ de 0,12 uM.

e Se difine una unidad de Taqg polimerasa como la cantidad de enzima que incorpora 10
nmoles de dNTPs en forma de &cido insoluble después de una incubacion de 30 min a
72 °C utilizando el tampdn adecuado.

¢ Se define una unidad de enzima de restriccion como la cantidad de enzima requerida
para digerir 1 pg de ADN del bacteriofago A en 1 h a 37 °C en un volumen de 50 pl

utilizando el tampdn adecuado.

1.8. ISOTOPOS RADIOACTIVOS
(a-*?P)dCTP (Amersham): 3000 Ci/mmol, 10 pCi/pl

1.9. KIT DE BIOLOGIA MOLECULAR
Marathon™ cDNA Amplification Kit (Clontech)
QIAGEN Plasmid mini kit (Quiagen)
Oligolabelling kit (Pharmacia)

42



DANIEL OSUNA Asparragina sintetasas de P. vulgaris MATERIALES Y METODOS

2. MATERIAL BIOLOGICO
2.1. MATERIAL VEGETAL
Se utilizaron plantas de judia (Phaseolus vulgaris) de la variedad Creat Northern,
proporcionadas por Eurosemillas (Cordoba). Dichas semillas se germinaron y cultivaron
en un medio compuesto por perlita/termita (1:2). Tras germinar, se inocularon con una
suspension de Rhizobium leguminosarum cepa ISC14 que se habia cultivado a baja
temperatura (inferior a 30°C). Las plantas se cultivaron en camaras de cultivo en
condiciones de fotoperiodo de dia largo (16 h de luz, 8 h de oscuridad), humedad
relativa del 70% y temperatura de 22 °C. El riego se realizo cada 7 dias con la solucion
nutritiva antes descrita.

Los distintos 6rganos recolectados se congelaron inmediatamente con nitrogeno

liquido y se almacenaron a —80 °C hasta el momento de su utilizacion.

2.2. ESTIRPES BACTERIANAS

Para la infeccion con la genoteca gendmica se utilizd la estirpe de E. coli XL1-Blue
MRA (P2) [A4(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl, supE44, thi-1, gyrA96,
relAl, lac,(P2 lisogénico)], que selecciona fagos recombinantes.

Los experimentos de clonacion se realizaron en E.coli DH5oF’ [supE44,
AlacU169, (¢80lacZAM15), hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, thi-1, relAl].

Para la expresion y purificacion de la proteina PVAS2 se empleé la estirpe de E.
coli BL21 (DE3) [hsdS, gal (Aclts857, ind1l, Sam7, nin5, lac UV5-T7 genl)]. Esta
estirpe se emplea en la expresion, a un alto nivel, de genes clonados en vectores de
expresion que contienen el promotor del bacteriéfago T7. El bacteriéfago A DE3 es el
portador de la ARN polimerasa del bacteriofago T7, el cual se integra en el cromosoma
de BL21.

Para los estudios de complementacion de los genes PVAS1 y PVAS2, se utilizo la
estirpe auxotrofa para la asparragina E. coli ER#4813 (asnB32, A", relAl, spoTl,
asnA31, thi-1) procedente del Escherichia coli Genetics Stock Center, (New Haven,
CT). Dicha estirpe se cultivo a 28 °C.

La inoculacion de las plantas de judia se realizd con Rhizobium leguminosarum
cepa 1SC14, suministrada por el Centro de Investigacion y Formacion Agraria Las
Torres-Tomejil (Sevilla). Esta variedad es idonea para la inoculacién de la judia.
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2.3. SONDAS

Para los experimentos de transferencia de Southern sobre ADN de judia, se utilizo el
fragmento de 380 pb amplificado con los oligonucleétidos ASP2 y ASP3, que contiene
parte de la secuencia del ADNc del gen PVAS2.

Para los analisis de expresion mediante Northern, se utilizé un fragmento de 445 pb
amplificado con los oligonuclettidos PVAS1-7/PVAS1-8, para detectar el transcrito de
PVASL. Este fragmento contiene 159 pb del extremo 3’ no traducido mas la region
carboxi-terminal del ADNCc del gen PVAS1 (desde el nucleotido 1455 hasta el 1899).

Para detectar el transcrito de PVAS2, se utilizd6 como sonda un fragmento de 866 pb
que incluia la regién 3’ no traducible y extremo carboxilo terminal del ADNc de PVAS2
(nucledtidos 1089-1955). Esta sonda se construyd por PCR empleando los oligos AS15
(5’-TTT CAC AAG GCA CCC AAC AAG-3’) y AS21 (5°-TGC GTG CAT AAC TGA
GAA AAT AA-3’). Una sonda mas especifica de 202 pb se obtuvo por PCR empleando
los oligos AS18 (5’-GGT GTT GCC ATC CAG AGC-3’) y AS21 (secuencia ya
descrita), que incluia la region 3’ no traducible (nucleétidos 1753-1955).

3. CONDICIONES DE CULTIVO DE LOS MICROORGANISMOS

3.1. CULTIVOS DE E. coli

Los cultivos liquidos crecieron en LB suplementado con ampicilina (50 pg/ml)
incubados en un agitador orbital a 37 °C a 200-350 rpm procurando dejar una cdmara de

aire al menos cinco veces mayor que el volumen de cultivo.

3.2. CULTIVOS DE Rhizobium

Se cultivo en el medio sélido antes descrito y se almacen6 a 4 °C hasta su utilizacion.
Antes de inocular las plantas, fue necesario refrescar el cultivo en medio liquido a baja
temperatura (inferior a 30 °C) para evitar la pérdida del plasmido portador de los genes

responsables de la fijacion de nitrégeno.

3.3. CONSERVACION DE LAS ESTIRPES BACTERIANAS
Las estirpes bacterianas se almacenaron en el mismo medio nutritivo utilizado para su
crecimiento, suplementado con glicerol estéril a una concentracion final del 40% (v:v) y

a —80 °C hasta su utilizacion.
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4. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES Y PROCEDIMIENTO DE
TRANSFORMACION DE E. coli

4.1. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES

A partir de las células almacenadas en glicerol se hizo un cultivo en placa en el medio
apropiado y se incubd durante toda la noche a 37 °C. Con una de estas colonias, se
inocularon 10 ml de medio LBMG vy se cultivd en un agitador orbital a 37 °C a 200 rpm
durante toda la noche. Posteriormente se inocularon 40 ml de medio LBMG con un
volumen de cultivo suficiente como para que la Assg inicial fuese de 0,1-0,2 y se incubo
a 25 °C a 250 rpm hasta alcanzar una Assy de 0,5-0,6. (El resto del protocolo se
desarroll6 a 4 °C y con material preenfriado). Seguidamente se incub6 en hielo durante
10 min, se transfirié a un tubo estéril y se concentraron las células por centrifugacion a
500 g a 4 °C durante 5 min. Tras eliminar el sobrenadante, se incubaron las células en
hielo y se resuspendieron en 12 ml de tampon de transformacion (TB). Se incubaron
durante 10 min en hielo y se volvieron a centrifugar a 500 g a 4 °C durante 5 min. Se
resuspendieron nuevamente en 3 ml de tampon TB frio y se afiadi6 DMSO hasta
alcanzar una concentracion final del 7%. Finalmente, se repartieron en partes alicuotas
de 200 ul, se rociaron los viales con nitrégeno liquido y se almacenaron a —80 °C hasta

su utilizacion.

4.2. TRANSFORMACION DE CELULAS

Se mezclaron 100-200 pul de células competentes con el ADN (hasta 20 ul) en un tubo
de 1,5 ml preenfriado en hielo, y se incubaron en hielo durante 30 min. A continuacién
se incubo durante 2 min a 42 °C y de nuevo en hielo durante 1-2 min. Se afiadieron 200
ul de LB y se incub6 a 37 °C durante 30 min. Finalmente, se sembraron entre 50 ul y
500 ul de las células transformadas en placas de medio selectivo apropiado y se incub6
a 37 °C durante 12-14 h.

5.CONSTRUCCION Y ESCRUTINIO DE UNA GENOTECA GENOMICA DE
JUDIA EN EL BACTERIOFAGO AFIX 11
Para la construccion de la genoteca genomica, se utilizé el vector AFIX Il (Lambda

FIX®11/Xhol Partial Fill-In Vector Kit) (Stratagene). El uso de este vector requiere que
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los fragmentos de ADN a ligar tengan un tamafio de 9-23 kb y cuenten con extremos
cohesivos del tipo 5’-GA-3’ (Fig. 9).

753:317 —B%E aﬂ_éz_ Tagzgc_u
X$28 FROX XERS S28%
‘ | 1 I'cos
COS  Brazo de 1 (20 kb) Inserto clonado (9 a 23 kb) Brazo de A (9 kb)

Figura 9. Estructura general del bacteriéfago recombinante en el vector AFIX 1.

5.1. DIGESTION PARCIAL CON Sau3Al

Para calcular la concentracion ideal de enzima de restriccion, se digirieron 100 pg de
ADN gendmico de judia con distintas concentraciones de la enzima. Se considero ideal
utilizar 0,4 U de Sau3Al (12000 U/ml) para digerir 25 ug de ADN. La reaccion se
incubd durante 1 h a 37 °C. Transcurrido este tiempo, el producto de la digestion se
fracciond en un gel de agarosa al 0,8 % en tampon TAE, se selecciond la banda que
correspondia a un tamafio aproximado de 14 kb, y se procedié a su purificacion
mediante matriz de adhesion (ver apartado 7.2). Seguidamente se extrajo con
fenol:cloroformo:isoamilo (25:24:1), y se precipitaron los &cidos nucleicos con etanol.

5.2. REACCION DE RELLENO PARCIAL DE LOS EXTREMOS COHESIVOS

En un tubo de 1,5 ml se mezclaron 50 ug de fragmentos de ADN de aproximadamente
14 kb, 30 ul de tampodn de relleno (10x), 5 ul de dGTP (10 mM), 5 ul de dATP (10
mM), 8 ul de Klenow (10000 U/ml) y H,O mili-Q hasta 300 ul, y se incub6 durante 15
min a temperatura ambiente (Fig. 10). Posteriormente, se afiadieron 33 ul de STE (10x)
y 100 pl de STE (1x), y se extrajo 2 veces con fenol:cloroformo:isoamilo (25:24:1).
Seguidamente, se precipitaron los acidos nucleicos con etanol y se concentraron por

desecacion. Finalmente, se redisolvio con 25 ul de Tris-EDTA.
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5.3. LIGACION DE LOS BRAZOS DE AFIX 1l A LOS FRAGMENTOS DE ADN

Se mezclaron 1 pl de vector AFEX 11 (1 pg/ul), 1 pl de fragmentos de ADN (0,6 ng/pl),
0,5 ul de tampon de ligacion (10x) (Pharmacia), 0,5 ul de ATP 10 mM (pH 7,5) y 0,3 ul
de ADN ligasa de T4 (6200 UW/ml) en un volumen final de 5 ul. La reaccion se incubo

a 4 °C durante toda la noche.

|| <IIIID1'I.»_ <=\

ADN total de P.vulgaris digerido con Sau3Al

!

o e o e— ey K

3’ I G AGCT ﬁl CTC I -
VECTOR -vulgaris VECTOR

1 Relleno parcial con dATP y dGTP

5 M CTCGATC C—————]GATCGAG I 3’
3’ B GAGCTAGC——]CTAGCTC I 5
VECTOR (20 kb) ADN P. vulgaris VECTOR (9 kb)
(14 kb)

Figura 10. Construccion de una genoteca gendmica de judia en el bacteriéfago AFIX IlI. Tras la
digestion con Xhol, el relleno parcial con dTTP y dCTP hace que los extremos del vector sean ahora
compatibles con extremos de ADN gendmico de judia digeridos con la enzima Sau3Al y rellenados con
dGTP y dATP.

5.4. EMPAQUETAMIENTO DEL ADN

El ADN se empaqueté utilizando el kit Gigapack® Il XL Packaging Extract (Stratagene)
siguiendo las recomendaciones de la casa comercial, y se almaceno resuspendido en

tampon SM a 4 °C hasta su utilizacion.

5.5. PREPARACION DE LAS CELULAS HOSPEDADORAS

A partir de las células almacenadas en glicerol se hizo un cultivo en placa en medio LB
y se incubd durante toda la noche a 37 °C. Con una de las colonias, se inocularon 10 ml
de medio LB suplementado con maltosa al 0,2% (p:v) y MgSO,4 10 mM. Este cultivo se

incubd a 37 °C, en agitacion durante 4-6 h, cuidando que la Agy no superase el valor de
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1. Posteriormente, se concentraron las células por centrifugacién a 600 g durante 10
min. La pella se resuspendié en el volumen necesario de MgSO, 10 mM estéril para que
la Asoo fuese 0,5.

5.6. INFECCION

Se prepard una dilucion 1:10 de ADN empaquetado, en tampon SM. Seguidamente, se
mezcld 1ul de esta solucion con 200 ul de células hospedadoras (resuspendidas en
MgSO,4 10 mM y con una Agyp=0,5) y se incubd a 37 °C durante 15 min para favorecer
la adhesion del bacteriofago a la bacteria. Tras este periodo de incubacion, se afiadieron
8 ml de TB agarosa de cobertera, que se mantenia en un bafio a 48 °C, y se vertio sobre
placas de medio NZY, procurando que quedase distribuido homogéneamente por toda la
superficie. Tras incubarlas durante toda la noche a 37 °C, se obtuvo un titulo de 2-10°

pfu/ml.

5.7. ESCRUTINIO DE LA GENOTECA

Siguiendo el método descrito en el apartado anterior, se cultivaron 10 placas de NZY
(50000 pfu/placa). Transcurrido el tiempo de incubacion, se realizo la transferencia de
los fagos a membranas de nailon Hybond™-N (Amersham). De cada placa se hicieron
dos réplicas, dejandolas hibridar 2 y 3 min, respectivamente. Posteriormente, se trataron
las membranas con las siguientes soluciones:

eSolucion desnaturalizante. Se sumergieron durante 2 min en una solucion de NacCl
1,5MyNaOH 0,5 M.

eSolucién neutralizante. Las membranas se mantuvieron durante 3 min en una
solucion de NaCl 1,5 M y Tris-HCI 0,5 M (pH 8,0).

eSolucidén de equilibrado. Las membranas se equilibraron por inmersién durante 3 min
en una solucién de Tris-HCI 0,2 M (pH 7,5) y SSC (2x).

Después de este tratamiento, el ADN se fijé a las membranas en un Stratalinker™
2400 (Stratagene) como se describe en el apartado 18.3. La prehibridacion e hibridacion
se realizaron en las mismas condiciones que se describen en el apartado 19.1. Como
sonda se utiliz6 un fragmento de 388 pb de ADNc correspondiente al gen PVAS2. Los

escrutinios secundario y terciario se realizaron de la misma manera.
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6. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO Y DEL
BACTERIOFAGO AFIX II

6.1. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO

Para el aislamiento y purificacion rutinaria de ADN plasmidico se inocularon 3 ml de
medio LB suplementado con ampicilina (50 pg/ml) con la colonia bacteriana, y se
incubaron durante toda la noche como se describe en el apartado 3.1. En un tubo de 1,5
ml se centrifugaron a 6000 g durante un min, y se secO la pella. Las células se
resuspendieron en 200 ul de Solucion 1, y se agitd vigorosamente hasta la completa
disolucién de la pella. Tras incubarlo a temperatura ambiente durante 5 min, se
afiadieron 200 ul de Solucidon 11, se mezcldé suavemente por inversion, y se volvio a
incubar 5 min a temperatura ambiente para provocar la ruptura de las células. Se
afiadieron 200 ul de Solucion 111, se mezcl6 suavemente y se mantuvo en hielo durante
5 min. Seguidamente se centrifugd a 6000 g durante 5 min, se decanté el sobrenadante
en un tubo limpio, se anadieron 420 ul de isopropanol para precipitar los acidos
nucleicos y se agitdé vigorosamente. Se incubd 5 min a temperatura ambiente, se
centrifug6 durante 10 min a 6000 g, y se eliminé el sobrenadante.

Cuando la pella estuvo totalmente seca, se resuspendio en 200 ul de tampon TE.
Para eliminar la contaminacion proteica, se afiadieron 200 ul de fenol, se agitd
vigorosamente, y se centrifugé durante 5 min a 6000 g para separar las dos fases. La
fase acuosa se transfirio a un nuevo vial, y se eliminaron los restos de fenol por adicién
de 200 ul de cloroformo, agitacion vigorosa durante 1 min y centrifugado a 6000 g
durante 5 min. La fase acuosa se recogio y se afiadieron 20 ul de NaAcO 3 M y 500 pl
de etanol al 95% para precipitar el ADN. Se mezcl6 y se mantuvo a —20 °C durante 2 h.
Se centrifugd a 4 °C durante 15 min y se secO totalmente la pella para redisolverla
finalmente en 20 ul de tampon TE y almacenarla a 4 °C.

Para el aislamiento y purificacion de ADN plasmidico de gran pureza se utilizé el

kit comercial Qiagen plasmid mini kit (Quiagen).
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6.2. AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE ADN DEL BACTERIOFAGO AFIX
1

Se prepar6 un cultivo de 10 ml en medio LB, suplementado con MgSO4 10 mM y
maltosa al 0,2%, de la estirpe XLI-Blue MRA (P2) a 28-30 °C durante toda la noche. Se
tomaron 2 ml de este cultivo y se infectaron con 50 ul de una suspension de fagos (con
un titulo de 10° pfu/ml) durante 20 min a temperatura ambiente. Se mezclé con un
cultivo de 200 ml de LB suplementado con MgSO, 10 mM y maltosa al 0,2%, y se
incubd en agitacion durante toda la noche a 37 °C. Seguidamente, se provoco la lisis
bacteriana afiadiendo cloroformo a una concentracion final del 2%, y se incubd en
agitacion a 37 °C durante 30 min. Los restos bacterianos se precipitaron por
centrifugacion a 5500 g durante 20 min. El sobrenadante, que contenia los fagos, se
traté con ADNasa a una concentracion final de 2 pg/ml y se incubé a 37 °C durante 30
min. Posteriormente, se afiadié NaCl hasta alcanzar una concentracion 1 M, se incubo0 a
4 °C durante 1 h, y se centrifug6 a 5500 g durante 20 min. Se recogio el sobrenadante,
se precipitaron los fagos con una concentracion final del 10% de PEG-6000 y NH;AcO
0,3 M, se incubd durante 2 h a 0 °C, y se centrifug6 a 5500 g durante 20 min. La pella
de fagos se resuspendio con 5 ml de tampon SM, se afiadieron 3,85 g de CsCl, y se
trasvaso a tubos quick seal de 5 ml. Se centrifug6 en una ultracentrifuga Beckman XL-
90 a 95000 g durante 24 h a 4 °C, utilizando el rotor SW 50.1. Seguidamente, se recogio
la banda de fagos con una jeringa.

Para lisar los fagos, se afiadio EDTA 25 mM y se incubd a 55 °C durante 15 min.
Posteriormente, se afiadio un volumen igual de fenol:cloroformo:isoamilo (25:24:1), se
agito suavemente y se centrifug6 a 1000 g durante 5 min. Seguidamente, se afiadio un
volumen igual de cloroformo, se mezclé suavemente, se volvio a centrifugar a 1000 g, y
se recogio el sobrenadante.

Los acidos nucleicos se precipitaron por adicion de 2,5 volumenes de etanol al
100%, se incubaron en hielo durante 30 min y se centrifugaron a 7500 g durante 20 min.

Finalmente, se resuspendieron en 500 ul de tampén TE.
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7. PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN

7.1. PURIFICACION POR ELECTROELUCION

Se prepard un gel de agarosa al 1,2% en el tampdn TAE vy se realizé una electroforesis
de la muestra afiadiendo solucion de carga de ADN. Se visualizo la banda de interés con
un transiluminador de luz UV de A larga, para evitar provocar mutaciones y, con ayuda
de un bisturi estéril, se extrajo el fragmento del gel que contenia la banda. Se introdujo
en una bolsa de dialisis, previamente lavada con agua destilada, se afiadi6 1 ml de
tampdén TAE o TE, y se sell6 por ambos extremos con dos pinzas situando el fragmento
en uno de los extremos de la bolsa. Se colocé en un tanque de electroforesis con tampén
TAE o TBE (dependiendo de si se afiadio TAE o TE), de forma que el ADN pudo
migrar hacia el polo positivo saliendo del bloque de agarosa. Posteriormente se sometid
a un pulso inverso de 30 s para evitar que el ADN quedase adherido a la bolsa de
dialisis, se recogio el tampon del interior, y se precipitd por el método convencional

(ver apartado 9.1).

7.2. PURIFICACION MEDIANTE MATRIZ DE ADHESION
Se prepard un gel de agarosa al 1,2% en tampdn TAE vy, tras afiadir solucion de carga,
se procedi6 a la electroforesis de los productos. Se selecciond el fragmento de interés
visualizando el gel con un transiluminador de luz UV de A larga, y se extrajo del gel con
ayuda de un bisturi estéril. Se pesd el fragmento de agarosa, se afiadieron 3 volumenes
de Nal 6 M con relacion al peso de la agarosa y se incub6 a 55 °C durante al menos 5
min hasta conseguir la fusion de la agarosa. Posteriormente, se afiadieron 5 ul de matriz
de adhesion Geno-Bind (Clontech). Se incub6 15 min en hielo agitando cada minuto por
inversion. Se centrifugé a maxima velocidad durante 1 min, y se lavo el precipitado 3
veces con 500 ul de solucion de lavado previamente enfriada. Se elimind el
sobrenadante cada vez, siendo especialmente cuidadoso en el ultimo lavado, para evitar
dejar restos del etanol presente en el tampdn de lavado.

Finalmente, se procedio a la separacién del ADN de la matriz de adhesion (Geno-
Bind) por resuspension con 5 ul de agua mili-Q e incubacion a 55 °C durante 10 min. Se

centrifugo6 durante 1 min, y se recogié el sobrenadante, que contenia el ADN.
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8. TRATAMIENTOS CON FENOL:CLOROFORMO: ISOAMILICO

Este tratamiento permitio desnaturalizar y eliminar proteinas de las soluciones de acidos
nucleicos. A la solucion de acidos nucleicos se afiadié un volumen de la fase fenolica
(inferior) de una mezcla de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, v:viv). Se
mezclé vigorosamente durante 10 s al menos, y se centrifugd a 6000 g durante 10 min.
Posteriormente, se recuperd la fase acuosa (superior), y se eliminaron los restos de fenol
por adicion de un volumen de cloroformo:isoamilico (25:1, v:v), agitacion vigorosa y
centrifugacion a 6000 g durante 10 min. Finalmente, se recogio la fase acuosa y se

precipitaron los acidos nucléicos como se indica en el apartado 9.1.

9. CONCENTRACION DE LAS MUESTRAS DE ACIDOS NUCLEICOS
9.1. CONCENTRACION POR PRECIPITACION
Los acidos nucleicos se precipitaron por adicion de 0,1 volimenes de NaAcO 3M (pH
4,8) y 2,5 volimenes de etanol absoluto. La mezcla se agitd, se mantuvo a —20 °C
durante al menos 2 h, y se precipité mediante centrifugacién a 6000 g a 4 °C.

Las sales se eliminaron lavando el precipitado con etanol al 70% (v:v).
Posteriormente, se centrifugd durante 15 min a maxima velocidad en una centrifuga de
mesa a 4 °C. Tras la eliminacion del sobrenadante, los acidos nucleicos se redisolvieron

en el volumen deseado de H,O estéril o tampon TE.

9.2. CONCENTRACION POR DESECACION
Cuando las muestras fueron de pequefio volumen, se concentraron mediante un sistema

de desecacion al vacio SpeedVac SVC1000 (Savant).

10. CUANTIFICACION Y MEDIDA DE LA PUREZA DE ACIDOS
NUCLEICOS
Las concentraciones de cidos nucleicos se determinaron utilizando diferentes métodos.
Las muestras de ADN se cuantificaron de manera aproximada en geles de agarosa, por
comparacion con un patron de ADN de concentracion conocida. Otras veces (siempre
en el caso de ARN) se cuantificaron espectrofotométricamente.

La pureza de las muestras de acidos nucleicos se determind calculando las
relaciones entre las absorbancias a 260 nm, 280 nm y 230 nm. La relacién entre las

52



DANIEL OSUNA Asparragina sintetasas de P. vulgaris MATERIALES Y METODOS

absorbancias a 260 nm y 280 nm muestra la contaminacion proteica. Este valor debe
estar comprendido entre 1,7 y 1,9 en las muestras de ADN, y entre 1,9 y 2,0 en el caso
de ARN. La relacion entre las absorbancias a 260 nm y 230 nm indica la contaminacién
por polifenoles, de modo que un valor superior a 2 indica ausencia significativa de

polifenoles en la muestra.

11. DIGESTION DE ACIDOS NUCLEICOS CON ENDONUCLEASAS DE
RESTRICCION

Para las digestiones de ADN con endonucleasas de restriccion se siguieron las
recomendaciones de las casas comerciales. Por lo general, se utilizaron de 1 a 4
unidades de enzima (U) por pug de ADN, con un tiempo de incubacion de 2 h a la

temperatura adecuada.

12. LIGACION DE FRAGMENTOS DE ADN A VECTORES PLASMIDICOS
Se utilizé una relacion molar 3:1 del fragmento a ligar respecto del vector. La ligacion
se llevdo a cabo en un volumen variable de entre 5 y 20 ul, dependiendo del
experimento, y manteniendo siempre una concentracion de ADN en la mezcla de
ligacion de alrededor de 10 a 20 ng/ul. Para calcular el nimero de microgramos de
fragmento y vector en una relacién molar 3:1 se utilizé la siguiente formula:
, donde

X = microgramos del fragmento a ligar
a = tamano del fragmento a ligar en pb
b = microgramos de vector
¢ = tamario del vector en pb
Un ejemplo de ligacion en el que un fragmento de ADN de 2 kb se liga a un vector tipo
Bluescript seria como sigue:
En un tubo de 1,5 ml mezclar:

Fragmento 2000 pb (20 ng/ul) 3ul

Vector 3000 pb (20 ng/ul) 1,5l
Tampon de ligacion (10x) 1l
Ligasa T4 (2000 U/ml) 1l
H,0 mili-Q Hasta 10 pl

La reaccion se incub6 a 14 °C durante toda la noche.
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13. OBTENCION DE SONDAS RADIOACTIVAS DE SIMPLE CADENA
Se utiliz6 el kit comercial Oligolabelling (Pharmacia), que se basa en el uso de
hexanucledtidos aleatorios como cebadores para la reaccion de polimerizacion llevada a
cabo por el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I. EI ADN a marcar se diluyd en
tampon TE hasta alcanzar una concentracion de 25-50 ng en un volumen no superior a
34 ul. Se desnaturalizé por calentamiento a 95-100 °C durante 2-3 min, y se enfrio
inmediatamente después en hielo durante 2 min. A continuacion, se le afiadié la mezcla
de reaccion (Reagent Mix) que contenia los dNTPs (excepto dCTP), los hexanucledtidos
aleatorios y el tampon adecuado para la reaccion. Posteriormente, se afiadieron el
nucleétido marcado radioactivamente (a-**P)dCTP y el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa | (9,1 U/ul), y finalmente se incub0 la reaccion a 37 °C durante 30-60 min.
Para purificar los fragmentos marcados radioactivamente, se utilizaron Nick-
Columns. Se equilibraron con 2 volumenes de agua destilada, y se afiadieron los 50 pl
de la sonda marcada mas 400 ul de agua. Tras descartar este volumen, la elucion de la
sonda se realizd con otros 450 ul de agua. La sonda asi purificada se hirvié durante 10-
15 min para separar las cadenas. Inmediatamente después se enfrid en hielo durante 5

min para evitar que renaturalizasen las cadenas.

14. AISLAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS A PARTIR DE TEJIDOS
VEGETALES

14.1. EXTRACCION DE ADN GENOMICO DE P. vulgaris

Se pesaron 3 g de tejido y se trituraron utilizando un mortero de porcelana con 6 ml de
tampdn proteinasa K. El tejido se pasé a un tubo Corex de 15 ml, se incub6 a 45-50 °C
durante 1 h, y se centrifug6é a 1000 g durante 10 min. Se recogi6 el sobrenadante y se
ajustd el volumen hasta 3 ml con tampdn proteinasa K. Seguidamente, los acidos
nucleicos se precipitaron por adicion de 2 volumenes de etanol (6 ml), y centrifugacion
a 11000 g a 4 °C. El precipitado de acidos nucleicos se redisolvié en 3 ml de tampén TE
y se repitid el paso de precipitacion. Tras eliminar el sobrenadante, se dejo secar la pella
al aire y se redisolvié en 4 ml de tampdn TE. Posteriormente, se afiadieron 4,5 g de
CsCl y 400 ul de bromuro de etidio (EtBr) (10 mg/ml), se trasvaso a tubos quick seal de
5 ml, y se centrifugo en una ultracentrifuga Beckman XL-90 a 200000 g durante 16-20 h
a 20-22 °C utilizando el rotor NVT 90.
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Seguidamente, se procedid a la extraccion de la banda de ADN mediante puncion
utilizando una aguja de 18 G y trasvase a un tubo Corex conico de 15 ml.

El BrEt se extrajo afiadiendo un volumen igual de isopropanol saturado con NaCl.
Este proceso se repitié de 3 a 4 veces hasta asegurarse de que todo el BrEt se habia
eliminado.

Para precipitar el ADN, se afiadieron 2 volimenes de tampon TE méas 2 volumenes
de etanol, y se incub6 a —20 °C durante toda la noche. (Si la sal de cesio precipitd, se
afiadié mas tampdn TE). Se concentro por centrifugacion a 10100 g y se redisolvio con
100 pl de tampdn TE. Posteriormente, se transfirié a un tubo de 1,5 ml, se afiadieron 0,1
volumenes de NaAcO 3 M mas 2 volumenes de etanol, y se dejé precipitar a —20 °C
durante 1 h. Se centrifugo ligeramente a 4 °C, y se lavo la pella de ADN con 1 ml de
etanol al 70%. Se centrifugd a 6000 g durante 5 min a 4 °C, se elimind el etanol, y se
secO la pella de ADN mediante un sistema de desecacion al vacio SpeedVac SVC1000
(Savant). La pella se redisolvio en un volumen apropiado de tampon TE, y se cuantificd

espectrofotométricamente.

14.2. AISLAMIENTO DE ARN DE TEJIDOS DE P. vulgaris
Para evitar posibles contaminaciones con ribonucleasas, todo el material se esterilizé en
autoclave previamente. El agua destilada contenia DEPC en una proporcion del 0,01%
(p:v). Para la extraccion de ARN se utiliz6 TRI REAGENT®-RNA/DNA/PROTEIN
ISOLATION REAGENT (Molecular Research Center, Inc), y se procedié como sigue:
Se pesaron 200 mg de tejido y se trituro utilizando un mortero de porcelana, hasta
conseguir un polvo fino, evitando que se descongelase mediante la adicion continua de
nitrégeno liquido. Posteriormente, se homogeneizd mediante la adicion de 1 ml de TRI
Reagent y se incubd durante 5 min a temperatura ambiente para permitir la completa
disociacion de los complejos nucleoproteicos. Se afiadieron 200 ul de cloroformo, se
agitd vigorosamente, y se incub0 a temperatura ambiente durante 2-15 min.
Transcurrido este tiempo, se centrifugd a 6000 g durante 15 min a 4 °C. La fase acuosa,
que contenia el ARN, se precipité por adicion de 500 ul de isopropanol e incubacion a
temperatura ambiente durante 5-10 min. Se centrifugo a 6000 g durante 8 min a 4 °C. El
concentrado de ARN se lavo con etanol al 75% para eliminar las sales, se dej6 secar a

temperatura ambiente, y se redisolvié en un volumen apropiado de agua tratada con
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DEPC. Una vez redisuelto, el ARN se cuantific6 mediante espectrofotometria y se

comprobo la integridad de la muestra (apartado 10).

15. FRACCIONAMIENTO DE ACIDOS NUCLEICOS MEDIANTE
ELECTROFORESIS

15.1. FRACCIONAMIENTO DE ADN

ElI ADN se fraccioné mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa de
concentracion adecuada. Las muestras se aplicaron tras mezclarlas con 0,1 volumenes
de tampodn de carga (10x). EI tampon de electroforesis fue TAE (1x) o TBE (1x). Los
geles utilizados contenian EtBr a una concentracion de 0,5 ug/ml. Como marcadores de

peso molecular se utilizo ADN de bacteriofago A digerido con HindlII.

15.2. FRACCIONAMIENTO DE ARN

Tras la extraccion de ARN, se comprobd la integridad de las muestras mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1,2% en tampdén TBE (1x) y tefiido con BrEt (0,5
ug/ml) utilizando el mismo tampon como electrolito. EI gel se visualizé con un
transiluminador de luz UV.

Una vez comprobada la integridad de las muestras, se procedié al fraccionamiento
del ARN en geles de agarosa al 1%, utilizando tampdn MOPS (1x). Para su preparacién
se fundio la cantidad de agarosa necesaria en 283 ml de agua mili-Q tratada con DEPC.
Una vez fundida, se incubo dicha solucion junto con el MOPS (10x) en un bafio a 60 °C.
Cuando ambas soluciones alcanzaron la misma temperatura, se afiadi6 MOPS a una
concentracion final 1x mientras se agitaba suavemente hasta que se mezclaron.
Posteriormente se adiciond formaldehido hasta alcanzar una concentracion final del 1%,
se dejo enfriar un poco, se afiadié EtBr (5 pg/ml) y, tras una suave agitacion, se vertio
en la cubeta de electroforesis, donde se dej6 gelificar por espacio de 1 h.

Las muestras de ARN necesitaron un tratamiento de desnaturalizacion antes de
fraccionarlas. A una cantidad determinada de ARN (15 pg) se afadieron 25 ul de
formamida desionizada, 5 ul de tampon MOPS (10x) y 9 ul de formaldehido. Las
mezclas se incubaron a 65 °C durante 15 min y se enfriaron inmediatamente en hielo.
Finalmente, se afiadié un volumen adecuado de tampon de carga (5x), y se procedio a la
electroforesis utilizando como electrolito el tampon MOPS (1x).
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16. SINTESIS DE ADNc

Para la sintesis de ADNCc se utiliz6 el kit comercial Marathon™ cDNA Amplification
(Clontech), y se procedié como se indica en los apartados siguientes.

16.1. SINTESIS DE LA PRIMERA CADENA (5’-3’)

En un tubo de 0,5 ml se mezclaron 4 pug de ARN total de raices, 1 ul de cebador de
sintesis de ADNc (10 uM) y agua estéril hasta un volumen final de 5 ul. Se incub6 la
mezcla a 70 °C durante 2 min, se enfrié en hielo durante el mismo tiempo, y se
centrifugd brevemente. Seguidamente, se afiadieron 2 ul de tampdn de sintesis de
primera cadena (5x), 2 pl de dNTP (10 mM), 0,5 ul de (a-**)dCTP (1 uC/ul) y 1 pl de
transcriptasa inversa de AMV (20 U/ul). Se mezcl6 y se incubd a 42 °C durante 1 h.
Transcurrido este tiempo, se colocd en hielo para interrumpir la reaccién de sintesis de

la primera cadena.

16.2. SINTESIS DE LA SEGUNDA CADENA (3’-5)

Todos los tubos que se utilizaron en este proceso se enfriaron previamente en hielo. A
los 10,5 pl de reaccion de primera cadena se afiadieron 48 pl de agua estéril, 16 ul de
tampdn de sintesis de la segunda cadena (5x), 1,6 ul de mezcla de dNTP (10 mM) y 4 ul
de coctel de enzimas (20x). La mezcla se incubd a 16 °C durante 1,5 h. Seguidamente,
se afiadieron 2 ul de ADN polimerasa de T4 (5 U/ul), se volvié a incubar a 16 °C
durante 45 min, y se detuvo la reaccion de sintesis por adicion de 4 pl de EDTA-
glucogeno. Posteriormente, se afiadieron 100 ul de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1,v:v:v) y, tras agitar vigorosamente, se centrifugé a 6000 g durante 10 min. Se
transfirid la fase acuosa a un tubo limpio, y se eliminaron los restos de fenol por adicién
de 100 pl de cloroformo isoamilico (25:1,v:v), agitacion vigorosa y centrifugacion a
6000 g durante 10 min. Seguidamente se trasvaso la fase acuosa a un nuevo tubo.

Para precipitar los acidos nucleicos se afiadieron %2 volumen de NH;AcO 4 My 2,5
volimenes de etanol al 95 %, se agitd vigorosamente y se centrifugé a 6000 g durante
20 min. Se elimino el sobrenadante. Para eliminar las sales, se cubrio la pella con 300 pl
de etanol al 80% y se centrifugé a 6000 g durante 10 min. Posteriormente se elimino el
sobrenadante y se dej6 secar la pella al aire durante 10 min. Finalmente, el precipitado

se disolvid en 10 ul de agua mili-Q y se almacen6 a —20 °C.
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16.3. LIGACION DE ADAPTADORES AL ADNc

En un tubo de 0,5 ml se mezclaron 5 ul de ADNCc, 2 ul de adaptadores (kit comercial
Marathon), 2 ul de tampdn de ligacion de ADN (5x) y 1 ul de ADN ligasa T4 (1u/pl).
Se agitd vigorosamente, se centrifugd brevemente, y se incub6 a 16 °C toda la noche.
Para detener la reaccion, se calentd a 70 °C durante 5 min. Se diluyd hasta una
concentracion aproximada de 5 ug/ml afiadiendo 90 ul de tampon Tricina-EDTA, y se

almacend a -20°C hasta su utilizacion.
16.4. RACE-PCR
Mediante esta técnica se consiguieron amplificar los fragmentos 5° y 3’ del ADNc del

gen PVASL. Se prepararon las siguientes reacciones de PCR:

5" RACE 3’ RACE CONTROL

3
ADNCc (diluciones 1/50 y 1/250) \ 5ul Sul Sul
Oligonucledtido AP1 1 ul 1 ul 1l
Oligonucleétido PVAS1-1 | - 0,5 pl -
Oligonucledtido PVAS1-2 0,5 ul - -
Mezcla maestra 42,8l 42,8 pl 42,8 pl
H,0 mili-Q . - 0,5 ul
Eco Tagq polimerasa (5 U/pl) 05l 0,5 ul 0,5 ul

De igual forma, se amplificaron por PCR los fragmentos 5° y 3’ del ADNCc del gen

PVAS2. Se prepararon las siguientes reacciones de PCR:

5" RACE 3’ RACE CONTROL

3’
ADNCc (diluciones 1/50 y 1/250) \ 5ul Sul Sul
Oligonucledtido AP1 1 ul 1 ul 1l
Oligonucleétido ASN10 | - 0,5 pl -
Oligonucledtido ASN11 0,5 ul - -
Mezcla maestra 42,8l 42,8 pl 42,8 pl
H,0 mili-Q - = 0,5 ul
Eco Taq polimerasa (5 U/pul) \ 0,5 ul 0,5 ul 0,5 ul

Cada mezcla maestra contiene 5ul de tampdén PCR (10x), 5 ul de dNTP (5mM), 1,8
ul de MgCl;, (50mM) y 31 ul de H,0 mili-Q.
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Se utilizo el siguiente programa de PCR: Un paso inicial de desnaturalizacion de 30
sa 94 °C, seguido de 5sa 94 °Cy 3 min a 68 °C (30 ciclos).

Para comprobar que los fragmentos amplificados correspondian a asparragina
sintetasa, se realizé una PCR utilizando los oligos especificos PVAS1-1 y PVAS1-2
para el gen PVASL vy los oligonucle6tidos ASN10 y ASN11 para el gen PVAS2, con el
siguiente programa: 94 °C / 1 min; 94°C /30 s, 65°C /1 min, 72 °C / 1 min (35 ciclos);
72°C /10 min.

17. RT-PCR SOBRE NODULOS EN DESARROLLO
Se utiliz6 el kit ReadyeToeGo" de PharmaciaeBiotech.
17.1. SINTESIS DE LA PRIMERA CADENA DE ADNc
Dado que se trata de un gen cuyo ARNm esta poco representado en las distintas etapas
de andlisis, y que se partio de ARN total, usamos 2 ug del mismo. El protocolo dado
incluia los siguientes pasos:
e Llevar la muestra de ARN a un volumen de 25-30 ul en un tubo de
microcentrifuga libre de ARNasas, utilizando agua tratada con DEPC.
e Calentar a 65°C durante 10 minutos y colocar a continuacion en hielo durante 5
minutos.
e Transferir la solucion de ARN al tubo que contiene las esferas con los
reactivos para llevar a cabo la reaccion de sintesis de la primera cadena. Esto se
realizo sin mezclar.
¢ Afadir el oligonucledtido elegido (en nuestro caso se emplearon 40 pmoles del
oligonucledtido ASN10, especifico del ADNc de PVAS2) y agua tratada con
DEPC hasta un volumen final de 33 ul, y dejar a temperatura ambiente durante
un minuto aproximadamente.
e Mezclar el contenido del tubo suavemente, aspirando y soltando con la pipeta,
y dar al final un breve pulso en la centrifuga.

e Incubar a 37 °C durante 60 minutos.
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17.2. CONDICIONES PARA LA AMPLIFICACION POR PCR
La cantidad de ADNCc total que se debe usar depende de la abundancia relativa del
ADNCc de interés en la mezcla final de reaccion. Para ADNcs correspondientes a ARNs
poco abundantes, es recomendable utilizar en la PCR todo el volumen de la reaccion de
sintesis de ADNCc. Se siguid el protocolo dado por los fabricantes:
e Se llevaron los 33 ul de la reaccidn de sintesis de ADNc a un volumen final de
100 ul, anadiendo 40 pmoles del oligonucledtido ASN11 (cadena
complementaria), 1 ul de Taq ADN polimerasa, y completando con agua tratada
con DEPC. Esto se realizé en un tubo de microcentrifuga de 0,5 ml y se afadio
una gota de aceite mineral encima de la muestra para prevenir la evaporacion.
e Se colocaron las muestras en un termociclador, empleando el siguiente
programa de PCR:
-Desnaturalizacion a 95 °C durante 1 minuto
-Apareamiento a 55 °C durante 1 minuto
-Extension a 72 °C durante 1 minuto

Se repitid un total de 45 ciclos.

18. TRANSFERENCIA Y FIJACION DE ACIDOS NUCLEICOS A
MEMBRANAS DE NAILON
18.1. TRANSFERENCIA DE ADN o Southern blot
Se utilizaron membranas de Nylon-N (NYTRAN® 0,45 um de Shleicher & Schuell). La
transferencia se realiz6 por capilaridad, pasando los acidos nucleicos desde el gel hasta
la membrana. El gel se sometid a un tratamiento triple antes de transferir el ADN:
1.-Tratamiento depurinizante. Con objeto de fraccionar el ADN y conseguir
una transferencia mas eficaz, se hicieron dos incubaciones de 15 min con HCI
0,25 N.
2.-Tratamiento desnaturalizante. El gel se lavé dos veces con una solucion de
NaCl 1,5 M y NaOH 0,5 M durante 15 min para provocar la desnaturalizacion
del ADN.
3.-Tratamiento neutralizante. Consistid en un lavado de 15 min con una
solucién de NaAcO 3 M (pH 4,8).
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Una vez realizado este tratamiento, el gel estd preparado para la
transferencia. Se prepard una cubeta con tampdn de transferencia SSC (20x),
sobre la cual se colocd un vidrio. Se realizd un puente con papel Whatmann
3MM empapado en tampdn de transferencia, procurando que ambos extremos se
mantuviesen sumergidos en el tampon. En el centro del papel Whatmann 3MM
se coloco el gel con los pocillos hacia abajo y sobre él la membrana de nailon.
En todo el proceso se evitd la aparicion de burbujas entre las distintas interfases,
ya que esto dificultaria el ascenso del ADN por capilaridad. Se cortaron dos
trozos de papel Whatmann 3 MM, se empaparon en SSC (20x), y se colocaron
sobre la membrana. Para evitar que el tampon difundiera y asegurar la
transferencia a través del gel, se colocé plastico en la zona donde no habia gel.
Sobre todo el conjunto se colocé un bloque de toallas de papel absorbente, otro
vidrio y un peso aproximado de 1 kg. La transferencia se dejoé durante al menos
12 h.

18.2. TRANSFERENCIA DE ARN o Northern blot

Para transferir ARN no fue necesario hacer un tratamiento previo del gel. El tampon de
transferencia fue SSC (10x), siguiendo el mismo procedimiento que se utilizd para
transferir ADN.

18.3 FIJACION DE LOS ACIDOS NUCLEICOS A LA MEMBRANA DE
NAILON

Tras desmontar el sistema de transferencia, la membrana se lavd en SSC (2x) para
eliminar el exceso de sales, y se colocé sobre un papel Whatmann 3MM con la
superficie a la que estaban adheridos los acidos nucleicos hacia arriba. La fijacion de
estos a la membrana se realizo por irradiacion con 1200 kJ de radiacion de luz UV de A
corta (260 nm) durante 50 s utilizando un Stratalinker (Stratagene). Seguidamente, se
introdujo la membrana entre dos papeles Whatmann 3MM, vy estos entre dos cristales
sujetando todo el conjunto con pinzas. Se introdujo en un horno a 80 °C durante al

menos 2 h.
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19. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS SOBRE MEMBRANAS DE
NAILON
19.1. HIBRIDACION DE ADN
Las membranas se prehibridaron al menos durante 2 h a 65 °C utilizando la solucién de
hibridacion de Church. Transcurrido este tiempo, se afiadio la sonda radioactiva,
previamente desnaturalizada mediante hervor durante 5 min, y se dejé hibridando
durante toda la noche.

Tanto el proceso de prehibridacién como la hibridacién se llevaron a cabo en tubos
cilindricos, en un horno de hibridacion rotatorio, para asegurar la distribucién

homogénea de las soluciones por toda la membrana.

19.2. HIBRIDACION DE ARN

Las membranas se prehibridaron durante al menos 2 h a 42 °C con una solucion
compuesta por formamida 50%, SSC (5x), sulfato de dextrano 5%, SDS 0,5% y ADN
de timo de ternera 0,1 mg/ml. Tras este tiempo, se afiadié la sonda previamente
desnaturalizada mediante hervor durante 5 min, y se dejo hibridando durante toda la
noche a 42 °C. Tanto la prehibridacion como la hibridacion se realizaron en un
recipiente rectangular, cerrado herméticamente, utilizando un bafio para mantener la

temperatura constante.

19.3. LAVADOS DE LAS MEMBRANAS

Para controlar la especificidad de la union de la sonda a los &cidos nucleicos fijados a la
membrana, se realizaron dos lavados de 15 min cada uno con una solucién compuesta
por SSC (2x)/SDS 0,1%; y otros dos con otra solucion de SSC (0,1x)/SDS 0,1%. Los
lavados en baja estringencia se realizaron con estas soluciones a temperatura ambiente,

mientras que los de alta estringencia se efectuaron a 65 °C.

19.4. DETECCION DE LAS SENALES DE HIBRIDACION

Una vez lavadas las membranas, se envolvieron en plastico. Para detectar la sefial, se
expusieron peliculas fotograficas Hyperfilm™MP (Amersham) a la radiacién emitida por
las membranas, y se introdujeron en casetes Amersham. Dichos casetes se almacenaron

a —80 °C durante el tiempo suficiente para que las peliculas quedaran impresionadas.
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Transcurrido este tiempo, las peliculas se revelaron por inmersién en liquido revelador
(AGFA) durante 2 min, lavado con agua, inmersién en liquido fijador (AGFA) durante
2 min y un ultimo lavado con agua. Para evitar que las peliculas fotogréficas se velaran,

todo el proceso se realizé en oscuridad o en presencia de luz roja.

19.5. ELIMINACION DE LA SONDA HIBRIDADA
Para eliminar la sonda hibridada en las membranas de transferencia, éstas se
introdujeron en un recipiente con una solucion de SDS al 0,1% (p:v) hirviendo, y se

dejaron enfriar en agitacion hasta que alcazaron la temperatura ambiente.

20. EXPRESION, PURIFICACION Y ROTURA DE LA PROTEINA DE FUSION
(GST-PVAS2)

20.1. CONSTRUCCION DEL PLASMIDO DE EXPRESION

Los fragmentos 5’ y 3’ (EcoRI / Sall) de ADNc del gen PVAS2 obtenidos mediante la
técnica 5’ y 3 RACE se digirieron con la enzima Hpall, que corta los fragmentos de
dicho gen en un sitio comun. Estos fragmentos se ligaron por este sitio comun, y la
region correspondiente a la fase abierta de lectura se amplifico por PCR. Dos
oligonucledtidos fueron disefiados para la clonacion en fase con el carboxilo terminal
del gen de la GST (glutation S-transferasa), que estaba incluido en el vector de
expresion pGEXKG:

AS22-5 (5’-CCGGAATTCCGATGTGTGGTATTCTTG-3’), que contiene el sitio
propuesto de unién a glutamina y una extension en 5’ que contiene un sitio EcoRlI para
la clonacidn direccional en pGEXKG.

AS2-3 (5’-CGCGTCGACGCGTTAGCTCTGGATGGCA-3’), correspondiente a la
region 3’ hasta el coddn de terminacion, y una extension en 5’ que contiene un sitio Sall
para la clonacion en el vector de expresion.

La reaccion de amplificacion del ADNc de PVAS2 fusionado se llevo a cabo en un
volumen final de 50 ul, y contenia 1ul (1 ng) del ADNc fusionado, 1 ul del
oligonuclettido AS22-5 (10 pmoles), 1 ul del oligonucledtido AS2-3 (10 pmoles), 20
mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM de KCI, 2,5 mM de MgCl,, 10 mM de DTT, 200 uM
de cada uno de los desoxinucleétidos (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), y 1,25 unidades de
Taqg polimerasa. El programa de PCR empleado fue de una primera desnaturalizacién a
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94 °C durante 1 min, seguido de una segunda desnaturalizacion a la misma temperatura
durante 30 s, una etapa de apareamiento a 55 °C durante 1 min y una extension a 68 °C
durante 5 min (35 ciclos). Se afiadié una etapa de extension final a 68 °C durante 5 min.
El producto de 1755 pb se aislo en un gel de agarosa, se digirié con las enzimas de
restriccion EcoRI y Sall, y se clond en los sitios EcoRI y Sall presentes en el vector de
expresion. El nuevo plasmido se denomind pPVAS2G vy se utilizo para transformar la
estirpe BL21 de E. coli.

20.2. EXPRESION DE LA PROTEINA DE FUSION

La expresion de la proteina de fusion se llevo a cabo como describieron Smith y
Johnson (1988). Veinte mililitros de un cultivo mantenido toda la noche a 37 °C se
inocul6 en un litro de 2xYT que contenia 50 ug/ml de ampicilina. El cultivo se incubd
con fuerte agitacion a 37 °C hasta que se alcanz6 una Agp=1. Entonces se afiadio IPTG
para dar una concentracion final de 0,2 mM, y se incubo el cultivo durante tres horas
mas. Las células se recogieron por centrifugacion y se resuspendieron en diez mililitros
de PBST, que contenia 2 mM de EDTA, 0,1% de B-mercaptoetanol y 0,2 mM de PMSF.
Las células se lisaron pasandolas dos veces por una presion de 83 bares en la prensa de
French. El lisado bacteriano se centrifug6 a 12000 g durante 20 min a 4 °C, para
eliminar la fraccion insoluble. El extracto sobrenadante contenia la proteina de fusién
(GST-PVAS2), que mostro un peso molecular de 91810 en SDS-PAGE (7,5%).

20.3. PURIFICACION Y ROTURA DE LA PROTEINA DE FUSION

Un mililitro de extracto bacteriano, preparado como se ha descrito, se mezclo con 2 ml
de suspension de glutation-agarosa y se incubd durante 30 min a 4 °C con suave
agitacion. Las esferas de agarosa se lavaron cuatro veces con 10 ml de PBST cada vez,
y a continuacion se realizd la elucion de la proteina de fusion por competicion con
glutation, haciendo 2 lavados de 2 min cada uno con 1 ml de Tris-HCI 50 mM (pH 8,0)
que contenia 10 mM de glutation. El glutation libre se elimind por dialisis en una
solucion de Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), NaCl 150 mM, y 0,1% de B-mercaptoetanol.
Aproximadamente 2 mg de proteina de fusién se incubaron con 4 pg de trombina
durante 20 min a temperatura ambiente en 2 ml de tampdn de rotura (Tris-HCI 50 mM
(pH 8,0), NaCl 150 mM, CaCl, 2,5 mM, 0,1% de B-mercaptoetanol). La glutatién S-
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transferasa y el resto de la proteina de fusion no lisada se eliminaron por adicion de
glutation-agarosa (50% v/v) a la reaccion de rotura. Tras una incubacion durante 30 min
a 4 °C, se centrifugd durante 10 min a 5000 g, y se recogié el sobrenadante, que
contenia la proteina pura. Una parte alicuota de este sobrenadante mostro en SDS-
PAGE (10%) una proteina de 65810 Da, correspondiente a PVAS2.

21. COMPLEMENTACION DE LA ESTIRPE ER # 4813 DE E. coli
21.1.CONSTRUCCION DE LOS PLASMIDOS DE EXPRESION DE PVAS1 Y
PVAS2

Para la clonacion del cDNA de PVAS1 en el vector de expresion pUC18, se disefiaron
los siguientes oligonucleotidos:

AS1-5 (5’-CCGGAATTCCGGATGTGTGGCATACTTG-3’), que contenia el sitio
propuesto de union a glutamina y una extension en 5’ que presenta un sitio EcoRlI, para
la clonacidn direccional en el vector pUC18.

AS1-3 (5’-CGCGTCGACGCGCTAGATGGCAACTCCTAAGG -3’), que se utilizo
anteriormente en la clonacion en pGEXKG, correspondiente a la region 3’ hasta el
coddn de terminacidn, y contenia una extension en 5’ con un sitio Sall.

La PCR realizada con esta pareja de oligonucle6tidos rindié un producto de 1764
pb, que fue aislado en un gel de agarosa, digerido con las enzimas de restriccion EcoRl
y Sall, y clonado direccionalmente en los sitios EcoRI y Sall del plasmido pUC18. Las
condiciones de PCR fueron las mismas que las utilizadas anteriormente en la clonacién
del gen en pGEXKG (purificacion de la proteina). El plasmido resultante se denomino
pPVAS1U y se empled en la transformacion de la linea auxotrofica ER # 4813 (asnA31
asnB thi-1 relAl spoT1).

Y para la clonacion del gen PVAS2 en el vector de expresion pUC18, se disefiaron
los oligonucledtidos siguientes:

AS2-5 (5’-CCGGAATTCCGGATGTGTGGTATTCTTG-3’), que contenia el sitio
propuesto de union a glutamina y una extension en 5’ que presenta un sitio ECoRlI, para
la clonacion direccional en el vector pUC18.

AS2-3 (5’-CGCGTCGACGCGTTAGCTCTGGATGGCA-3’), corespondiente a la
region 3’ hasta el codon de terminacion, y contenia una extension en 5’ con un sitio
Sall.
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La PCR desarrollada con esta pareja de oligonucledtidos rindié un producto de
1756 pb, que fue aislado en un gel de agarosa, digerido con las enzimas de restriccion
EcoRl y Sall, y clonado direccionalmente en los sitios EcoRI y Sall del plasmido
pUC18. Las condiciones de PCR fueron las mismas que las utilizadas para la clonacién
del gen PVASL. El plasmido resultante se denominé pPVAS2U y se empled en la
transformacion de la linea auxotréfica ER # 4813.

21.2. ESTUDIOS DE COMPLEMENTACION

La estirpe de E.coli auxotréfica para la asparragina se transformé con los plasmidos
pUC18 (como control), pPVAS1U y pPVAS2U, y se extendid sobre placas de LB con
ampicilina (50 pg/ml). Se seleccionaron varios transformantes de las construcciones
pPVAS1U y pPVAS2U, y se analizaron por digestion con enzimas de restriccion y
secuenciacion parcial, con objeto de determinar si habia ocurrido algin tipo de
reordenamiento en las secuencias. Ya que el medio M9 descrito en los manuales de
protocolos sobre medios de cultivo era muy rico en hidrolizado de aminoécidos de
caseina, se crecieron cultivos durante toda la noche de las estirpes silvestre (DH5a), y
del auxotrofo ER#4813 en medio M9 con diferentes diluciones de dicho hidrolizado, a
28 °C. La dilucion 1/2000 se considerd idénea, ya que la estirpe silvestre crecié bien,
mientras que ER#4813 no crecid apenas. Asi pues, las estirpes transformadas con las
diferentes construcciones se cultivaron en medio M9 durante toda la noche a 28 °C. Los
distintos cultivos se centrifugaron a 4500 rpm durante 5 min, y la pella de células
obtenida se resuspendié en medio M9 sin aminodcidos, con objeto de descartar
nutrientes del medio que pudiesen interferir en los estudios de crecimiento. Tras
centrifugar y resuspender de nuevo, se hicieron las diluciones apropiadas con objeto de
partir de la misma densidad Optica, y se inocularon los siguientes medios M9 con
ampicilina 50 ug/ml: (-) IPTG (-)100 ug/ml de asparragina, (+) IPTG (-) 100 pug/ml de
asparragina, (-) IPTG (+)100 pg/ml de asparragina, (+) IPTG (+)100 pg/ml de
asparragina, (para las células que contenian las construcciones pPVAS1U y pPVAS2U);
y los medios (-) IPTG (-) 100 ug/ml de asparragina, (-) IPTG (+)100 ug/ml de
asparragina, y (+) IPTG (+)100 pg/ml de asparragina, (para las células que contenian el

vector pUC18). Se midi6 la densidad dptica a 550 nm a distintos tiempos.
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22. OBTENCION DE ANTICUERPOS POLICLONALES CONTRA LA
PROTEINA PVAS2

22.1.HOMOGENEIZACION DEL ANTIGENO CON ADYUVANTE DE
FREUND

A la banda del gel de poliacrilamida perteneciente a la proteina PVAS2 se le afiadio 1
ml de solucién salina tamponada (PBS). La mezcla se triturd a alta velocidad en un
homogeneizador Ultra-Turrax T25 (lka-Labortechnik). Cuando la suspension de
acrilamida se hizo uniforme, se afiadio 1 ml de adyuvante de Freund, completo o
incompleto, dependiendo de la fase de inmunizacion. Posteriormente, se homogeneizd
la mezcla en el mismo equipo y a la misma velocidad, hasta que la emulsién quedd

densa y uniforme.

22.2. PROTOCOLO DE INMUNIZACION
Para la primera inmunizacion, un homogeneizado preparado en adyuvante completo de
Freund, que contenia aproximadamente unos 400 ug de asparragina sintetasa, se inyectd
con una jeringa de 5 ml y una aguja de 0,9 x 25 mm, en cuatro dosis de 500 ul en ambos
lados de la zona dorsal de la escapula y de las caderas. Las siguientes inmunizaciones,
aproximadamente cada dos semanas, se realizaron con 200 pg de la proteina en
adyuvante incompleto de Freund.

La inoculacion se realizd por via subcutanea, pinzando la piel del conejo e
introduciendo la aguja aproximadamente 1 cm, para evitar la pérdida de emulsion. La
aguja se retird, una vez aplicada la dosis, sin soltar la piel. Antes de la primera

inmunizacion, se tomo sangre del conejo para la obtencion del suero preinmune.

22.3. EXTRACCION DE LA SANGRE

Tanto para la obtencién del suero no inmune (SNI) como del suero anti-asparragina
sintetasa (anti-PVAS2), se extrajo la sangre de la arteria central de la oreja. Para ello se
introdujo una aguja hipodérmica de 0,9 x 25 mm hacia la parte central de la misma.

22.4. OBTENCION DEL SUERO anti-PVAS?2

La sangre recogida se incub6 durante una hora a 37 °C, con objeto de favorecer la

formacion de un coagulo que contuviera las células sanguineas, asi como para evitar las
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posibles interferencias debidas al complemento. Posteriormente se centrifugd a 2500 g
durante 30 min a 4 °C, y se recogi6 el suero, que fue repartido en fracciones y
conservado a —20 °C.

22.5. TITULACION DE LOS ANTICUERPOS

La titulacion de los anticuerpos se realizd mediante la técnica de Western. Para ello, se
cargaron 500 ng de la proteina pura en varios pocillos de un gel de poliacrilamida al
10% en SDS vy se desarrollo la electroforesis durante 40 min a 200V. A continuacion se
monto el sistema de transferencia (ver apartado 23.3.), la cual se desarroll6 durante 3 h a
70 voltios en la cAmara fria (4°C). Tras finalizar, se lavo la membrana en TTBS varias
veces y se incubo con agitacion suave durante 1 h a temperatura ambiente en TTBS con
3% de Blotto. Se lavo de nuevo en TTBS v, tras recortar las diferentes calles de la
membrana, se incub6é con el anticuerpo primario durante toda la noche a 4 °C,
empleando diluciones desde 1:100 a 1:5000 en TTBS al 0,3%. Tras la incubacién, y
para eliminar el anticuerpo primario inespecifico no unido, se lavd 3 veces en TTBS (5
min cada vez), y se hibridé con el anticuerpo secundario (anticuerpo de cabra contra
IgG de conejo conjugado a peroxidasa) a un titulo 1:1000 durante 1 h en agitacion suave
a temperatura ambiente. Se lavd de nuevo para eliminar el anticuerpo secundario no
unido. Para el revelado se prepararon las siguientes soluciones: solucion A (300 mg de
4-cloro-1-naftol en 10 ml de metanol frio) y solucion B (30 ul de H,O, al 30% en 50 ml
de TBS preparado inmediatamente antes de usar). Justo antes de sumergir la membrana
en la mezcla de reaccion se mezclaron las soluciones de revelado. La reaccion se paro

lavando con agua.

23. TECNICAS DE INMUNODETECCION EN FILTROS (Western blot)

23.1. EXTRACCION DE PROTEINA DE TEJIDOS DE P. vulgaris

Se trituraron en nitrégeno liquido 0,5 g de cada tejido, al que se afiadieron 2 volimenes
(1 ml) de tampon de carga con SDS, y se incubd a 100 °C durante 10 min. Tras
centrifugar en una microfuga durante 25 min a 4 °C, se recogio el sobrenadante y se

procedio a la cuantificacion.
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23.2. CUANTIFICACION DE PROTEINA

Para la cuantificacién de proteina, se siguié el protocolo de Schaffner y Weissmann
(1973). Se cogieron 5y 10 ul de cada extracto de proteinas, que se llevaron a 270 ul con
H,0. Se afadi6 a cada vial 30 ul de una solucion Tris-HCI 1 M (pH 7,5) que contenia
un 10% de SDS, y se invirtio el vial varias veces. A continuacion se afiadieron 100 ul de
una solucion al 50% de acido tricloroacético en H,O, y se vorted después. Tras colocar
un filtro de 0,45 um en el sistema de fijacion de proteinas de Bio-Rad (Bio-DOT™
APPARATUS), cada muestra de proteina acidificada se introdujo con cuidado en un
pocillo. Cuando la muestra paso a través del filtro, se limpid cada pocillo con 300 ul de
una solucion al 6% de acido tricloroacético en H,O. Una vez fijadas las proteinas, se
sumergio el filtro en una solucién al 0,1% de Negro amido (disolver 25 mg de este
producto en 25 ml de una solucion de MeOH:HAc:H20 (9:2:9)) durante 10 min. Tras
enjuagar con H,O, se sumergid el filtro tres veces (3 min cada vez), en una solucién de
destincion que contenia MeOH:HAc:H,0 (9:2:8), agitando suavemente. El filtro, tras
secarse sobre papel Whatmann, se cortd en pequefios discos corespondientes a las
diferentes muestras. Cada disco se introdujo en un eppendorf al que se habia afiadido
previamente 1 ml de solucion de elucion (NaOH 25 mM, EDTA 0,05 mM vy etanol al
50%), se dej6 a temperatura ambiente durante 20 min, se vorted y, para finalizar, se
midié la absorbancia del eluato a 630 nm. Este ensayo no presenta interferencias y es

altamente cuantitativo cuando se compara con el analisis aminoacidico.

23.3. ELECTROTRANSFERENCIA DE PROTEINAS

La electrotransferencia de proteinas desde geles de poliacrilamida a filtros de nailon
(Schleicher & Schuell), se realizo utilizando el sistema de transferencia de Bio-Rad
(Trans-Blot® Transfer Medium), en un tampdn cuyo contenido era: Tris-glicina 25 mM
(pH 8,3), 0,1% (p/v) de SDS y 20% (v/v) de metanol. El sistema de transferencia se
monto colocando en contacto con el catodo dos papeles secantes del mismo tamafio que
el gel, saturados en el tampdn de transferencia. Sobre estos se coloco el gel separador y
encima de éste la membrana de nailon, hidratada en H,O mili-Q y enjuagada en el
tampon de transferencia. Finalmente, se pusieron otras 2 piezas de papel secante sobre
la membrana, humedecidas en tampodn de transferencia, y en contacto con el anodo. Con

objeto de eliminar posibles burbujas de aire, se pasé una pipeta a modo de rodillo sobre
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cada una de las capas. La transferencia se llevo a cabo a 70 V durante 3 horas en la

camara fria (4 °C).

23.4. PROCEDIMIENTO PARA LA INMUNODETECCION DE
ASPARRAGINA SINTETASA

Se cargd cada pocillo de un gel de poliacrilamida al 10% en SDS con 100 pg de
proteina procedente de los diferentes tejidos, y se desarrolld la electroforesis durante 3 h
a 80V (4 °C). A continuacion se monto el sistema de transferencia (ver apartado 23.3),
la cual se llevo a cabo durante toda la noche a 22 V en la camara fria (4 °C). Tras
finalizar, se lavé la membrana en TTBS varias veces, prehibridando en placa de Petri
con agitacion suave durante 1 h a temperatura ambiente en TTBS al 3% de Blotto. Se
lavé de nuevo en TTBS y se incub6 la membrana con el anticuerpo primario (anti-
PVAS?2) durante toda la noche a 4 °C, empleando una dilucién 1:1000 del anticuerpo en
TTBS al 0,3% de Blotto. Tras la incubacion, y para eliminar el anticuerpo primario
inespecifico no unido, se lavd 3 veces en TTBS (5 min cada vez), y se hibrido con el
anticuerpo secundario (en algunos casos se empled anti-lgG de conejo obtenido de
cabra conjugado a peroxidasa; y en los casos en que se pretendia una mayor
sensibilidad, se empled anti-lgG de conejo obtenido de cabra conjugado a fosfatasa
alcalina) a un titulo 1:1000 durante 1 h en agitacion suave a temperatura ambiente. Se
lavo de nuevo para eliminar el anticuerpo secundario no unido, y finalmente se procedid
al revelado. Las soluciones de revelado contenian: 10 ml de metanol, al que se afiadid
0,03 g de 4-cloro-1-naftol (se puso a —20 °C) y por otra parte 50 ml de TBS al que se
afiadio 30 ul de H,0O, al 30% (se afiadio antes de usar). Justo antes de sumergir la
membrana se mezclaron ambas soluciones de revelado. Con fosfatasa alcalina se utilizo
como sustrato para el revelado el 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato. La reaccién se par6

lavando con agua.

24. ENSAYO DE ACTIVIDAD AS EN GELES DE POLIACRILAMIDA

Se obtuvieron extractos crudos de la estirpe de E. coli BL21 transformada con
pGEXKG (control) y de la estirpe transformada con el pladsmido que tiene clonado en
fase un ADNCc de una AS de tipo Il con el extremo C terminal de Sj26, una glutation S-

transferasa de 26 kDa, después de 3 horas de induccion con IPTG (1 mM). Para ello, se
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lisaron las células por paso a través de la prensa de French, centrifugando a
continuacién a 12000 g durante 20 min a 4 °C. Se mezclaron partes alicuotas de cada
extracto con 1 volumen de tampon de carga sin SDS, y se cargaron por triplicado en un
gel nativo de poliacrilamida. La electroforesis se desarrollo6 a 80 V durante
aproximadamente 2 h. Finalizada la electroforesis, el gel se dividio en tres partes. Una
parte se tifié con azul de Coomassie durante 20 min, y se traté después con solucion de
destincion durante 1 h. Otra parte se incubd durante 1 h a 30 °C en una mezcla de
reaccion que contenia Tricina 50 mM (pH 7,75), MgCl, 10 mM, B-mercaptoetanol 50
mM, glutamina 10 mM, ATP 5 mM, L-aspartato 2,5 mM, y pirofosfatasa (2 U/ml
mezcla de reaccion). Y la tercera parte se incubd en la misma mezcla de reaccion, pero
sin ATP.

La determinacion de fosfato inorganico se llevd a cabo por el método del
fosfomolibdato (Chen et al. en 1956). Esta basado en la formacion de un complejo
verde azulado de Mo(V) por reaccion del fosfato con molibdato amonico y la siguiente
reduccion de este complejo con acido ascorbico. El reactivo se prepar6 mezclando en
proporcion 1:2:1:1 las siguientes soluciones: acido sulfarico 6 N, H,O destilada,
molibdato aménico tetrahidrato (NH4)¢M04024.4H,0 al 2,5% y é&cido ascorbico al

10%. Este reactivo debe prepararse en el momento de su utilizacion.
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1.- Estrategia de clonacidn de un fragmento de ADNc de una asparragina sintetasa
de tipo 11

El alineamiento de secuencias de AS de diversas plantas (maiz, esparrago, guisante,
Arabidopsis, Brassica, etc), permitio reconocer una serie de dominios conservados.
Sobre estos dominios, se disefiaron oligonucleotidos degenerados (ASP1, ASP2, ASP3
y ASP6) con un grado de degeneracion minimizado teniendo en cuenta la frecuencia de

uso de codones en judia (Fig. 11).

ZMASX MOGTIAVILGVVEVSLARR SRT T ELSERLRHRGPDWS GLHCHE DCY LAHQRLA TTDPT SGDQPLYNE DI NHEELKARKLRT 90

AGASK e --CSDD.Q. .. V. VL... .. .R. ... ... P.G..F.5. ... - ST --RER.FD 90
PSAS] cee e .-CSDD.Q... V. _ L....-.KR. .. .. ... Q.G.N...._....V_.A._ F --8T --REQ.PFN 90
PSAS2 seeee---CSDP.R...V.VL......K....E.....Q.G.....Q.....V..A......F...NESI.... D.REQ.SN 90
ATASL fee e CBDD.Q. ..V VL e e e L YQRGLNL ... V.. AL ... ..F.....T . ............RER..N 90
BOAS feee - CBDD.Q. .. V. VL. . e ee e .. T¥YQRGFN. ... . ... ....D.. F sI -REG..N 90
ZMASX HEFQTGSDCEVIAHLYEEYGEE FVDMLDGMF SFVLLDTRDRS FTAARDA TG I CPLYMGRG LDGS VN F SSEMRALSDDCERFITFPRPGHLY 180
AOASX SRR i iee i ee e B D e e BV L.V T LT e L. . ..G.N... _H.EV..._N.. 180
PSAS1 KEEFQC..D........H..N.......T..........N...¥V___...VIS..I.........TA. . L.G.N.E. _.H.EV....... 180
PSAS2 PR ...De ... D ... T...P. . ...N Y V... VIS..I.........T.....G.N...._H.EC....... 180
ATAS1 FER o el VD.......I. N..MV...... VISs..I-.-..-.-..I.....G.N....H.E......F. 180
BOAS -K.H.....D........H..N.......T. N. .MV....V.VTS..I --L.V.....G.HE...H.EA. ... ... 180

ASP2

—
ZMASX SSK-TGGIRRWYNPEWFSETV-PSTEYNALFIREMFERAV. LDSSLVASVASRHINETEVIRQWCNELHTFCIG 268
AOASX --R-8.8F...... Q-¥YN..I-..A..DP.V._.KA. .D.. «w--...A.TA .. .AGS.AAE...T{Q..5..V. 268
PSAS1 ---ERE-F.__._...... N.ATT.....DP.V..NA_.... ceeen.--TA.Y.AG..ARK...A..PS..V. 269
PSAS2 ---DS.-F...... S.Y..AT-..A..DP.A..HA. . ... e IT. . Y.AT..ARE...S...S5..V. 268
ATAS1 - L& -FRQ.......N.S.—.....EP.AT.RA..N. ... ......................ITA. . AG..ABRK...P{..S..V. 268
BOAS ---8G. . FRQ.......N.S.—.....EP.AT.SA. .D.............covuuvueo...-.ITA . .AG..ARRR..P{..S..V. 269
ZMASX LEGS PDLRAAREVADY LISTVHHEFHFT VOEGIDALEEVI YHLETYDVIT TRA ST PMFLMSRREIR SLGVEMVI SGEG! 358
AOASX -I.D..F... ... 358
PSAS1 -I.D....T. ... 359
PSAS2 -I.D....V. . 358
ATAS1 I.D....V 358
BOAS I.D....V 359
ZMASX EFLEETCREIRKATHLYDCIRANRKATS AWGVEARVEFLDESF I SVANMD I DPERNMIERDLGRIERWNVMRERAFDDDEHPYLPRHILYR 448
AOASX HH. - --Q-- [— L. --E.MD...S....SK...P.........L......E.N.......... 448
PSAS1 HQ. - Koo ...8.¥...L. D. .K -FK...H.E IL...... E.N.......... 449
PSAS2 H... Qe -Q--...B.¥. .. L.. A..N N SHE. ... E..... ¥IL...... E.N.......... 448
ATAS1 HQ. - --K.. --8...F.L... D..NT..SL...SK...PEE L.R....E.R.. --- 448
BOAS QR--HQ. . --K.. ee--F.L.. . E..NT..SL...SK...PEE L.R....E.R.. - 149

ASP6

-
ZMASX QEEQFSDGVGYNW IDGIES FTEQQVIDEMMNNAAMF FY NTEV] IFERLFPQDSARETVEWNGESIACSTPAATEWVEQWEAS 538
AOASX seeeeeee---8......AHAAFH...R..L...RIY.H...TT ..F...N...F...G........AK....DAR.SNN 538
PSAS1 [ — I-DHAAFH.--.-R..F._.SHI..F.._NT F N...L...G...V....EK....DAS.SNN 539
PSAS2 meeeeea----85......AHAAFH---K..L..GNI._.H...NT F N...L...5..TV....AK.V. .DAA.SNN 538
ATAS] s --DHAA.N.N.K..S..GHIL..H...NT F N...L...G.ATV....AK.V..DAS.SNN 538
BOAS ] --AHAAFN .HN.K..SK..FI..H...LT F N...L...G.ATV....AK.¥V. .DAS.SNN 539
ZMASX NDPSGRFISSHDSAATDHTAVSRRWETAAARPANGT ——————— —VNGEKINEVPIAV 586
AOASX Lo-... AALGVHDS.Y .P————-] PL.SSISAGRGAAMITNREFPRI . IVATEG .V . ST 590
PSAS1 Lo-... ARLGVHVS. YE.Q———— INFVTEGVEPERII-———-PRI-GVSFLG .A . QT 586
PSAS2 Loo--- AALGVHDS. YENH———— -NRVNRTVEFERI I-——P-L-EAAP_.ELA . QG 583
ATAS1 | I— AATGVHLS. Y . GEN.ALTI .- PLRATD. MPMMMGD) ———————G.V.(5 584
BOAS | I— AATGVHLS. ¥ .GSK. ALPL.APHRATDDIPMMMGY) ——————E . V._.{QT 586

Figura 11. Oligonucle6tidos degenerados disefiados a partir de dominios conservados de AS de
diversas especies de plantas (ZM: Zea mays. AO: Asparagus officinalis. PS: Pisum sativum. AT:
Arabidopsis thaliana. BO: Brassica oleracea).

73



DANIEL OSUNA Asparragina sintetasas de P. vulgaris RESULTADOS

La secuencia nucleotidica de los oligonucleotidos degenerados que se disefiaron se

muestra a continuacion:

ASP1 5-GA(A,G)AT(C,T)TA(C,T)AA(C, T)CA(C, T)GA(AG)G-3’
ASP2 5°-ATGAC(A,C, T)GA(C,T)GT(G,C, T)CC(C,T)TT(C,T)GG-3
ASP3 5-TA(A, T)CC(A,T)CC(A,G)AA(A,G, T)AT(C,T)TC(A,G)TC-3
ASP6 5-TA(A,G)TA(A,G)TA(A,G,T)GC(C,T)TC(C,T)TT(C,T)G-3

Posteriormente se comprobd la eficacia de las diferentes combinaciones de
oligonucledtidos degenerados en la amplificacion de fragmentos de un plasmido que
contenia un ADNCc de AS de apices de esparrago (Fig. 12). Las condiciones Optimas de
PCR fueron las siguientes: (94 °C/1min, 50 °C/1min, 72 °C/1min) x 40 ciclos, mas una

etapa de extensién final de 72 °C/5min.

A B C D E F

2 kb
1 kb

0,5 kb

Figura 12. PCR sobre ADNCc de apices de esparrago. Para comprobar la eficacia de diferentes parejas
de oligonucleétidos degenerados se llevé a cabo una PCR empleando los mismos sobre ADNc de la AS
de apices de esparrago. A, ASP2+ASP3. B, ASP1+ASP3. C, ASP1+ASP6. D, ASP2+ASP6. E, control
negativo (sélo oligo AS1). F, marcadores de peso molecular (escalera de 1 kb).

Una vez probada la eficacia de los oligonucleétidos degenerados, se aplicaron en
las mismas condiciones de PCR sobre ADNc obtenido por retrotranscripcion de ARN

total proveniente de diversos tejidos de judia.
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1 kb

0,5 kb
0,2 kb

Figura 13. Productos de amplificacion de ADNc de diferentes tejidos de P. vulgaris. Se obtuvo por
retrotranscripcion ADNc de hojas (B), raices (C), cotiledones de semillas en germinacion (D), y nédulos
en condiciones de fijacion (E), empleandose en la PCR la combinacion de oligonucleétidos ASP2/ASP3.
(A), escalera de 1 kb. (F), control negativo con un solo oligo (ASP2). (G), control positivo con ADNc de
AS de esparrago.

Como se muestra en la Fig. 13, se obtuvieron productos de PCR Unicos y del
tamafo esperado a partir de ADNc de hojas y raices, y multiples productos en el caso de
cotiledones y nodulos. EI fragmento de 388 pb obtenido a partir de ADNc de raices se

clond en KS+ y se secuencié completamente en ambos sentidos.

Para analizar la complejidad de la familia de genes AS, se llevo a cabo un anélisis
mediante Southern blot. Se digiri6 ADN genomico total con varias enzimas de
restriccion (EcoRI, BamHI, Hindlll y Pstl), se corrié un gel de agarosa al 0,8% y, una
vez transferido a una membrana de nailon, ésta se hibridd con el fragmento de ADNc de
388 pb de PVAS2 (nucledtidos 688-1075) marcado con *P (Fig. 14). Bajo condiciones
de hibridacion de alta estringencia, y lavados a baja estringencia, maltiples fragmentos
de ADN genomico hibridaron con la sonda. Algunos de los fragmentos producidos por
una enzima de restriccion dada hibridaron més débilmente que otros, y practicamente
desaparecieron después de realizar lavados a alta estringencia. Este patron de

hibridacion es consistente con la existencia de al menos dos genes de AS en judia.
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EBHP EBHP

5.5 m —

4.0 w— ‘__- ——

3.0 = _— - - -
1.6 — W=

1-0_ -

0.4 .-

Figura 14. Analisis mediante Southern. ADN genémico de judia se digiri6 con las enzimas de
restriccion EcoRlI (E), BamHI (B), Hindlll (H), y Pstl (P), se separd en un gel de agarosa, fue transferido
a una membrana de nylon N*, y se hibridé con un fragmento de 388 pb (nucledtidos 688-1075) de
PVAS2. El panel de la izquierda muestra el patron de hibridacion después de hacer lavados a baja
estringencia, mientras que el panel de la derecha muestra el resultado después de hacer lavados a alta
estringencia.

2.- Aislamiento y caracterizacién de dos clones de ADNc (PVAS1 y PVAS2) que
codifican sendas asparragina sintetasas

Un fragmento interno de 388 pb de un supuesto ADNc de AS fue en un principio aislado
a partir de ARN total de raiz mediante la técnica de RT-PCR usando los
oligonuclettidos degenerados ASP2 y ASP3. Este fragmento, una vez clonado, se
sometio a secuenciacion, lo que reveld un grado de similitud maximo con una AS de
tipo Il de soja (Glycine max). La secuencia de este fragmento interno de ADNCc permitio
el disefio de los oligonucledtidos especificos ASN10 (5’-GGC ATC CAT CAC TTC
TCG CTACTT G-3’) y ASN11 (5’-CTC CGG AGA TAA CCC ATT TGA CAC C-3),
que se usaron en experimentos de 5- y 3- RACE-PCR. Los clones p5PVAS2 y

p3PVAS?2 se aislaron y se secuenciaron completamente. Esto permitio la reconstruccion
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de un ADNc completo de 2044 pb (pPVAS2). Ambos clones se secuenciaron utilizando
en un principio los oligonucledtidos T3 (5’-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3") y
T7 (5°-GAT ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3’). Posteriormente se disefiaron los
oligonucleodtidos especificos AS14 (5’-GGC AAC ACC AAG AGG AGC AG-3)),
AS15 (5°-TTT CAG AAG GCA CCC AAC AAG-3’), AS16 ( 5’-CAT GGA GAA
GGC TTT GTG GAC-3’) y AS17 (5’-CAA GTA GCG AGA AGT GAT GGA TG-3’)
para completar la secuenciacién. Esto permitié comprobar que entre ambos abarcaban la
totalidad de la region codificante del ADNc de PVAS2. La reconstruccién del ADNc
completo (pPVAS2) se realizd por digestion de ambos clones en la region comun con la
enzima EcoRV, y posterior ligacion, como se muestra en la Fig. 18. Considerando la
existencia de al menos dos genes AS diferentes en judia, y para descartar la posibilidad
de que el ADNc completo reconstruido pudiera ser un hibrido de los dos genes, se llevo
a cabo una PCR con los oligonucleotidos especificos del gen (AS20 y AS21). El
producto de 1,9 kb se clond en el vector pBluescript KS+. Se secuenciaron ambos
extremos de este ADNc y se compararon las secuencias a los productos de 5°- y 3'-
RACE-PCR aislados previamente. De ello se concluyo que el ADNc PVAS2 no es un
hibrido, sino que representa en realidad un gen individual. La secuencia de nucleotidos
y aminoacidos deducida correspondiente a la mayor fase abierta de lectura (ORF) del
ADNCc PVAS2 se muestra en la Fig. 15. El posible coddn de iniciacion ATG se localiza
en los nucledtidos 1-3. Un coddn de terminacion 5°en fase (TAA) se localiza 12
nucleotidos secuencia arriba del codon de inicio, lo cual indica que la traduccién no
podria comenzar secuencia arriba. Una posible sefial de poliadenilacion (AATAAGA)
se localiza en lo nucledtidos 1941-1947. Esta sefial es altamente homoéloga a la
secuencia consenso de la sefial de poliadenilacion de plantas (AAUAAAA). La fase
abierta de lectura desde el codon de inicio hasta el coddn de terminacion (TAA)
codifica un péptido de 584 aminoacidos con un peso molecular relativo de 65810, un
punto isoeléctrico de 6,4, y una carga neta de —7,2 a pH 7,0.
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ctaatacgactcactatagggctcgagcggccgcccgggcaggtCTGCCATTAACACATCACA
ATGTGTGGTATTCTTGCTGTTCTTGGTTGTTCTGATCACTCTCGAGCCAAAAGGGTTCGCGTTCTAGAG 69
M Cc 6 I L AV L 6GCSDHSRAIKI RV RV L E
CTCTCTCGCAGATTGAAGCACCGTGGGCCTGATTGGAGTGGGCTCCATCAACATGGTGACTGCTTTTTG 138
L S RRLKHWRGPIDWSGLHIOQHTGUDTCF L
GCACATCAACGTTTAGCCATTGTAGATCCAGCTTCTGGGGATCAACCTCTCTTCAACGAGGACAAATCC 207
AHQRULAI VDPASGD I Q®PLFNETDK S
GTCATTGTCACGGTAAATGGAGAGATTTACAACCATGAAGAACTCAGGAAACAGCTTCCTGGTCACAAG 276
v I vV TV NG EI1T Y NHEZETULRIKIQL P G H K
TTTCGAACTGGAAGTGACTGTGATGTTATTGCACACTTGTACGAGGAACATGGAGAAGGCTTTGTGGAC 345
FRTSGSUDT CODVI AHULYEEHGEGF VD
ATGCTGGATGGTATCTTCTCGTTTGTTCTTCTGGATACCCGTGACAACAGTTTTATAGTGGCTCGAGAT 414
Mm L D G111 F S F VL LDTRIDNS FTI1T V ARD
GCTATAGGGGTCACTTCCTTGTACATTGGTTGGGGATTAGATGGCTCTGTTTGGATTTCATCTGAAATG 483
Al GV T SL Y1 6GWGL D GSV W1 S S E M
AAAGGCCTGAATGATGATTGTGAACATTTTGAGTGTTTTCCACCTGGTCACTTGTACTCTAGCAAAGAC 552
K 6 L NDDT GCEMHZ FETCFWPPGH LY S S KD
AGAGGGTTTCGCAGATGGTACAACCCTCCTTGGTTCTCTGAAGCTATTCCATCTGCCCCTTATGACCCT 621
R 6 F RRWYNWPPWZFSEAIPSAUPYDP
CTAGTTTTGAGACGTGCCTTTGAGCAGGCAGTGATAAAAAGGTTGATGACTGGTGTGCCTTTCGGTGTT 690
L vV.L RRAFEOQAVI KRLMTDVPF GV
CTACTTTCTGGAGGTTTGGACTCTTCACTGGTGGCATCCATCACTTCTCGCTACTTGGCCAACACAAAG 759
L L SG G LD SSL VASI1T TSI RY L ANTK
GCTGCTGAGCAGTGGGGATCAAAGTTACATTCGTTCTGTGTAGGACTTGAGGGCTCACCAGATTTAAAG 828
AAAEQWGS KLHSFCV GLEGS P DL K
GCTGCAAAAGAAGTTGCTGACTATCTAGGCACTGTCCACCACGAGTTTCACTTCACTGTTCAGGATGGA 897
A A K EV ATY L GTVHUF®F EFHFTV (DG
ATAGATGCCATTGAGGATGTTATATACCATGTCGAAACTTATGATGTGACCACAATTAGAGCAAGCACG 96
I C A1 EDV I YHV ETYDVTT 1R A ST
CCCATGTTTCTCATGTCTCGGAAGATTAAATCACTAGGTGTCAAATGGGTTATCTCCGGAGAAGGATCA 1035
P ¥V F L MSF K 1T KSL GV KWV I £ G E G S
GATGAGATCTTTGGAGGGTATCTGTACTTTCACAAGGCACCCAACAAGGAGGAGTTTCACAGAGAAACA 1104
D E1 F GG YL Y FHKAFNIKETEFHFEKET
TGCCGCAAGATCAAAGCACTCCACCAATATGACTGCTTGCGAGCGAATAAATCAACATTTGCTTGGGGT 1173
C R K1 K AL HQYDT CULRANIKSTFAWG
CTAGAAGCCCGAGTACCATTTTTGGACAAGGAGTTTATCAATGCTGCAATGAACATTGACCCCGAGCAT 1242
L E ARV PF LD KEFTITITNAAMNTILEIDPEH
AAAATGATAAAAAGAGATGAAGGACGCAATTGAGAAGTGGATTCTGAGGAGAGCCTTTGATGATGAAGAC 1311
K M 1 K R DEGR 1T EKWI L RRAFDDE D
CAGCCTTATCTGCCAAAGCACATTTTATACAGGCAGAAAGAACAATTCAGTGATGGAGTTGGCTATAGT 1380
P YL P KH 1T LY RQKEQFSDGV G Y S
TGGATTGATGGCCTTAAGGCTCATGCTGCAAAACATGTGACTGACAAAATGATGCTTAATGCTGGTAAC 1449
w 1 b6 L KAHAAIKMHVTDI KMMLNAGN
ATCTATCCCCACAACACCCCAGTAACCAAGGAAGCATACTACTATAGAATGATCTTTGAGAGGTTCTTC 1518
Il Y P HNTW®PVTIKEAYYYRMIFERTFF
CCTCAGAACTCAGCTAGGCTCACTGTTCCTGGAGGAGCAAGTGTTGCTTGCAGCACAGCCAAAGCTGTT 1587
P QNSARWLTVZPGGASVACSTAIKAV
GAATGGGATGCTGCTTGGTCTAACAACCTTGACCCTTCTGGTAGAGCAGCACTTGGAGTGCACATTTCA 1656
EWDAAWSNNLUDZPSG GRAALG GV H I S
GCTTATGAGAATCAGAACAATTTAGCCAACAAAGGTGTAGAAATAGAGAAGATTATACCTATGGATGCT 1725
A°Y ENQNNULANIKG GV E Il EK 1 1 P MDA
GCTCCTCTTGGTGTTGCCATCCAGAGC TAATATGAAGCTGCGACTCAGAATAATTGGGCGAGAATGAAG 1794
AP L GV A Il Q S *
ATGATTAAGCTAAACACTGATGAAAAAACCCCCTGCTGTGTAATTTCACTTGGCTAAGCTTGATATACA 1863
AGGCTTTCCAAAGAGTGTTAAGTGTAGTACTACCTTGAGTTATGTGATTTGAACTCTT AATAAGAGTGT 1932
TTATTTTCTCAGTTATGCACGCAAAATCCATTATCTCAGTAGTATAGTGGTTACCGTATTTTATTGCAA 2001
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACcEgCccgggeggccgetcgagecctatagtgagtecgtattag 2025

Figura 15: Secuencia nucleotidica y aminoacidica de la proteina deducida del ADNc PVAS2. Los
codones de iniciacién y terminacion se muestran en negrita. La secuencia de aminoacidos se presenta en
color rojo oscuro. La posible sefial de poliadenilacidn aparece en color rojo.
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La secuencia de amino&cidos deducida de PVAS2 se alined con las secuencias AS
de soja, guisante, lotus, haba, Arabidopsis, E. coli y Homo sapiens para determinar
regiones conservadas dentro de estas secuencias (Fig. 21). PVAS2 comparte regiones
altamente homdlogas con todas las AS, empezando por el dominio de unién a glutamina
(GAT), que es muy especifico de las AS y otras Ntn amidotransferasas (Zalkin y Smith,
1998). Los residuos esenciales de este dominio (Cys’-Arg®-Gly?’-Gly*-Arg-Pro®-
Asn'®-Gly'-Asp'®, notacion de la PRPP amidotransferasa) estan conservados en las
AS de soja, guisante, lotus, haba, Arabidopsis, Homo sapiens, E. coli, y también en
PVAS2 de judia (Cys-Arg®-Gly*-Gly*-Pro®-Asn™-Gly”-Asp®, notacién de PVAS2
después de la eliminacién de la metionina inicial).

Los residuos esenciales para la unién de aspartato y ATP estan también
conservados en PVAS2. Se ha demostrado que tres residuos aminoacidicos (Thr®®,
Thr¥®, y Arg*®) intervienen en la unién del aspartato y estabilizacion de intermediarios
en la formacion del B-aspartil-AMP en la ASNB de E. coli (Boehlein et al., 1997a). La
Cys®?, que esta también conservada an todas las AS excepto en la AS1 de humanos,
podria formar parte del sitio de unidn a aspartato en la ASNB de E. coli (Boehlein et al.,
1997b). Otra cadena aminoacidica, localizada entre la Ser® y la Ser® (notacién de
PVAS?2), esta conservada en todas las AS y otras enzimas que hidrolizan ATP como la
GMP sintetasa (Méntsala et al., 1992) y ATP sulfurilasa (Leyh et al., 1992). Recientes
analisis realizados en la secuencia de la proteina ASNB de E. coli sugieren que estos
residuos pueden estar implicados en la unién de pirofosfato (Richards y Schuster,
1998).

La secuencia deducida de aminoacidos de PVAS2 mostré una similitud
significativa con otras asparragina sintetasas. Presentd la maxima homologia con otras
AS de leguminosas, como la AS2 de soja (95,9 %), AS1 de lotus (90,9 %), la AS2 de
guisante (90,6 %), y AS de haba (86,1 %), mientras que mostr6 mucha menor similitud
con la ASNB de E. coli (52,3 %) y AS1 de humanos (31,9 %). El porcentaje de
similitud e identidad aminoacidica, junto con el cladograma (Fig. 22), indica que
PVAS2 esta intimamente relacionada con otras AS de tipo Il.

Con objeto de aislar otros genes de asparragina sintetasa, se construyo una genoteca
de ADN gendmico de judia en AFIX Il (ver Materiales y Métodos, apartado 5). Se

estimé que el tamafio del genoma de P. vulgaris era de 2x10° kb v, teniendo en cuenta
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que el tamafo medio de inserto era de 15 kb, se calculd que seria preciso analizar
1,3x10° clones independientes, para estar seguros de que se analizaba todo el genoma.
Se deseaba aislar varios clones independientes, por lo que se decidié rastrear 5x10°
clones. Se utiliz6 como sonda el fragmento de 388 pb de ADNCc correspondiente a
PVAS2, obteniendose como resultado dos clones independientes, que se denominaron
MPVASL y AgPVAS2. Se eligio AgPVASL para un analisis mas detallado. Se digirio
con distintas enzimas de restriccion, y se analizé6 mediante Southern, utilizando como
sonda un ADNc completo de esparrago con el fin de identificar parte de la regién
codificante. La sonda hibridd con un fragmento de 2,5 kb de la digestion con Hindlll de

dicho clon. El gel de agarosa y el resultado del Southern se muestran en la Fig. 16.

M 1 2 3 4 r 2 3 &

2,5kb

—18kb
. —14kb

Figura 16. Mapeo de la regién codificante de los clones gendmicos AgPVASL y AgPVAS2. El clon
genémico AgPVASL se digirio con las enzimas Hindlll y Hpall (calles 1 y 2, respectivamente); las
mismas enzimas se utilizaron para el clon AgPVAS2 (calles 3 y 4). Tras realizar una transferencia a una
membrana de nailon, se hibrid6 ésta con una sonda correspondiente al ADNc completo de apices de
esparrago.

La subclonacién de este fragmento en pBluescript KS+ (p2.5AS1) permitio su
secuenciacion. Con el objeto de identificar la regidon codificante, esta secuencia se
alined con la secuencia del ADNCc de asparragina sintetasa de tipo | de soja (Glycine
max). Las regiones en las que la homologia es alta, corresponderian a exones, mientras
que las discontinuidades serian secuencias intronicas (Fig. 17). A partir de uno de estos

fragmentos, que correspondia a una region central de la region codificante, se disefiaron
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PVAS1: 268 ttcatttgttctgttggaaacccgtgacaacagtttaatagtggcacggtgatgctattgg 328

FERERRrnernnr reee on reeene e el e e el
GMAS1: 513 ttcatttgttctgctggatactcgtgacaacagttttatagtggcgcgg-gatgcaattgg 572

PVAS1: 329 gagtcantttccttanacattggttggggtctagatgg 366 468 ggctc 472
Froer e Pennnenne el el POSIBLE INTRON - 1111
GMAS1: 573 g-gtcac-ttccttgtacattggttggggtttagatgg 608 607 ggctc 611

PVAS1: 473 tgtctggatttcatcagaattgaaggggctaaatgatgattgtgaacattt-gagtctttt 532

FERRRRRRRrer e venneennnenr 0 rernneenn e renneenl tenetnnd
GMAS1: 612 tgtctggatttcctctgaattgaaggggttgaatgatgattgcgaacattttgagtctttt 672

PVAS1: 533 ccacctggtcacttgtactctagcaaagagagggagtttcgtagatggtacaatcctccat 593

FERERRne e eeeeeeeeneennr v e e el
GMAS1: 673 ccacctggtcacttgtattctagcaaagagagagcgttccgcagatggtacaatcctccat 733

PVAS1: 594 ggttctctgaggctattccttcagctccttatgaccctctagctttgaggcatgecctttga 654

FEEE e reeennner e o veeenner reeel venennnr b
GMAS1: 734 ggttgtctctggctattccatctgccccttatgatcctcttgctttgagacatgcctttga 794

PVAS1: 655 gaag 658 818 aaaaggttgatgactgatgtgccttttggtgttttactc 856
111 _POSIBLE INTRON  IRRERLIRRRRRRRERRIRReer tenerneeenninl
GMAS1: 795 gaag 798 808 aaaaggttgatgactgatgtgccctttggtgttttgctc 846
PVAS1-1
PVAS1: 857 tctggaggtttggactcttcactggttgca tggaaggcacaa 917

FERRRERRR e e neerneeeny teeeend IIIIIIIIII Lt
GMAS1: 847 tctggaggtttggactcttcattggttgcagccgtcacggctcgctacctggcaggcacaa 907

PVAS1: 918 atgctgccaagcattggggaacaaaactacactctttctgtgtaggacttgagg 971

Foeeer e reeeneer ver peneeie e e e 1l POSIBLE
GMAS1: 908 aagctgcgaagcaatggggaactaaattacactctttctgtgtaggccttgagg 961

PVAS1: 1069 ggtgcaccaaacctaaaggctgcaagagaagtaacagattacatatgaactgtacatc 1126
INTRON  JRREERRL  beeneennenn e reeeer veed veeeer et 1l
GMAS1: 961 ggtgcacccgacctaaaggctacaaaggaagtagcagagtacataggaactgtccatc 1018
PVAS1: 1127 atgaa-ttcactatcctgttcagg 1149 1246 gcatagatgccattga 1261

LEERD PR 1Tiennniilr POSIBLE INTRON LREERRRRLTTNT 11
GMAS1: 1019 atgaatttcactacactgttcagg 1042 1046 gcatagatgccatcga 1061

PVAS1: 1262 agatgtaa-ctaccatattgaaacatatgatgtgactacaattagagcaagcattcccat 1320

TREEnE 0 eee e eeeer teeeeenn e eenerne el
GMAS1: 1062 agatgtgatctatcacattgagacatatgatgtgacaacaattagagcaagcattcccat 1121

PVAS1: 1321 gtttcttatgtcgcgtaagattaagtcacttaggagtcaagtgggttatctctggagaag 1380
PERRRRREREnr o vener veener oe eeevnnnr tenenne e
GMAS1: 1122 gtttcttatgtctcggaagatcaagtca-ttgggagtcaaatgggttatctctggagaag 1180
PVASL-2
PVAS1: 1381 gatctgatgagatctttggagggtatctatatt aagagt 1440

RERRERRN R RN NN AR NN N AR AR NN RO AR ARRNRARRNE
GMAS1: 1181 gatctgatgttttttttggagggtatctatatttccacaaggcacccaacaaagaagagt 1240

PVAS1: 1441 ttcaccaagaaacatgccgca 1461 1568 actccacaaatatgattgc 1586
I TRRREEEERnnn el POSIBLE INTRON — [RRLRLEL  HETTIDLNI
GMAS1: 1241 tccaccaagaaacatgccgca 1261 1272 actccacaggtatgattgc 1290

PVAS1: 1587 ttgcgagccaataaatcgacctttgcctggggtctagaagccagagtaccatttttggac 1646

I rrnernenn e et venern e e e eneneen
GMAS1: 1291 tcgcgagccaataaatcgacctttgtctggggtctagaagccagagtaccatttttggac 1350

PVAS1: 1647 aaagagtttatcgaagttgcaatgaacatt 1676

FEREREREEEn el
GMAS1: 1351 aaagagtttatcagagttgcaatgaacatt 1380

Figura 17. Resultado del alineamiento del fragmento de asparragina sintetasa de judia (PVASL1)
clonado en p2.5AS1 con el ADNc de asparragina sintetasa de tipo | de soja (GMASL). Las regiones
en las que la homologia fue alta corresponderian a posibles exones, mientras que las discontinuidades
serian secuencias intrénicas. A partir de dos de estos fragmentos de alta homologia, que correspondian a
una region central de la region codificante, se disefiaron oligonucleotidos especificos PVAS1-1 y PVAS1-
2 que se utilizaron en la clonacién mediante RT-PCR de un ADNc completo proveniente de dicho gen.
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los oligonucleotidos especificos PVAS1-1 (5°-GCT GTC ACG GCT CGC TACC-3") y
PVAS1-2 (5’-CTT TGT TGG GTG CCT TGT GG-3’), que se utilizaron en la clonacion
mediante RT-PCR de un ADNc completo proveniente de dicho gen.

Con objeto de aislar el ADNc se utilizaron las técnicas de 5°- y 3’- RACE-PCR. El
oligonuclettido PVAS1-1 se utilizé para obtener el extremo 3’, un fragmento de ADNc
de 1,3 kb. Con PVAS1-2, se amplifico un fragmento de 1,1 kb del extremo 5.
Utilizando de este modo los oligonucleétidos, se consiguié que ambos extremos de
ADNC tuviesen una region comun. Estos fragmentos se clonaron en los sitios ECoRI y
Sall del vector Bluescript-KS+ (p5PVAS1 y p3PVAS1). Ambos clones se secuenciaron
utilizando en un principio los oligonucleétidos T3 (5’-AAT TAA CCC TCA CTA AAG
GG-3’) y T7 (5°-GAT ATA CGA CTC ACT ATA GGG C-3%). Posteriormente se
disefiaron oligonucleotidos especificos PVAS1-3 (5°-AAG GCA CCC AAC AAA GAA
GAG T-3’) PVAS1-4 (5’-CTG TAC GAG GAG CAC GGA GAA-3’), PVAS1-7 ( 5’-
CCC CTT CAA CAC TCC AAC CAC-3’) y PVAS1-8 (5’-CAT TAT GAT AGT GTG
AGG TGA C-3’) para completar la secuenciacion. Esto permitio comprobar que entre
ambos abarcaban la totalidad de la region codificante del ADNc de PVASL. La
reconstruccion del ADNc completo (pPVAS1) se realizo por digestion de ambos clones
en la region comun con la enzima EcoRV, y posterior ligacion, como se muestra en la
Fig. 18.

Al igual que en el caso de PVAS2, se comprobd que pPVASL no era una quimera.
Para ello se disefiaron oligos especificos para los extremos y se reamplific6 un ADNc
completo correspondiente a PVAS1. EI ADNc tiene una longitud de 2086 pb. La
secuencia de nucledtidos y aminoacidos deducida correspondiente a la mayor fase
abierta de lectura (ORF) del ADNc PVASL1 se muestra en la Fig. 24. El posible codon de
iniciacion (ATG) se localiza en los nucledtidos 1 al 3. En el mismo marco de lectura, y
21 nucledtidos en direccién 5°, se encuentra un coddn de terminacion (TAG), lo que
indica que la traduccién no podria iniciarse mas arriba. Entre los nucleétidos 1935 y
1942 se encuentra una posible sefial de poliadenilacion (AATCAAAA), que presenta
alta homologia con la sefial de poliadenilacion consenso en plantas (AAUAAAA). La
fase abierta de lectura desde el posible coddn de iniciacion hasta el codon TAG codifica
una proteina de 579 aminoacidos, con un peso molecular relativo de 65265, un punto
isoeléctrico (pl) de 6,27 y una carga neta de —-9,3 a pH 7,0.
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Figura 18. Esquema general del procedimiento de clonacion de dos ADNcs que codifican sendas
asparragina sintetasas en judia. A: clonacion de PVAS2. B: clonacién de PVAS1.
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Para localizar regiones conservadas, se alined la secuencia aminoacidica predicha
de PVASI con otras AS de judia, soja, lotus, haba, guisante, Arabidopsis, esparrago,
maiz y E. coli. Como se muestra en la Fig. 21, PVAS1 comparte regiones muy
homologas con las AS de leguminosas. En el extremo 5°, el dominio de unién a
glutamina (GAT) es muy especifico en AS y otras Ntn amidotransferasas (Zalkin y
Smith, 1998). Todos los residuos esenciales de este dominio (Cys'-Arg®-Gly?’-Gly*-
Arg"-Pro®-Asn'®-Gly'%%-Asp'®’, en notacién de la PRPP amidotrasferasa) se
conservan en las AS de estos organismos y también en PVAS1 de judia (Cys*-Arg®-
Gly*-Gly*-Pro®-Asn’*-Gly™-Asp®’, notacién de PVAS1 después de eliminar la
metionina inicial).

También se mantienen los residuos para la union del aspartato y ATP. En un
principio se reconocieron los tres aminoacidos (Thr*®®, Thr*!, Arg®®) que intervienen
en la uniodn al aspartato o en la estabilizacion de intermediarios en la formacion de -
aspartil-AMP en la ASNB de E. coli (Boehlein et al., 1997a). La Cys>** también se
conserva en todas las asparragina sintetasas, excepto la de humanos, por lo que se ha
propuesto que puede formar parte del sitio de union a aspartato en la ASNB de E. coli
(Boehlein et al., 1997b). También la regi6n aminoacidica situada entre las Ser®* y
Ser®®" (notacién PVAS1) se conserva en todas las AS y otras enzimas que hidrolizan
ATP, como la GMP sintetasa (Méntsala et al., 1992) y ATP sulfurilasa (Leyh et al.,
1992). Recientes andlisis informaticos de la secuencia aminoacidica de la ASNB de E.
coli sugieren que esos residuos podrian intervenir en la unién de pirofosfato (Richards y
Schuster, 1998).

La comparacion de la secuencia aminoacidica predicha de PVAS1 con la de
asparragina sistetasas de otros organismos reveld que PVAS1 presenta un alto grado de
identidad con otras asparragina sintetasas. La mayor homologia la muestra con
asparragina sintetasas de otras leguminosas como AS1 de soja (92,7%), AS2 de lotus
(87,9%), PVAS2 de judia (86,7%), AS1 de lotus (86,5%), AS2 de soja (86,4%), PSAS1
de guisante (86,0%), VFASL de haba (85,7%) y PSAS2 de guisante (84,1%).
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Figura 19. Caracteristicas estructurales, perfil de hidrofobicidad y propiedades antigénicas de las

proteinas PVAS1 y PVAS2.

% Similitud % Similitud

aminoécidos ADNCc Referencia
Glycine max AS 96,0 92,7 Yamagata et al. (1998)
Glycine max AS1 92,7 92,0 Hughes et al. (1997)
Lotus japonicus AS2 87,9 84,8 Waterhouse et al. (1996)
Phaseolus vulgaris  PVAS2 86,7 82,4 Osuna et al. (1999)
Lotus japonicus AS1 86,5 81,8 Waterhouse et al. (1996)
Glycine max AS2 86,4 83,7 Hughes et al. (1997)
Pisum sativum PSAS1 86,0 81,5 Tsai et al. (1990)
Vicia faba Vfasl 85,7 81,6 Kuester et al. (1997)
Pisum sativum PSAS2 84,1 80,2 Tsai et al. (1990)
Asparragus officinalis AS 80,8 69,7 Davies et al. (1993)
Arabidopsis thaliana ASN1 80,8 69,4 Lam et al. (1994)
Brassica oleracea AS 79,8 68,2 Paek et al. (1995)
Arabidopsis thaliana ASN3 76,6 66,5 Lam et al. (1998)
Arabidopsis thaliana ASN2 75,6 65,7 Lam et al. (1998)
Oryza sativa AS 74,4 63,9 Sasaki et al. (1994)
Zea mays AS 72,2 62,9 Chevalier et al. (1996)
Escherichia coli asnB 51,3 45,9 Scofield et al. (1990)

Figura 20. Tabla que muestra la similitud, tanto a nivel proteico como de ADNc, de la asparragina
sintetasa de tipo | de P. vulgaris con las de otras plantas superiores, incluida la asparragina
sintetasa de tipo Il de P. vulgaris, asi como con las de E. coli. La similitud de los ADNCc se refiere

solo a la region codificante.
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Figura 21. Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de las proteinas codificadas por PVASl y
PVAS2 con varias AS de plantas Para realizar el alineamiento se utliz6 el método Clustal del paquete
informatico Lasergene (DNASTAR). En amarillo se marcan los aminoacidos esenciales. Los dominios de
unién a glutamina, ATP y aspartato aparecen marcados en gris, granate y marron, respectivamente. En
azul se muestra la region hipervariable. Las secuencias polipeptidicas de AS utilizadas en la comparacion
son AS1 de judia (PVAS1), AS2 de judia (PVAS2), AS de soja (GMAS(N)), AS1 de soja (GMASL), AS2
de soja (GMAS2), AS1 de lotus (LJAS1), AS2 de lotus (LJAS2), AS1 de haba (VFAS1), AS1 de guisante
(PSAS1) y AS2 de guisante (PSAS2).
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Figura 22. Distancias filogenéticas entre varias AS de plantas y bacterias. Este cladograma se
construyé tras una comparacion multiple de secuencias nucleotidicas utilizando el método Clustal del
programa Lasergene (DNASTAR). En rojo y azul se marcan las AS de tipo | y tipo Il de leguminosas
respectivamente.

Se puede apreciar que en las leguminosas se produce una diferenciacion dendritica
entre AS de tipo | y AS de tipo Il, aunque hasta el momento no podemos indicar si esa

diferenciacion tiene alguna implicacion funcional.

3.- Estructura del gen PVAS1

Para secuenciar la region genémica del gen AS1 de P. vulgaris, se subclond un
fragmento Sac | de 7 kb, que contenia toda la region codificante del gen. Este fragmento
se obtuvo mediante analisis Southern con una sonda construida con un ADNc completo
de AS de esparrago. La comparacion de las secuencias genomica y del ADNc revel6 que
AS1 presenta 12 intrones (Fig. 23A). El primero, de 958 pb, localizado entre las
posiciones 229-1186; el segundo, de 304 pb, localizado entre las posiciones 1327-1631;
el tercero, de 113 pb, localizado entre las posiciones 1725-1838; el cuarto, de 104 pb,
localizado entre las posiciones 1981-2085; el quinto, de 150 pb, localizado entre las
posiciones 2276-2426; el sexto, de 99 pb, localizado entre las posiciones 2592-2691; el
séptimo, de 94 pb, localizado entre las posiciones 2768-2862; el octavo, de 96 pb,
localizado entre las posiciones 3085-3181; el noveno, de 85 pb, localizado entre las

posiciones 3314-3399; el décimo, de 86 pb, localizado entre las posiciones 3480-3566;
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el undécimo, de 91 pb, localizado entre las posiciones 3652-3743; y el duodécimo, de
95 pb, localizado entre las posiciones 3848-3943. La region promotora secuenciada
tiene una longitud de 916 pb, con una posible caja TATA situada en la posicion =55 del
hipotético inicio de la transcripcion. En la posicion —640 a —621 se localiza un motivo
de secuencia que regula la transcripcion dependiente de nitrato en plantas (Hwang et al.,
1997). Este motivo, encontrado en promotores de genes que codifican para la nitrato
reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR) de diversas plantas (Arabidopsis, Nicotiana,
maiz, espinaca, tomate, arroz, cebada y judia), consiste en una secuencia rica en A/T
seguida inmediatamente por GGTCA o por AGTCA. Otro motivo para la regulacién
positiva por nitrato son dos cajas GATA que no distan entre si mas de 30 pb. En el
promotor del gen AS1 de judia se localiza un motivo GATA entre las posiciones —347 a
—-359. Hay que destacar la existencia de elementos reguladores de la transcripcion,
presentes en el promotor del gen AS1 de guisante (Ngai et al., 1997), y que intervienen
en el proceso de represion por luz de estos genes (Fig. 23B). Las secuencias ricas en
AJT, presentes repetidas veces en la regién promotora, se han descrito en general
asociadas a elementos reguladores positivos en plantas (Bustos et al., 1989; Forde et al.,
1990). La presencia de estas secuencias sugiere un tipo de regulacion compleja para este
gen, que implica el reconocimiento de las mismas por factores de transcripcion
semejantes a los descritos para este tipo de secuencias en otras leguminosas. No
obstante, tanto su posible funcion como la presencia e identificacion de los factores

reguladores requieren de una mayor investigacion.
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Figura 23. (A) Estructura del gen AS1 de la leguminosa ureida P. vulgaris. I=intron. En color azul
claro se representan los exones. (B) Localizacién de motivos del promotor del gen AS1 relacionados
con la regulacién por luz/oscuridad en el promotor del gen AS1 de guisante (Ngai et al., 1997). En
color rojo se muestran los nucleétidos conservados en ambos promotores.
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CAATCGGACAGAGACAACCAATATGCAAAACTCGTCACAGAAAATCAAGAAATAATGTGAGTCAACCACAAATGAAACATTCACAATCTCATCGCAATCGTCATCGGAGCTATATTCATA
AGTTACCAAACTTAAAAAAAGTCTCTCATGTTTAATTTATTTCCATTTATATAATAAAATGTTAATTATTAACAACAAAATTATCTACTGTTTTTATGCAATTTTATATATATATATATT
AAATATTAGTATTCTACAAAAGATTGATTTTTGGGAAATAGATTTTTTTAGTCAATTTGGAACTTCAATAATTAGTCTTTAATTAATTAATCAATAAAGAAAATAGTGGTTACATTAGGA
AATTAAAATATTGGTGACGAAAGAACCCAATTAAATCCGATTTCAATATGAAGTAATCTCATAAGAATCTTAAGATCTATAACAAGACATTTTTCCGGCTTCCCAAGAATTTAATATCTA
AAAAACAGAACACAAGGTGACGTAACACTTAATTGATTCTCATAAACTCTGGAAGAATTTAACGAAAGAAAAAATTGTAAAATTTAAGGATAAAGTGATAAACATCTCTCTCCTCAATTT
CAGACGAGACAAAACGGGAAGCAGCGAATCGCTCATCACAAAATAGAAAAGGAATCAAATAATAAAATAAAAAGTTATGTAATAATAATTAAATAAAGTGACAAATATATCCCATAGCAA
ACCACGTGGCGATGCGCAAGAGGAAATTGGCGGTGGTCCCTGTGAGATTGACTGCGACACCCGGTAGCCGGTTAAATTTCCCACGCCACCGATGAAAGTGACATCAGACGAAACGACACC
GTTTGGGCTCCAACCTTTGCGTATAAATAGGAGTACGTTGTTATGTGAACACTTAACTCTTTCAACTAGGAACCATTCTACGTGTTGTCCGTTCCATGTCTCACTCCTTCTTCTTCGTTT
CTTAAATCATTTCCTTCTTTCTCTCTTTGTCTTGTTTTTTTCTCTTTGCATTCTCTCTGTTCTTCTTTTTCTCTCTTCGTCGTAGTTCACATATCATAACGCAATGTGTGGCATACTTGC

M C G I L A
TGTGCTTGGTTGCTCTGATTCATCACAAGCCAAGAGGGTCCGCGTCCTTGAGCTTTCTCGCAGGCAATGATTCTCTCTGTATTCTTCTTATTTACACAAAATCAAACAAACAAAATTAAT
v i1LGCSDSSQAKRVRVLETLSTRR
CTTCAGCTGCTTTCTTTCAAATAATACCCTTTGCTCAACTTTGATGTTTTCTATGCAAAGTTTCTTTTTTTGTGGCCATTTTTTCCCATTCCCCAACTGAACTTTTCTATGACTTGAAAA

GTGGGAAACTCAGAATGATGGTAACTGTATTTTTGGCAACTAATACCACTGAAATATAATTTAACCAGCTGTAAAGATGACTGTGACACTTAGGGAGAGGGATAAAAGGGAGAACCAAAA
TACTTGTCATAGATAATTCTTTCGTATAAGAGATTTGGAAAAGTGAAGTGTCCAAAAGTTGTTTAATTTATTATCATACTTTGTACACTGGCAGCAGAGCAGAAGAATCATAAAAAAAGT
TGGCGCTTATAATTTTGTTTTTGTTTCAACTTTGGTGGTGGTATCTTCTAGTGAAAAAAATTTGGTGGACACTAATCTTTTGTTAATACCTAGAGAGAAGTGTTTGTAAATAAGTGGTAA
AAATATGAATATTGGTTTTTCTAACTTGTCAAGTTTCATTCAATATTTTAAAGGGAAGGAGTTAAACTTATGTAAGTGTTGAAATCATAGTTATTGCTTAAATATTGGGGGCAGTATGAT
GCCAACCTTTTAGATGTAACAAGTATTTAAGGATAAACATGTTTGGAGAGAAGCTAAGTGGATTCTTAGAATGAACAAGTATTCTTGTTAGATCACTAACTTATGTAGATAAACTAGTGG
CATGTGGGGTCCACCTTGCTGTGAAATTATTGGTAACTTTGTGGTGGAAAAGTACAACAGTTGGAAAGTAATGGAAGGAGT TAATTTGTTTGAAAGTGGAAAAGGAAATTTTCAAAGACT

TCAGTTAAGAAAGTACAGTTTGAAGAATGAGTTAATAATTTACCATTTGATGATGTCACAGGTTGAAGCACCGTGGTCCTGACTGGAGTGGGCTCCACCAATATGGAGACTGCTATTTGG
H R GPDWSGLHOQY GDTC CY L A
CTCATCAACGTTTAGCCATAGTTGATCCAGCTTCTGGTGATCAACCTCTCTTCAATGAAGACAAAACTATTGCTGTTACGGTAAGCCCTCTTGTTCAATGATTTCAACTTACACTGTTAT
HQRLAI VDPASGDU QPLFNEDIKTIAVTYV
GGCATGGAAAATTGGTAATAATAGTGATGGTAGACTTTAACTATAATTACCTCCCAAAATCGTATCAACAGTTGTTTCTGATTAGTTTACACCTAATTTACACTTTGATTATTAAATTCA

TAATACATAAGTTGTACTACAAAAAACTTGGAATGTATTCCATTAGTAAGATATACCTTTTGTTACATTTAACTTCTTAATCTCACGGAATTTAACTGCAATAAATTTATGATTCACGTT

AAATATCATCCCACTGAAAACCAGGTGAATGGTGAGATCTACAATCATGAAGAACTCAGGAAACAATTGCCTAATCACACGTTCCGTACAGGAAGTGACTGTGATGTTATTGCTCACCTG
E I YNHETETLRIKAOQLPNHTFRTGSDT CDV 1 AHIL
GTTAGTCATCTTTATGTATAATCTTGTAACAATTCTAACCTGATCATGTATGCATAAAAACCAACAGAAATTTTTTGTACTTCGTTGTTCTTATCACCTGTATGCTGTTTTAGTACGAGG

Y E
AGCACGGAGAAAACTTTGTGGACATGCTTGATGGTATATTTTCATTTGTTCTGTTGGATACCCGTGACAACAGTTTTATAGTGGCACGTGATGCTATTGGAGTCACTTCCTTATACATTG
EHGENFVDMLDG GIFSFVLLDTRDNSFIVARUDAIGVTSLY.I
GTTGGGGTCTAGATGGTAATCTTCAAATATGTGCCCTGCTTTTGAATTGAATTTATGGTGTATCTGTAACAAGAGATTTGAATTGAATAAATAATGATTAGTTTGCATACTCTGTTCAGG

G W G L D G
CTCTGTCTGGATTTCATCAGAATTGAAGGGGCTAAATGGTGATTGTGAACATTTCGAGTCTTTTCCACCTGGTCACTTGTACTCTAGCAAAGAGAGGGAGTTTCGTAGATGGTACAATCC
S VvVwIllSsSSELIKSGLNSGDT CEHTFESFPPGHTLYSSKEIREFRRWYNTP
TCCATGGTTCTCTGAGGCTATTCCTTCAGCTCCTTATGACCCTCTAGCTTTGAGGCATGCCTTTGAGAAGGTAAGATACACAGAAGAAGACTCAACACATGATTGTAATTGAAAGTTTAT
P wW&FSEAIPSAPYDZ®PLALIRHATFTEK
CCAAAAACCACCTACTTGGTTAGCTTTTGGAAAAGCTTTTGTAGAAGTTATCAAAGTAGCTTGTAACCTTCGTATAAACTCTTTTGAATGTTATTTGCAGGCTGTGATCAAAAGGTTGAT
AV 1 KR LM
GACTGATGTGCCTTTTGGTGTTTTACTCTCTGGAGGTTTGGACTCTTCACTGGTTGCAGCTGTCACGGCTCGCTACCTGGAAGGCACAAATGCTGCCAAGCATTGGGGAACAAAACTACA
TDbDVPFGVLLSGGLDSSLVAAVTARYULESGTNAAKUHWGTKLH
CTCTTTCTGTGTAGGACTTGAGGGTGCGTGTGTACCTTTTCTTGCAAGTGTAGTAGATCTGTCAATAAAAGAAGGAAACCATGAAGTTTGTCTTGATCTTTGATTATATTATACTGAGTA
S FCVGLEGA
AGGTGCACCAGACCTAAAGGCTGCAAGAGAAGTAGCAGATTACATAGGAACTGTACATCATGAATTTCACTATTCTGTTCAGGGATATCTACACGAGATAGTAACGTACAAATCAATTGG
L KAAREVADY 1l GTVHHETFHYSV
GGTTATTTGAAGGTGCAAATTATAATTAGTAAATGTTTTAAAACATGTATATGCAGGATGGCATAGATGCCATTGAAGATGTGATCTACCATATTGAAACATATGATGTGACTACAATTA
b1 DA 1T EDV I YHI ETYDVTT.I
GAGCAAGCATTCCCATGTTTCTTATGTCGCGTAAGATTAAGTCACTAGGAGTCAAGTGGGATATCTGTGGAGAAGGATCTGATGAGATCTATGGAGGGTATCTATATTTCCACAAGGCAC
R AS Il PMFLMSRIKIKSLGVKWDTI1ICGEGSDTETIYGGYLYFHZKA
CCAACAAAGAAGAGTTTCACCAAGAAACATGCCGCAAGATCACAGAGTTATCATACTTATTGCCAGATCAATTTAAGTGGCTGGACTGTTGAAGTAAAAGGGTTAATGGATGATATTTTT
P NK EEFHQETTCR K I
TCTCATTTATGCAGATTAAAGCACTCCACAAATATGATTGCTTGCGAGCCAATAAATCGACCTTTGCCTGGGGTCTAGAAGCCAGAGTACCATTTTTGGACAAAGAGTTTATCGAAGTTG
K AL HKYDT CLURANIKSTUFAWGLTEARVPFILDI KTETFI EVA
CAATGAACGTTAATCCTGAGTACAAAATGGTGAGTGTACAAAAAGTTGCAATAATACAACACCACTTAAAAAATGTTACATTTTATTAAGTGGTTTACTACTTAATCTGTTCAGATAAAA
M NV NP E Y KM 1 K
AAAGAAGAAGGGAGAATTGAGAAATGGGTACTGAGGAGGGCATTTGATGATGGAGAGCATCCTTATCTGCCAAAGGTACTCTGATTTGCAGCAATGCTTTACAACTTTGCCTAAATTAAC
K EEGR 1 EKWVLRRAFUDUDGEHPYLPK
TTCTTAAACTAACATGTTAGAGTTTCATCCTTATGCAGCATATTTTATATAGGCAGAAAGAACAATTCAGTGATGGAGTTGGTTATGGTTGGATTGATGGCCTTAAAGGACATGCTGAGA
H 1T L YRQKEQFSDGVGY GWI DGLKGHAE
AACATGTTAAATCTTTGAATGGAAACCCTTATCCCTCTTATTGTCATAACATTTCATACTGCTAATTAATTATTGGTTCTTCAAAATTTCCTATAGGTGACTGATAGAATGATGCTCAAT
K H V T DRMML N
GCTGCTAACATTTTCCCCTTCAACACTCCAACCACCAAAGAAGCATACTACTATAGAATGATATTTGAGAGGTTCTTCCCTCAGGTAAATTTAATCAACCATACCTAGATATTGAAAATT
AAANITFPFNT®PTTI KEAYYYRMIFERTFFP
TCATGTTGATTTAACAAGGGCGTTAACCAAATCAGTGTGTTCCTTAATTTGATTTTGTAGACTCAGCTAGACTCAGTGTTCCTGGAGGGCCAAGTGTTGCATGTAGCACAGCAAAAGCTG
AARL SV PGGPSVACSTATKA
TTGAGTGGGATGCTGCCTGGTCTAACAACCTTGATCCATCAGGTAGAGCAGCACTTGGAGTGCATGCATCAGCTTATGGCAACCAGGTCAAAGCTGTAGAACCAGAGAAGACCATACCCA

V EWDAAWSNNLDU®PSGRAALGVHASAYGNO QV KAV EWZPETIKTIP
AGATGGAAGTTTCTCCCTTAGGAGTTGCCATCTAGAGGAAGCATGAGCCATAGCAAAGGAGTATTAGAAAACTAGTTATCATTAATCAAAA GCCTGCTGTGTA ATCCAGGCA
K M E V S P L GV A I =

ATGTTATGTGTTAAGTGTTGTTATCTTCTTCTTCTCTTTACTTTCAATTAATGTCACCTCACACTATCATAATGTACTTGGTTTCCAGC

Figura 24. Secuencias genémica, del ADNc y de aminoacidos deducida del gen AS1. La T y C subrayadas en las
posiciones +1 y +4333 representan el inicio y el final de la secuencia del ADNc, respectivamente. La secuencia
aminoacidica deducida se presenta debajo de la secuencia de nucledtidos. Con subrayado se indican los hipotéticos
motivos necesarios para la transcripcion dependiente de nitrato. En color rojo se sefiala una posible caja TATA y en
letra negrita una hipotética sefial de poliadenilacion, asi como los dinucleétidos CA que son posibles sitios de corte y
poliadenilacion. En color verde se muestran posibles cajas relacionadas con la regulacion por luz. El codon de
terminacion de la traduccion aparece marcado con un asterisco (*).
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4.-Andlisis de la expresion de los genes PVAS1 y PVAS2
4.1.-Expresion especifica de érganos

Considerando el hecho de que PVAS1 y PVAS2 pertenecen a una pequeiia familia
génica, decidimos investigar la especificidad de la expresion en 6rganos de estos genes.
Para llevar a cabo el analisis de expresién de PVASL, se utiliz6 como sonda un
fragmento amplificado por PCR con los oligonuclettidos PVAS1-7 y PVAS1-8 (ver
Materiales y Métodos, apartado 2.3). Este fragmento se emple0 en la hibridacion de una
membrana que contenia ARN procedente de diferentes 6rganos de plantas de cinco
semanas cultivadas en condiciones de fotoperiodo normal de dia largo. Como muestra la
Fig. 25, el transcrito de 2,2 kb coincide con el tamarfio esperado para el ARNm de dicho
gen. Este patron de hibridacion sugiere que PVAS1 se expresa fuertemente en raices y
en mucho menor grado en frutos en desarrollo.

Para estudiar la expresion de PVAS2, se construy6 por PCR un fragmento de ADN
de 202 pb empleando los cebadores AS18 y AS21 (ver Materiales y Métodos, apartado
2.3). Este fragmento amplificado por PCR se us6 como sonda para la hibridacion de una
membrana que contenia ARN procedente de diferentes 6rganos de plantas de cinco
semanas cultivadas en condiciones de fotoperiodo normal de dia largo. Como se
muestra en la Fig. 25, se obtuvo una sola banda de hibridacion de 2,2 kb con esta sonda
especifica. El patron de hibridacion observado sugiere que PVAS2 se expresa
mayoritariamente en raices y, en un nivel menor, en nédulos y frutos en desarrollo, pero

no en otras partes aéreas de la planta.
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Figura 25. Andlisis de la expresion de PVAS1 y PVAS2 en drganos de plantas noduladas de cinco
semanas crecidas bajo un fotoperiodo normal de dia largo. R, raiz; N, nédulo; F, fruto en desarrollo;
T, tallo; H, hoja en desarrollo. Para detectar el ARNm de 2,2 kb correspondiente a PVASL, se utiliz6 un
fragmento de 445 pb (se trata de parte del extremo 3’ de region codificante mas 159 pb del extremo 3’ de
region no codificante) del ADNc del gen PVASL. Para detectar el ARNm de PVAS2, se utiliz6 un
fragmento de 202 pb correspondiente al extremo 3’ de region no codificante del ADNc del gen PVAS2.
Como control se hibridé ARNr 18 S.

Este patron de expresion se asemeja al patron encontrado en otras leguminosas,
donde el mayor nivel de expresion de AS se localiza en raiz. No obstante, en soja, otra
leguminosa ureida, ambos genes AS (SAS1 y SAS2) se expresan en un nivel similar en
tallo y raiz (Hughes et al., 1997). Ain no hay datos disponibles sobre el nivel
estacionario de ARNm de AS en nodulos de soja o frutos en desarrollo, aunque ha sido
detectada y parcialmente purificada una asparragina sintetasa de nddulos radicales de
soja (Huber y Streeter, 1985).

4.2.- Andlisis de la expresion de PVAS1 y PVAS2 en cotiledones en germinacion

Para estudiar la expresion de estos genes durante el proceso de germinacion de los
cotiledones, se procedio a la extraccion de ARN de cotiledones del primer, tercer, sexto,
octavo y décimo dias de dicho proceso. Este ARN se transfirio a una membrana de
nailon, y se hibridd a continuacién con sondas especificas de PVAS1 y PVAS2. EI ARN
se extrajo de un “pool” de cotiledones pertenecientes a cada etapa de dicho proceso
germinativo. Como puede observarse en la Fig. 26, el maximo nivel de acumulacion de

transcrito de PVAS1 y PVAS2 ocurre a los seis dias de la senescencia de los cotiledones.
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Podemos afirmar que en esta etapa tiene lugar una mayor movilizacién de nitrégeno via

asparragina.

2,2 kb— ~ ‘ PVAS1

ZZkb__J#@JMM'“

PVAS2

18 S

Figura 26. Analisis de la expresion de PVAS1 y PVAS2 en cotiledones en germinacion. Calle 1: ARN
de cotiledones tras un dia del proceso germinativo; calle 2: ARN de cotiledones de tres dias de
germinacidn; calle 3: ARN de cotiledones de seis dias; calle 4: ARN de cotiledones de 10 dias. Para
detectar el ARNm de 2,2 kb correspondiente a PVASL, se utiliz6 un fragmento de 445 pb (se trata de parte
del extremo 3’ de region codificante mas 159 pb del extremo 3’ de region no codificante) del ADNc del
gen PVASL. Para detectar el ARNm de PVAS2, se utiliz6 un fragmento de 202 pb correspondiente al
extremo 3’ de region no codificante del ADNc del gen PVAS2. Como control se hibridé ARNr 18 S.

4.3.-Analisis de la expresion de PVAS1 y PVAS2 en plantulas

Se aisl6 ARN total de raices, tallos y hojas de plantulas de 10 dias cultivadas en
condiciones de fotoperiodo normal de dia largo, a las que le fueron aplicadas un in6culo
de Rhizobium ISP14 con la incipiente salida del tallo al medio exterior, alrededor de una
semana después de la siembra. Este ARN se transfirié a una membrana de nailon, y se
hibridé con sondas especificas de ambos genes. Como se observa en la Fig. 27, sélo se
detecto la presencia de transcrito de ambos genes en tejido de raiz. Esto es consistente
con la progresiva conversion de la plantula desde un metabolismo heterétrofo a
autotrofo, conforme van desapareciendo las reservas de nutrientes de los cotiledones. En

plantas maduras, las raices representarian la mayor fuente de N.
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Figura 27. Analisis de la expresion de PVAS1 y PVAS2 en diferentes drganos de plantulas de diez
dias. Calle 1: ARN de raiz; calle 2: ARN de tallo; calle3: ARN de hojas. Para detectar el ARNm de 2,2
kb correspondiente a PVASL, se utiliz6 un fragmento de 445 pb (se trata de parte del extremo 3’ de region
codificante mas 159 pb del extremo 3’ de region no codificante) del ADNc del gen PVASL. Para detectar
el ARNm de PVAS2, se utiliz6 un fragmento de 202 pb correspondiente al extremo 3’ de regiéon no
codificante del ADNc del gen PVAS2. Como control se hibridé ARNr 18 S.

4.4.- Analisis mediante RT-PCR de la expresion de PVAS2 en nodulos en
desarrollo

La deteccion de transcrito de PVAS2 en nodulos diferenciados de cinco semanas
mediante un analisis de Northern blot nos llevé a monitorizar la expresion de dicho gen
en diversas etapas del desarrollo nodular. Debido a la dificultad de conseguir gran
cantidad de tejido de cada etapa, se optd por utilizar la técnica de RT-PCR (ver
Materiales y Métodos, apartado 17). Para ello, se aisl6 ARN de nédulos de 3,4,5,6y 7
semanas empleando los oligonucledtidos especificos ASN10 y ASN11, con los que se
amplifica un fragmento de 321 pb. Como puede observarse en la Fig. 28, la cantidad de
transcrito del gen PVAS2 disminuye paulatinamente conforme avanza el proceso de
diferenciacion. EI maximo nivel de expresion de PVAS2 tiene lugar en las etapas mas
tempranas del desarrollo del nédulo, cuando éste aln no es competente para la fijacion
de nitrogeno. Es precisamente en el nodulo fijador de nitrégeno (nddulos de 4 y 5
semanas) cuando se observa el mayor nivel de transcrito de leghemoglobina (Tate et al.,
1994).
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Figura 28. RT-PCR de nédulos en desarrollo de judia. En la calle 1 se utiliz6 2 ng de ARN de nddulos
de 3 semanas; en la calle 2 : ARN de nédulos de 4 semanas; calle 3: ARN de nodulos de 5 semanas; calle
4: ARN de nddulos de 6 semanas; calle 5: ARN de nodulos de 7 semanas. En la calle 6 se empled como
control positivo 2 ug de ARN de tejido de raiz de 5 semanas, donde se habia detectado previamente el
mayor nivel de expresion del gen.

4.5.-Efectos metabdlicos del balance carbono-nitrogeno sobre la acumulacion de
ARNmM de PVAS1 y PVAS2 en raices de P. vulgaris

Para determinar como se afecta la acumulacion de transcritos de PVAS1 durante un
tratamiento en oscuridad, se aisl6 ARN total de raices de plantas de cinco semanas
cultivadas bajo condiciones de luz continua y transferidas a la oscuridad diferentes
periodos de tiempo. Como muestra la Fig. 29, aparece sefial de hibridacion tanto en
condiciones de luz continua como en los distintos periodos de oscuridad, de modo que
la expresion de PVASLI es préacticamente constitutiva.

Para estudiar si la acumulacion de transcrito PVAS2 fue inducida (o desreprimida)
durante un tratamiento en oscuridad, se hibrid6 una sonda correspondiente al extremo 3
de region no codificante de este gen con la membrana empleada anteriormente. Como
se muestra en la Fig. 29, el transcrito de PVAS2 fue mas abundante en plantas cultivadas
en la oscuridad que en plantas cultivadas en luz continua, condiciones en las cuales el
nivel de transcrito de PVAS2 fue indetectable. La mé&xima acumulacion de transcrito de
PVAS2 se observd tras un tratamiento de 24 h en oscuridad.
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Figura 29. Andlisis mediante Northern de la expresion de PVAS1 y PVAS2 en raices después de
tratamiento en oscuridad. Se purificd ARN total de raices de plantas noduladas de 5 semanas cultivadas
en luz continua (calle 1) y de plantas que habian crecido en oscuridad durante 12, 24 y 48 h (calles 2 a 4).
Para detectar el ARNm de 2,2 kb correspondiente a PVAS1, se utilizd un fragmento de 445 pb (se trata de
parte del extremo 3’ de region codificante mas 159 pb del extremo 3’ de region no codificante) del ADNc
del gen PVASL. Para detectar el ARNm de PVAS2, se utiliz6 un fragmento de 202 pb correspondiente al
extremo 3’ de region no codificante del ADNc del gen PVAS2. Como control se hibridé ARNr 18 S.

También se analizd el efecto del aporte exdgeno de una fuente de azucar
metabolizable. En la Fig. 30A podemos observar que el nivel estacionario de transcrito
de PVAS1 disminuya significativamente tras el tratamiento de las plantas noduladas con
sacarosa 10 mM durante 48 h. La adicion de KNO3 10 mM al medio de riego indujo
considerablemente el nivel de expresion de PVAS1 (Fig. 30B).

El nivel de transcrito PVAS2 en raices de judia cayo dramaticamente 48 h después
de la adicion de sacarosa 10 mM en el medio de riego de las plantas noduladas (Fig.
31A). Por el contrario, la adiciéon al medio de riego de una fuente de nitrégeno
inorganico (10 mM de KNO;) indujo significativamente la acumulacién de ARNm de
PVAS2 en las raices de plantas noduladas después de 48 h (Fig. 31B). Este

comportamiento fue mas acentuado respecto al observado para PVAS1.
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Figura 30. Andlisis de la expresion mediante Northern de PVASL en raices de plantas tratadas con
(A) sacarosa y (B) nitrato. (A) ARN total (15 pug) fue extraido de plantas noduladas de cinco semanas
cultivadas bajo condiciones normales (calle 1), y de raices de plantas tratadas con sacarosa exdégena (10
mM) durante 48 h (calle 2). (B) ARN total (15 ng) fue extraido de raices de plantas noduladas de cinco
semanas cultivadas bajo condiciones normales (calle 1), y tratadas con 10 mM de KNO; durante 48 h
(calle 2). Para detectar el ARNm de 2,2 kb correspondiente a PVASL, se utiliz6 un fragmento de 445 pb
(se trata de parte del extremo 3’ de region codificante mas 159 pb del extremo 3’ de regiéon no
codificante) del ADNc del gen PVASL. Como control se hibridd6 ARNr 18 S.

2,2kb—. - . .
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Figura 31. Analisis de la expresion mediante Northern de PVAS2 en raices de plantas tratadas con
(A) sacarosa y (B) nitrato. (A) ARN total (15 ng) fue extraido de plantas noduladas de cinco semanas
cultivadas bajo condiciones normales (calle 1), y de raices de plantas tratadas con sacarosa exdgena (10
mM) durante 48 h (calle 2). (B) ARN total (15 pg) fue extraido de raices de plantas noduladas de cinco
semanas cultivadas bajo condiciones normales (calle 1), y tratadas con 10 mM de KNOj; durante 48 h
(calle 2). Para detectar el ARNm de PVAS2, se utiliz6 un fragmento de 202 pb correspondiente al extremo
3’ de region no codificante del ADNc del gen PVAS2. Como control se hibridd ARNr 18 S.
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5.-Expresién y purificacion de la proteina PVAS2

Para la clonacion en fase del ADNc de PVAS2 en el vector de expresion pGEXKG, se
disefiaron los oligonucledtidos AS22-5 (que contenia el sitio de unién a glutamina y un
sitio 5 EcoRlI para la clonacién) y AS2-3 (que contenia region 3’ hasta el codén de
terminacion y un sitio 5” Sall para la clonacion). La PCR con estos oligonucleotidos
rindio un ADNc de 1755 pb que fue aislado en un gel de agarosa y digerido con las
enzimas EcoRI y Sall, para su posterior clonacion en fase con el extremo C terminal de
Sj26, una glutation S-transferasa de 26 kDa (GST; EC 2.5.1.18). La expresion de la
proteina de fusion se llevo a cabo segin Smith y Johnson (1988). La proteina de fusion
(GST-PVAS?2) era soluble, encontrandose por tanto en el sobrenadante, asociada a una
banda de 92 kDa en SDS-PAGE al 7,5% (Fig. 32).

1 23 456 7 8
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Figura 32. Deteccién de la proteina de fusion PVAS2-GST. Se indujo la proteina de fusion (92 kDa)
con 0,2 mM de IPTG durante 3 h (calles 3 a 7). En la calle 8 se indujo, como control positivo, la
asparraginasa de Arabidopsis (59 kDa). En la calle 2 se muestra un extracto de la estirpe BL 21 sin
transformar.

Una vez comprobada la expresion de la proteina de fusion (PVAS2-GST), se
procedié a su purificacion mediante cromatografia de afinidad en glutation-agarosa
(Fig. 33). Para ello, el sobrenadante que contenia la proteina se mezclé con glutatién-
agarosa, incubandose durante 30 min a 4°C. La elucién de la proteina de fusién
(PVAS2-GST) se realiz6 por competicion con glutation 10 mM, y posteriormente se
incub6 con trombina (2 mg de proteina de fusion se incubaron con 4 ug de trombina

durante 20 min a temperatura ambiente). La GST y la proteina de fusion no lisada se
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eliminaron mediante una segunda cromatografia en bath, afiadiendo glutatién-agarosa a

la reaccion de rotura (ver Materiales y Métodos, apartado 20).

92 kDa
66 kDa

Figura 33. Proceso de purificacion de la proteina PVAS2. En la calle 1 se cargd un marcador de peso
molecular; en la 2 se carg6 una parte alicuota del lisado obtenido tras la prensa de French; en la calle 3 se
cargd una parte alicuota del extracto obtenido tras la primera cromatografia de afinidad y posterior
elucion con glutation 10 mM; en la calle 4 se cargd una parte alicuota del sobrenadante obtenido tras la
rotura con trombina y segunda cromatografia; como control positivo, se cargd en la calle 5 una parte
alicuota de proteina pura obtenida en una purificacion anterior.

6.-Analisis de expresion mediante Western blot

Una vez obtenida la proteina pura, se plante6 la obtencion de anticuerpos policlonales
de conejo anti-PVAS2 con objeto de realizar un analisis del nivel total de proteina AS.
El protocolo de inmunizacion seguido fue el descrito en Materiales y Métodos (apartado
22). El titulo 1/1000 se consider6 el idoneo para estos experimentos.
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6.1.- Estudios de la especificidad de los anticuerpos

Para comprobar si los anticuerpos anti-PVAS2 reconocian también otras AS o
proteinas, se crecié en medio minimo la estirpe auxotrofa para la asparragina que
contenia el ADNc de PVAS1 clonado en fase en el vector pUC18. En la fase
exponencial de crecimiento (Asso = 0,5) se cogieron las células y se afiadié un volumen
de tampdn de Laemmli con SDS, lisando a continuacion las células por calentamiento a
100 °C durante 10 min. Como control negativo se cogieron células en la misma fase de
crecimiento de la estirpe auxotrofa para la asparragina transformada con pUC18 v,
como control positivo, se cogieron células de la estirpe auxotrofa para la asparragina
que contenia el ADNc de PVAS2 clonado en fase en el vector pUC18. El resultado se

muestra en la Fig. 34.
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Figura 34. Inmunodeteccién de la proteina PVAS1 con anticuerpos policlonales anti-PVAS2. En la
calle 1 se carg6 proteina total procedente de un lisado de células de una estirpe auxétrofa para la
asparragina (ER#4813) que contenian el plasmido pUC18. Estas células se cogieron en la fase
exponencial de crecimiento (Ass0=0,5) y se lisaron en tampdn de Laemmli con SDS por calentamiento a
100 °C. En la calle 2 se cargd proteina total procedente de un lisado de células de la misma estirpe que
contenia el ADNc de PVASL clonado en fase en el vector plasmidico pUC18. En la calle 3 se cargd
proteina total procedente de un lisado de células de la estirpe ya citada que contenian el ADNc de PVAS2
clonado en fase en el vector plasmidico pUC18.

6.2.-Inmunodeteccion de AS en tejidos de P. vulgaris

En primer lugar, se analizé la presencia de AS en tejidos de plantas noduladas de cinco
semanas cultivadas bajo un fotoperiodo normal de dia largo. La extraccion y
cuantificacion de la proteina se realizd como se ha descrito en Materiales y Métodos
(apartado 23). Tras realizar la electroforesis en un gel de poliacrilamida desnaturalizante
al 10%, se transfirié la proteina a una membrana de nailon y se detecté asparragina
sintetasa utilizando los anticuerpos policlonales desarrollados contra PVAS2.
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Figura 35. Analisis mediante Western en tejidos de P. vulgaris. N: nddulos; R: raiz; T: tallo; HD:
hojas en desarrollo; HE: hojas expandidas; HS: hojas senescentes; F: flor; Fr: fruto.

Como se aprecia en la Fig. 35, se obtuvo la méxima acumulacion de proteina
PVAS2 en tejido de raiz, siendo mucho menor la cantidad detectada en hojas
senescentes. Hay que seiialar que, al tratarse de anticuerpos policlonales, la sefial puede
deberse a la existencia de ambas proteinas (PVAS1 y PVAS?2). Si consideramos el
patrén de expresion obtenido para estos genes mediante andlisis Northern, vemos que en
tejidos donde se da la maxima acumulacion de transcrito también hay traduccion a
proteina. Es légica la presencia de cierta cantidad de proteina en hojas senescentes, si
consideramos que hay procesos de movilizacion de nitrégeno en dichos tejidos con

objeto de reciclar la mayor cantidad posible de éste.

6.3.- Inmunodeteccion de AS en nodulos en desarrollo
Para estudiar el patrén de expresién de proteina AS a lo largo del proceso de desarrollo
del nédulo hasta que adquiere funcionalidad con la fijacion de nitrégeno, asi como
durante el proceso de senescencia del mismo, se aislo proteina total de tejido de nodulos
de 3, 5, 7 y 9 semanas. Tras la cuantificacion se realiz6 una SDS-PAGE al 10%, se
transfirié la proteina a una membrana de nailon y se detectd asparragina sintetasa
utilizando los anticuerpos policlonales desarrollados contra PVAS2.

Como puede observarse en la Fig. 36, el maximo nivel de proteina ocurre en
nodulos en desarrollo de 3 semanas, mientras que resulta indetectable el nivel de
proteina AS durante el periodo de senescencia nodular. Tampoco fue posible detectar

proteina AS en nodulos funcionales de cinco semanas.
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Figura 36. Analisis mediante Western en nddulos en desarrollo de P. vulgaris. En la calle nimero 1
se cargo proteina procedente de nédulos de 3 semanas a partir del dia de inoculacion del Rhizobium; en la
calle nimero 2 se carg6 proteina de nddulos de 5 semanas; en la calle nimero 3 se carg6 proteina de
nodulos de 7 semanas, y en la calle nimero 4 proteina de nddulos senescentes de 9 semanas.

6.4.-Efecto de la luz/oscuridad en la expresion de proteina AS

Para estudiar el efecto de la luz en la traduccion de los genes PVAS1 y PVAS2, plantas
cultivadas en condiciones de luz continua durante cinco semanas fueron transferidas a
oscuridad durante 12, 24 y 48 h, y luego se extrajo proteina de nodulos, raiz, tallo y
hojas en cada punto. Tras la cuantificacion se realiz6 una SDS-PAGE al 10%, se
transfirio la proteina a una membrana de nailon, y se detectd asparragina sintetasa
utilizando los anticuerpos policlonales desarrollados contra PVAS2. El resultado se

muestra en la Fig. 37.
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Figura 37. Analisis mediante Western del efecto de la luz/oscuridad sobre la expresion de la
proteina PVAS2 en nddulos y raices de P. vulgaris. N1: proteina de nédulos de plantas sometidas a
condiciones de luz continua durante cinco semanas; N2: proteina de nddulos transferidos a la oscuridad
12 h; N3: 24 h en oscuridad; N4: 48 h en oscuridad. R1: proteina de raices de plantas sometidas a
condiciones de luz continua durante cinco semanas; R2: proteina de raices transferidas a la oscuridad 12
h; R3: 24 h en oscuridad y R4: 48 h en oscuridad.

En nddulos, no fue posible detectar expresion alguna de proteina PVAS2 bajo
ninguna de las condiciones de luz y oscuridad a que se sometieron las plantas. En raices
se pudo observar un cierto nivel de expresion de proteina AS en todos los estadios
analizados, y resulté ligeramente menor el nivel de proteina total a las 12 h del
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tratamiento de oscuridad, donde se observo precisamente el mas bajo nivel de transcrito
de los genes PVAS1 y PVAS2. La regulacion diferencial de PVAS1 y PVAS2 encontrada
en el analisis transcripcional en el mismo experimento de luz/oscuridad podria
responder a un mecanismo de respuesta rapida del cambio del nivel total de proteina. En
el Western realizado con tallos y hojas de plantas sometidas a las mismas condiciones
de luz/oscuridad, no fue posible detectar sefial alguna de proteina en niguna de las

diferentes situaciones.

6.5.-Efecto de una fuente de carbono reducida y de nitrégeno inorganico en la
expresion de proteina AS

Para estudiar dicho efecto, plantas de cinco semanas cultivadas bajo un fotoperiodo
normal de dia largo se regaron con una solucion de sacarosa 10 mM, y se tomaron
muestras de tejido de nddulos y raiz a las 12, 24 y 48 h del tratamiento. De la misma
forma, se llevd a cabo un tratamiento paralelo con una solucién de KNO3; 10 mM, se
tomaron muestras a las 12, 24 y 48 h del tratamiento, y se extrajo proteina de los

mismos tejidos.

1234567
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Figura 38. Analisis mediante Western de la regulacidn por sacarosa y nitrato de la expresion de
PVAS?2 en raices de P. vulgaris. Se extrajo proteina de raices de plantas noduladas de cinco semanas
cultivadas bajo un fotoperiodo normal de dia largo (calle 1), tratadas con una solucién 10 mM de sacarosa
durante 12 h (calle 2), 24 h (calle 3) y 48 h (calle 4). Del mismo modo, se realizé un tratamiento paralelo
con una solucion 10 mM de KNO3, y se tomaron muestras a las 12 h (calle 5), 24 h (calle 6) y a las 48 h
(calle 7) del tratamiento.

Como se observa en la Fig. 38, hay un considerable incremento en la cantidad de
proteina tras las 24 y 48 h del tratamiento con nitrato. ES una observacion extendida que
el aporte de una fuente de nitrégeno a una leguminosa ureida hace que ésta experimente
un cambio de sintesis de ureidos a sintesis de amidas (Streeter et al., 1988). Asi pues, el

nitrato provocaria un aumento significativo en la cantidad de enzima AS en raices. La
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adicion de una fuente de carbono reducida afectaria en un menor grado al nivel de
proteina total. La inmunodeteccion de una proteina de menor tamafio que responde de
modo similar a la anterior a una fuente de carbono y nitrégeno hace pensar que se trate
de un tercer tipo de proteina AS, aunque también podria tratarse de un producto de

degradacion.

7. Ensayo de actividad AS en geles nativos de poliacrilamida

Con objeto de detectar actividad AS, se obtuvieron extractos crudos de la estirpe de
E.coli BL21 transformada con pGEXKG (como control) y de la misma estirpe
transformada con el plasmido que expresaba la proteina de fusion GST-PVAS2. Una
parte alicuota de cada extracto se cargd por triplicado en un gel nativo de
poliacrilamida, dividiendo el gel en tres partes una vez desarrollada la electroforesis.
Una parte se tifio con azul de Coomassie, otra se incubd durante 1 h a 30 °C en una
mezcla de reaccion completa, y la dltima se incubd el mismo tiempo en una mezcla de
reaccion que no contenia ATP (ver Materiales y Métodos, apartado 24). Para detectar la
actividad AS, se empled el método del fosfomolibdato-ascorbato (Chen et al., 1956). El

resultado se muestra en la Fig. 39.

92 kDa —»

Figura 39. Deteccion de actividad AS en geles nativos de poliacrilamida por el método del
fosfomolibdato-ascorbato. Se obtuvieron extractos de la estirpe transformada con pGEXKG (control) y
de la estirpe transformada con el mismo plasmido que contenia clonado en fase el ADNc de PVAS2 con el
extremo C terminal de Sj26, una glutation S-transferasa de 26 kDa, expresando la proteina recombinante
GST-PVAS2. Cada muestra se cargé por triplicado en un gel nativo de poliacrilamida al 7,5 %. Una parte
(izquierda) se tifid con azul de Coomassie; otra (central) se incub6 en una mezcla completa de reaccién, y
la tltima (derecha) se incubé en una mezcla de reaccion que no contenia ATP. En cada gel, las calles de
la izquierda (A, C y E) contenian extractos control y las de la derecha (B, D y F) extractos con la proteina
recombinante.
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8.- Estudio de funcionalidad de PVAS1 y PVAS2

Con el fin de comprobar que las proteinas codificadas por los genes PVAS1 y PVAS2
son funcionales, se transformé la estirpe ER de E. coli, que es auxdétrofa para la
asparragina, con los plasmidos pUPVASL y pUPVAS2 (ver Materiales y Métodos,
apartado 21) y pUC18, este Gltimo como control. Este auxotrofo presenta mutaciones en
los dos genes de asparragina sintetasa de E. coli (asnA y asnB), por lo que ninguna de
las dos asparragina sintetasas de la bacteria son funcionales. Esto hace que la estirpe ER
necesite asparragina para crecer en medio minimo. Como se muestra en la Fig. 40, la
expresion de PVAS1 complement6 la mutacion, lo que significa que la proteina que
produce PVASL es una asparragina sintetasa funcional. La estirpe ER transformada con
pUC18 crecio suficientemente en medio suplementado con asparragina, mientras que en
ausencia de dicho aminoacido el crecimiento fue muy pobre. Cuando esta estirpe se
transformé con pUPVAS1 también crecio, tanto en presencia como en ausencia de
asparragina y/o IPTG. Por lo tanto, podemos concluir que se ha clonado la totalidad de
la region codificante del ADNc del gen PVASL1 y que la proteina es funcional en E. coli.
Se puede observar que el crecimiento de UPVAS1 no se ve afectado por la presencia o
ausencia de IPTG, ya que el sistema de represion no funciona debido a que la estirpe
bacteriana no tiene el genotipo adecuado. El la Fig. 41 se observa que la estirpe ER
transformada con pUPVAS2 también creci6 bien, tanto en presencia como en ausencia
de asparragina y/o IPTG. Por lo tanto, se puede concluir que se ha clonado la totalidad
de la region codificante del ADNc del gen PVAS2 y que la expresion de PVAS2
complementd la mutacién, lo que significa que la proteina que produce PVAS2 es

funcional en E. coli.
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Figura 40. Estudio de complementacién. Una estirpe auxétrofa para la asparragina (E. coli ER) se
transformé con los plasmidos pUPVASL (UPVASL) y pUC18 (ER/pUC18) como control. Se cultivaron
en medio minimo para bacterias con ampicilina, suplementado o no con IPTG (i) y/o asparragina (a).
Estos cultivos se incubaron a 28 °C y se sigui6 su crecimiento midiendo la Assy a diferentes tiempos.
UPVASI-i-a (V¥), UPVASl+i-a (@), UPVASL —i+a (V ), ER/pUC18-i-a (), ER/pUC18-i+a ().
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Figura 41. Estudio de complementacion. La estirpe auxdtrofa para la asparragina (E. coli ER) se
transformé con los plasmidos pUPVAS2 (UPVAS2) y pUC18 (ER/pUC18) como control. Se cultivaron
en medio minimo para bacterias con ampicilina, suplementado o no con IPTG (i) y/o asparragina (a).
Estos cultivos se incubaron a 28 °C y se siguid su crecimiento midiendo la Assy a diferentes tiempos.
UPVAS2-i-a (V), UPVAS2+i-a (@), UPVAS2 —i+a (V ), ER/pUC18-i-a (), ER/pUC18-i+a (H ).
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En plantas superiores, la sintesis de asparragina a partir del acido aspartico por la AS es
la fuente mas importante de asparragina, que tiene un papel fundamental en la
movilizacion de nitrégeno. No obstante, una caracterizacion de la actividad AS resulta
dificil debido a numerosos problemas derivados de la gran inestabilidad de la enzima in
vitro (Huber y Streeter, 1985), y a la presencia de inhibidores y de actividad
asparraginasa contaminante en extractos crudos (Joy y Ireland, 1983). A causa de las
dificultades que conlleva un estudio bioquimico de la enzima, hemos decidido llevar a
cabo una aproximacion molecular y se han clonado y caraterizado los genes que
codifican dicha enzima en judia.

Siguiendo una estrategia combinada de RT-PCR y escrutinio de genoteca
gendmica, se han podido aislar dos clones de ADNc completos, denominados pPVAS1
y pPVAS2, que contienen la region codificante de ambos genes. En pPVASL, la
presencia de un codon de terminacion (TAG) localizado 21 nucle6tidos secuencia arriba
del coddn de inicio y en el mismo marco de lectura, indica que la traduccion no podria
iniciarse mas arriba y que pPVASL contiene la region codificante completa de un gen
de AS (PVAS1). Del mismo modo, en pPVAS2, la presencia de un codon de
terminacion (TAA) localizado 12 nucledtidos secuencia arriba del codon de inicio y en
el mismo marco de lectura, indica que pPVAS2 incluye la region codificante completa
de un gen AS. Los parametros moleculares de ambas proteinas son muy similares a los
encontrados para otras asparragina sintetasas de plantas (Tsai y Coruzzi, 1990; Lam et
al., 1994; Waterhouse et al., 1996; Hughes et al., 1997; Kuester et al., 1997).

En E. coli hay dos genes que codifican dos AS con diferente origen evolutivo:
asnA, que codifica una AS dependiente de amonio (Nakamura et al., 1981), y asnB, que
codifica una AS dependiente de glutamina (Scofield et al., 1990). En levaduras, la AS
dependiente de amonio y la de glutamina son también codificadas por dos genes
diferentes (Ramos et al., 1980). Sin embargo, en plantas y animales, todas las AS que se
han caracterizado a nivel bioquimico o molecular utilizan glutamina preferentemente
(Sieciechowics et al., 1988; Chevalier et al., 1996). El anélisis de la secuencia peptidica
estd de acuerdo con los datos bioquimicos, lo que revela que todas las AS clonadas de
plantas son homdlogas a la asnB de E. coli. Ademas, todas las AS dependientes de
glutamina pertenecen a la clase Ntn de amidotransferasas, compartiendo una serie de

residuos invariables con la glutamina fosforribosil amidotransferasa, la primera enzima
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de la ruta de biosintesis de purinas (Tso et al., 1982; Zalkin et al., 1998). Los motivos y
residuos que han demostrado ser esenciales para la union de aspartato y ATP en asnB de
E. coli (Boehlein et al., 1997; Richards, 1998) estan conservados en PVAS1, PVAS2 y
otras AS de plantas, lo que aporta nuevas evidencias en apoyo de la funcion propuesta.

La conservacion de todos los residuos importantes en PVAS1 y PVAS2 con una
funcién conocida en la asnB de E. coli, junto con la elevada similitud de las secuencias
aminoacidicas con otras AS de leguminosas ureidas, nos permite concluir que PVAS1 y
PVAS2 representan asparragina sintetasas de tipo | y tipo Il, respectivamente, ambas
dependientes de glutamina.

La distincion llevada a cabo en dicotiledoneas entre genes AS de tipo | y de tipo Il
puede responder a varios factores como:

e Una diferente localizacion tisular. Estudios mediante hibridacion in situ podran
confirmar o descartar esta posibilidad.

e Una diferente localizacién subcelular. Estudios realizados en nédulos de soja
(Boland et al., 1982) y en altramuz (Shelp et al., 1984) demuestran que mientras la AS
de soja se localiza en plastidios, la de altramuz es citosélica. Sin embargo, en la proteina
no estan presentes las secuencias correspondientes al péptido sefial caracteristico de
proteinas cuyo destino final son organulos celulares.

e Una diferencia en los parametros cinéticos de ambos tipos de AS que le
permitiesen actuar diferencialmente en funcién de las concentraciones de sustrato,
aunque se ha visto que las propiedades de la enzima de dos tipos de cotiledones de
lupinus (Lea y Fowden, 1975; Rognes, 1975) y de nddulos de soja (Huber y Streeter,
1985) son bastante similares. En raices de maiz, la enzima es capaz de usar amonio
como sustrato, lo cual puede ser fisiologicamente importante en este tejido (Stulen et
al., 1979; Oaks y Ross, 1984). Una caracterizacion detallada de ambas enzimas
permitird conocer su funcionalidad.

El analisis mediante Southern de ADN gendmico revel6 que en P. vulgaris al
menos dos genes formarian parte de la familia de genes AS, al igual que en soja (Hughes
et al., 1997), guisante (Tsai y Coruzzi, 1990), Arabidopsis (Lam et al., 1994) y lotus
(Waterhouse et al., 1996). La basqueda de un tercer gen AS en P. vulgaris se ha llevado
a cabo sin éxito y, si existe, parece expresarse a niveles mucho menores que PVASL y
PVAS2. También es curioso que ninguno de los promotores de los genes AS1 y AS2 de
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guisante se expresen en células del mesofilo de hojas maduras (Ngai et al., 1997), donde
se relaciond la asparragina con la fotorespiracion (Lea y Miflin, 1980). Aungue estos
genes constituyen los dos Unicos para AS de guisante detectados mediante analisis
Southern y andlisis del ADNc (Tsai y Coruzzi, 1990), cabe la posibilidad de que en el
guisante, asi como en otras leguminosas, existan otros genes AS menos homologos que
se expresen en las células del meséfilo.

En Arabidopsis se han identificado tres genes que codifican asparragina sintetasas,
dos de las cuales (ASN2 y ASN3) parecen agrupados filogenéticamente con los de
monocotiledoneas. Teniendo en cuenta que las AS de monocotileddneas pueden utilizar
como sustrato amonio, ademas de glutamina, ASN2 y ASN3 podrian codificar enzimas
similares a éstas, que presentan mayor afinidad por el amonio que las AS de
dicotiledoneas. Si esto fuese asi, no podria descartarse que en el resto de las
dicotiledoneas tambien existiesen asparragina sintetasas con esta capacidad.

El andlisis de la expresion mediante Northern mostré que el nivel estacionario de
ARNmM de PVASL1 y de PVAS2 es mayor en tejido de raiz, mucho menor en frutos en
desarrollo, e indetectable en tallo, hojas y flores de plantas noduladas de judia
cultivadas bajo un fotoperiodo normal de dia largo. Ademas se detectd un significativo
nivel de expresion de PVAS2 en nddulos de cinco semanas. Este patron de expresion es
similar al encontrado en otras leguminosas donde el mayor nivel de expresion AS se da
en tejido de raiz. No obstante, en soja, otra leguminosa ureida, ambos genes AS (SAS1 y
SAS2) se expresan en un nivel parecido en tallo y raiz (Hughes et al., 1997).
Desafortunadamente, no se dispone de datos sobre el nivel de expresion de ARNm de
AS en nddulos y frutos en desarrollo de soja, aunque se ha detectado actividad AS y se
ha purificado parcialmente de nodulos radicales de soja (Huber y Streeter, 1985). El
patrén de expresion encontrado en drganos es consistente con el papel fisiologico de la
asparragina sintetasa, la cual es responsable de la sintesis de un aminoacido de
almacenamiento y transporte. En frutos en desarrollo, el nitrogeno es conducido bajo la
forma de asparragina desde la pared del ovario a la semilla en maduracion, donde se
sintetizan las proteinas de almacenamiento (Rouchat y Boutin, 1989). Sorprende
detectar expresion de AS en nodulos de una leguminosa ureida, la cual exporta el
nitrégeno fijado fundamentalmente en forma de ureidos (alantoina y acido alantoico)
(Lea y Miflin, 1991). La presencia de AS en nddulos fijadores de una planta ureida
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podria interpretarse como una nueva evidencia a favor de la idea del caracter mixto de
plantas ureidas y amidas. Esto también significaria que la abundancia relativa de ureidos
y amidas en la savia xilematica esta influenciada por factores nutricionales y
ambientales, aparte de estar genéticamente determinada. Sin embargo, la maxima
acumulacién de transcrito PVAS2 y de proteina PVAS2 se detectd en nddulos en
desarrollo de 3 semanas. En esta etapa del desarrollo nodular la expresion del gen de la
asparragina sintetasa puede estar relacionada con el requerimiento de asparragina para
el crecimiento nodular mas que con el proceso de fijacion de nitrégeno.

La expresion de PVAS1 y PVAS2 en cotiledones esta relacionada con los procesos
desencadenados durante la germinaciéon. Durante esta etapa del ciclo de vida de la
planta, se produce la movilizacién de nutrientes desde los cotiledones hasta los nuevos
organos en desarrollo. El nitrégeno almacenado en los cotiledones se moviliza
principalmente en forma de asparragina o glutamina. A medida que la planta comienza
a desarrollarse, avanzando hasta la etapa de madurez, los cotiledones van perdiendo su
funcién como fuente de nutrientes, a la vez que van activandose numerosas enzimas en
la planta. A los diez dias ya se detecta la expresion de PVAS1 y PVAS2 en tejido de raiz.

PVAS1 y PVAS2 estan regulados por luz de forma diferente. En raices de judia, se
observd un nivel constitutivo de transcrito PVAS1 en las diferentes etapas del
tratamiento luz/oscuridad mientras que la acumulacion de ARNm de PVAS2 parece
estar reprimida por luz. Se observo un incremento significativo en el nivel estacionario
de ARNm de PVAS2 24 h después de transferir las plantas a condiciones de oscuridad.
El analisis mediante Western, empleando anticuerpos policlonales, ha revelado un nivel
constante de proteina en cada punto del tratamiento de luz-oscuridad en raices de judia,
lo que sugiere un nivel constante de actividad. Quizés esta regulacion diferencial de
PVAS1 y PVAS2 proporcione un mecanismo fino de regulaciéon para mantener un nivel
estacionario de actividad AS, en el caso de que ambos genes tengan funciones
redundantes. Una regulacion directa por luz de la expresién del gen AS se ha descrito en
guisante y drganos aéreos de soja, asi como en plantulas de Arabidopsis, donde parece
ser que el fitocromo es un mediador del proceso de represion (Lam et al., 1994). En
Arabidopsis se ha estudiado recientemente el efecto de la luz sobre los niveles de
ARNmM ASN1 y ASN2 (Lam et al., 1998), y se ha visto que el ARNm ASN1 se acumula
hasta unos niveles elevados en plantas adaptadas a la oscuridad, mientras que los
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niveles de ARNm ASN2 son mucho mas bajos. La exposicion a luz media un rapido y
dramatico descenso en los niveles de ARNm ASN1, los cuales son casi indetectables
después de s6lo dos horas de tratamiento de luz. En contraste, los niveles de ARNm
ASN2, que son extremadamente bajos en plantas adaptadas a la oscuridad (48 h), se
incrementan rapidamente después de tan solo una hora de tratamiento de luz e
incrementan a niveles maximos a las 16 h. La luz podria ejercer este efecto sobre la
transcripcion de ASN1 directamente via fotorreceptor y, alternativamente, también
podria ejercer este efecto indirectamente, alterando el “pool” metabdlico de esqueletos
carbonados generados durante la fotosintesis. No obstante, se ha comprobado que el
efecto directo de la luz, via fitocromo, sobre la transcripcién de ASN1 ocurre dentro de
un pequefio periodo de tiempo (3-6 h) vy, a partir de aqui, parece tener un significado
fisiolégico. Como el fitocromo media la regulacion por luz de la expresion del gen es
todavia una cuestion abierta para aquellos genes regulados positivamente por luz (por
ejemplo rbcS) (Quail, 1991). Un reciente estudio sugiere que parece estar implicada una
proteina que une nucleétidos de guanina (Romero y Lam, 1993).

La represion de PVAS2 por luz en raices no parece ser un proceso regulador directo.
Ademas de los efectos mediados por fitocromo, se ha demostrado que la luz ejerce un
efecto indirecto sobre la expresion del gen AS asociado a cambios en metabolitos de
carbono. Bajo condiciones de luz, el nitrogeno se asimila en forma de glutamina y
glutamato, metabdlicamente activos a través del ciclo GS-GOGAT, y tanto la glutamina
como el glutamato son transportados para su uso en reacciones anabolicas (Lam et al.,
1996). En la transicion a oscuridad, la ausencia de fotosintesis tiene un efecto dramético
sobre la disponibilidad de carbono, que se extiende por toda la planta. Cuando los
esqueletos carbonados llegan a ser limitantes, el almacenamiento de nitrégeno como
asparragina via AS se favorece sobre la base del mayor contenido de nitrégeno por
molécula y la mayor solubilidad y estabilidad quimica de la asparragina comparada con
la glutamina (Lea et al., 1991).

En L. japonicus no hay evidencias que apoyen un modelo especifico de
acumulacién de transcrito AS en condiciones de oscuridad, como se ha descrito para
guisante (Waterhouse et al., 1996). Esto sugiere que estos dos miembros de la familia
de leguminosas, especies asimiladoras de N, pueden operar de diferentes maneras, a
pesar del hecho de que los analisis de la secuencia de ADN mostraron un alto nivel de
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identidad, en particular con las secuencias del gen LJAS2 de L. japonicus y el gen AS1
de guisante. En raices de L. japonicus se detectaron altos niveles de ambos transcritos
LJAS1 y LJAS2 a lo largo de todo el dia, mientras que en raices de guisante, aunque el
transcrito AS2 se expresa constitutivamente a lo largo de todo el dia, sélo podia
detectarse expresion del transcrito AS1 en iluminacion cuando se tomaban precauciones
para que la luz no penetrase la superficie del suelo. Después de prolongados periodos de
oscuridad (2-3 dias), parece disminuir la abundancia relativa de transcrito AS en raices
de L. japonicus. En esparrago, los niveles de ARNm de AS aumentaron en apices
recolectados, un proceso independiente de la luz que va paralelo a una disminucién del
contenido en azucar (Davies y King, 1993).

Resultados preliminares muestran cierto nivel de transcrito de PVAS1 en hojas
senescentes de P. vulgaris sometidas a condiciones de luz continua, hecho que puede
deberse a una movilizacion de nitrogeno para su reciclaje mas que a una consecuencia
de procesos secundarios relacionados con la recuperacién de amonio producido durante
la fotorrespiracion, ya que no se observa expresion alguna en hojas jovenes sometidas a
las mismas condiciones de luz. En hojas jovenes se detectd un leve nivel de transcrito
de PVASI tras someter las plantas a un periodo de oscuridad de 48 h.

La expresion de ARNm de PVAS2 detectada en tejido de tallo sometido a
condiciones de oscuridad durante 24 h viene a confirmar que las propias células del
tejido floematico sintetizan asparragina en un proceso de transporte a favor de
gradiente, justo cuando se alcanzan los niveles maximos de expresion de transcrito
PVAS2 en raices. Se ha observado que los promotores de los genes AS1 y AS2 de
guisante presentan la capacidad de conferir expresion GUS en tejido vascular,
principalmente en el floema de cotiledones, hojas, tallos y raices (Ngai et al., 1997).
Este patron de expresion especifica de células, determinado por ambos promotores,
proporciona evidencias sobre el mecanismo de la AS en plantas. Estudios fisioldgicos
han demostrado que la asparragina se transporta en el floema y este transporte sigue la
regla de “fuente a sumidero” (Sieciechowicz et al., 1988). La asparragina sintetizada en
los tejidos que actian como fuente se vierte a los elementos vasculares para su
transporte hacia los tejidos sumidero como pueden ser hojas en desarrollo, raices, frutos
en desarrollo y semillas (Dilworth y Dure, 1978). Los estudios llevados a cabo mediante
fusiones de los promotores de la AS1 y AS2 de guisante con el gen delator GUS han
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demostrado que parte de la asparragina transportada por los elementos vasculares de la
planta se sintetiza en las células del floema in situ.

La expresion de PVAS1 no parece reprimirse por la luz. No es extrafio encontrar
asparragina sintetasa en estas condiciones, ya que la asparragina también es necesaria
durante el crecimiento en luz para la sintesis de proteinas y otros aspectos fisiologicos
del desarrollo de la planta relacionados con la luz. Una de las posibles funciones de
PVAS1 puede estar relacionada con la detoxificacion de amonio. La sintesis de
asparragina puede ser inducida en plantas cultivadas en luz cuando los niveles de
amonio son elevados (Lam et al., 1998), por lo que el almacenamiento de nitrogeno en
forma de asparragina en estas condiciones podria ser un mecanismo de detoxificacién
de amonio analogo a la produccion de urea en animales. Esta sugerencia ha sido
propuesta para varias especies (Kanamori y Matsumoto, 1974; Givan et al., 1979;
Stewart, 1979).

Ademaés de este papel propuesto en la detoxificacion de amonio, se ha sugerido que
la asparragina pueda jugar otro papel en el proceso fotorrespiratorio (Sieciechowics et
al., 1988). La asparragina actuaria como un donador de nitrégeno (alternativo al
glutamato) en una reaccion de transaminacion que resultaria en la conversion de
glioxilato a glicina en células del mesofilo de la hoja (Ta et al., 1984).

Cuando a las plantas se les suministré una fuente de carbono reducido (10 mM de
sacarosa), el nivel estacionario de ARNm de PVAS1 y PVAS2 disminuyo en raices
noduladas de judia. En los ultimos afios se ha discutido acerca de la posible
interrelacion entre el control por luz de la expresion del gen y la regulacién metabdlica
por azucares (Jang y Sheen, 1994). De hecho, se sabe que la sacarosa simula el efecto
de la luz sobre la expresion de otros genes del metabolismo del nitrdgeno como nitrato
reductasa (NR), glutamina sintetasa (GS2), glutamato sintasa (GOGAT) y glutamato
deshidrogenasa (GDH) (Cheng et al., 1992; Crawford y Arst, 1993; Lam et al., 1996).
El hecho de que la asimilacién de nitrogeno esté regulada por el nivel de carbono
implica la existencia de una estrecha interrelacion entre el metabolismo del carbono y
del nitrégeno. Tras varios estudios del control metabolico por azlucares de genes
implicados en la fotosintesis y el metabolismo del carbono (Sheen, 1990; Jang y Sheen,
1994; Sheen, 1994), se ha propuesto que la enzima hexoquinasa podria actuar como un
sensor de la disponibilidad de carbono (Jang y Sheen, 1994).
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La adicion de una fuente de nitrogeno inorganico (10 mM de KNO3) al medio
indujo significativamente la acumulacion de ARNm de PVAS1 y PVAS2 en raices de
plantas noduladas tras 48 h. Se sabe que la fertilizacién con una fuente de nitrégeno
inorganico inhibe la fijacion de N, en nddulos radicales. En estas condiciones, la
disminucion de la concentracion xilematica de ureidos es paralela a la inhibicion de la
fijacion de N, en leguminosas ureidas, incluida P. vulgaris (Rice et al., 1990). En una
leguminosa ureida como soja, la adicién de nitrégeno inorganico caus6 una disminucion
del 75% de la actividad PRAT (fosforribosil amidotransferasa), la enzima que cataliza
el paso limitante en la biosintesis de purinas, precursores de los ureidos (Reynolds et al.,
1984). Se ha observado que leguminosas ureidas tratadas con nitrato experimentan un
cambio de sintesis de ureidos a sintesis de amidas (Schubert, 1986). El nitrato
constituye una importante sefial reguladora de la asimilacion de nitrato, y las plantas
responden a este nitrato con una induccién de la expresion de muchos genes, incluidos
aquellos que codifican para la NR, GS y GOGAT. Aunque el estudio de la regulacién
por nitrato permitid la identificacion de varios genes reguladores que intervienen en el
proceso de induccidn, ninguno de ellos se ha encontrado en plantas (Crawford, 1995).
En la region promotora del gen PVAS1 de P. vulgaris, se ha encontrado un motivo de
secuencia que regula la transcripciéon dependiente de nitrato en plantas (Hwang et al.,
1997). Este motivo esta presente en promotores de genes que codifican para la nitrato
reductasa (NR) y nitrito reductasa (NiR) de diversas plantas como Arabidopsis,
Nicotiana, maiz, espinaca, tomate, arroz y cebada.

La regulacion metabdlica de la expresién del gen AS por el balance C:N se ha
estudiado en puntas de raices en maiz (Chevalier et al., 1996), plantulas de Arabidopsis
(Lam et al., 1994) y brotes de esparragos recolectados (Davies y King, 1993). El
balance C:N se considera en la actualidad la llave en el estudio del metabolismo
conjunto del carbono y del nitrégeno, y también en el estudio del sistema simbiotico
Rhizobium/leguminosa. En diferentes contextos metabdlicos donde se integran el
metabolismo del carbono y del nitrégeno, la glutamina se ha propuesto como una sefial
metabolica clave. En guisante, se ha sugerido que la glutamina sintetizada por la GS
actia como un inductor de la expresion del gen de la AS en cotiledones de plantulas en

germinacion y en nddulos (Tsai y Coruzzi, 1990).
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El andlisis de la region promotora del gen de la asparragina sintetasa de tipo | nos
ha conducido a la identificacion de una serie de motivos responsables de la regulacion
de dicho gen cuando se somete a determinadas condiciones metabdlicas (Fig. 23B). Ello
nos permitira también el estudio de los factores moleculares responsables de la
integracion y corregulacion de la biosintesis de ureidos y amidas en raices de
leguminosas. Analisis histoquimicos de actividad GUS, realizados con construcciones
del promotor de la AS1 y AS2 de guisante en plantas de tabaco transgénicas (Ngai et al.,
1997), han revelado que ambos promotores confieren el mismo patron de expresion
especifica de organos. No obstante, el promotor del gen AS1 resulto ser méas robusto en
todos los transformantes estudiados. Los analisis de retardo en gel mostraron que los
dos mayores complejos ADN/proteina implicaban las cajas B, C y C’ de la regién
promotora y el fragmento de promotor que las contenia presentaba por si mismo la
capacidad de conferir regulacion negativa por luz. Los factores de union a las cajas B, C
y C’ estan presentes en los extractos de plantas adaptadas tanto a la luz como a la
oscuridad. No obstante, en condiciones de luz, se modifica la proteina(s) de union a la
caja B, observandose como el complejo B se altera en movilidad en plantas crecidas en
luz comparado a aquéllas adaptadas a oscuridad. Esto sugiere que tiene lugar una
modificacion inducida por luz de la proteina que se une a la caja B, o bien que ocurre
una modificacion inducida por luz de una proteina que se une a la proteina de unién a la
caja B. Ademas, pueden estar implicadas en el proceso de represion la proteina nuclear
que se une a las cajas C y C’, y compite por la union con RE1, un elemento represor
definido en un gen de fitocromo de la avena (Bruce et al., 1991). La caja C esta proxima
en la regién 5’ de la caja TATA, situacion tipica para un represor clasico que interfiere
con la union de la ARN polimerasa en bacterias (McClure, 1985). En el promotor del
gen PVASL (AS de tipo I) de judia se encuentran conservadas la caja TATA (en la
posicion -55) y las cajas B y C, mostrando un considerable nivel de variabilidad la caja
C’. La variabilidad en este elemento, que podria evitar el reconocimiento de los factores
moleculares responsables de la represion por luz, asi como la no modificacion de la
proteina(s) de union a la caja B, podria ser responsable del efecto inductor o no represor
de la luz. Ademas las cajas C y C’ podrian competir en la union de proteinas nucleares,
dando una gran variabilidad en el modo de regulacion. La caja A parece ser un elemento
transcripcional implicado en la expresion basal, ya que una delecién que abarcaba esta
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caja (conservada en los promotores de la AS1 y AS2 de guisante, en el promotor de la
AS1 de P. vulgaris, asi como en el promotor de un gen de fitocromo en guisante) afect6
a los niveles de expresion de ambos genes (GUS) en condiciones tanto de luz como de
oscuridad (Ngai et al., 1997).

En un futuro se pretende llevar a cabo un andlisis de la region promotora del gen
PVASL. Ello permitird abordar el estudio de los factores moleculares responsables de la
integracion y corregulacion de las rutas de biosintesis de ureidos y amidas en nodulos
de judia. Asimismo, se realizard una caracterizacion fisico-quimica y cinéetica del

enzima.
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I. Los genes PVAS1 y PVAS2 de Phaseolus vulgaris codifican asparragina sintetasas de

tipo I 'y 11, ambas dependientes de glutamina.

Il. La complementacion de una estirpe de E. coli auxotrofa para la asparragina con
PVAS1 o PVAS2 confiere a las células la capacidad de crecimiento en medio minimo sin
asparragina; ello demuestra que PVAS1 y PVAS2 codifican sendas asparragina
sintetasas.

I11. El promotor de PVAS1 contiene motivos de secuencias relacionadas con la
regulacion por luz también presentes en el promotor del gen AS1 de guisante. Ademas

contiene otros motivos necesarios relacionados con la regulacion por nitrato.

IV. PVAS1 y PVAS2 se expresan mayoritariamente en raices, y en mucha menor medida

en pléntulas, cotiledones en germinacién y frutos en desarrollo.

V. PVAS2 se expresa en nddulos en las etapas tempranas del desarrollo antes de que este
adquiera capacidad fijadora de nitrégeno. Esto sugiere que la expresion de PVAS2 esta
relacionada con la sintesis de asparragina necesaria para la formacion y desarrollo

nodular y no para la exportacion de nitrégeno hacia las partes aéreas de la planta.
VI. La expresion de PVAS2 en raices de judia esta fuertemente reprimida por la luz
mientras que la PVAS1 no. Esta diferente regulacion por luz podria responder a un

mecanismo fino de cambio rapido del nivel total de asparragina sintetasa.

VII. La expresion de PVAS1 y PVAS2 esta regulada metabolicamente por la relacién
CIN.
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