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RESUMEN

RESUMEN

Argemone mexicana produce alcaloides de tipo bencilisoquinolinicos y se ha observado que la
acumulacion de éstos difiere con sus sitios de sintesis (Rubio-Pifa & Vazquez-Flota, 2013;
Rubio-Pifa, 2009), esto sugiere un fendmeno de transporte. Un transportador ABCB capaz de
movilizar berberina y sanguinarina fue encontrado, aislado y caracterizado partiendo del
transcriptoma de A. mexicana (Loza-Muller, et al., 2021), lo que llevé a pensar que existen
sistemas de movilizacion de alcaloides en esta planta y por lo tanto existen mas transportadores
afines a éstos. En este trabajo se identificaron y caracterizaron posibles transportadores de
alcaloides en A mexicana. Para ello, se realizé un analisis bioinformatico del transcriptoma de
plantulas en desarrollo (XT1), que fue comparado contra la base de datos “RefSeq non-redundant
proteins” de NCBI. Se identificaron los posibles transportadores mediante la busqueda de
términos dirigida por motivos ocultos de Markov (hmm), identificando los dominios proteicos
caracteristicos de tres tipos de proteinas transportadoras; ABC, MATE y PUP encontrandose
870, 102 y 40 candidatos, respectivamente (1012 en total). Acotando la seleccion de candidatos
por subfamilia, completitud y homologia, se obtuvieron cuatro candidatos, todos de la familia
MATE, denominados AmMMATE2 a AmMMATES. Se disefaron cebadores especificos para cada
uno de ellos para su aislamiento a partir de RNA de diferentes tejidos. A partir de plantulas y
suspensiones celulares, se obtuvieron fragmentos de 505y 816 bp para AMMATE2 y AmMMATE3
respectivamente y el marco de lectura completo (1443 y 1446 pb) para AMMATE4 y AmMMATES
a partir de raices para ambos. Adicionalmente, AMMATES se pudo aislar del endospermo. Se
confirmé la identidad de los candidatos aislados por secuenciacion. La distribucion tisular de los
presuntos transportadores se analizé por PCR punto final y mostré que tanto AMMATE2 como
AMmMATES eran abundantes en plantula y suspensiones celulares, siendo AmMMATE3 también
abundante en hoja, raiz y capsula madura. La expresion de AMMATE4 fue escasa en todos los
tejidos evaluados y para AMMATES se observd principalmente en radiculas, suspensiones
celulares y capsula madura. Se generaron modelos 3D para AmMMATE4 y AmMMATES y se
examinaron contra berberina y sanguinarina con el paquete CB-Dock2 para identificar los
posibles residuos que interactian con estas moléculas encontrandose 15 posibles cavidades.
También se encontraron los dominios aminoacidicos R/KXS o R/KXXS, con alta probabilidad de
ser fosforilables. Uno de éstos se encontré embebido en el sitio conservado RVSNELGA para
ambas proteinas. Un analisis de hidrofobicidad confirmé que dichos sitios pudieran ser
alcanzables por cinasas y se genero un modelo de estas proteinas y sus posibles sitios de

regulacién del transporte. Por los resultados obtenidos, AMMATEZ2 podria ser utilizado por la
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planta Unicamente en ciertas etapas del desarrollo y no de manera continua; para AmMMATE3 los
resultados nos sugieren que es un transportador ampliamente utilizado en esta planta en todas
las etapas de desarrollo; AMMATE4 tiene una expresidn practicamente nula, lo que puede sugerir
que este transportador es inducible bajo ciertas condiciones; AMMATES parece estar involucrado
principalmente en la movilizacién de sustrato en las raices, tanto en plantulas como en plantas

maduras, en capsula madura y en suspensiones celulares.
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ABSTRACT

Argemone mexicana produces benzylisoquinoline alkaloids and it has been observed that the
accumulation of these differs with their synthesis sites (Rubio-Pifia & Vazquez-Flota, 2013; Rubio-
Pifa, 2009), this suggests a transport phenomenon. An ABCB transporter capable of mobilizing
berberine and sanguinarine was found, isolated and characterized based on the transcriptome of
A. mexicana (Loza-Muller, et al., 2021), which led us to think that there are alkaloid mobilization
systems in this plant and therefore there are more transporters affined to them. In this work,
potential alkaloid transporters in A. mexicana were identified and characterized. To achieve this,
a bioinformatic analysis of a transcriptome from developing seedlings (XT1) was performed and
compared against the NCBI "RefSeq non-redundant proteins" database. Potential transporters
were identified through a hidden Markov model (HMM)-driven search for terms, identifying the
characteristic protein domains of three types of transporter proteins: ABC, MATE, and PUP, with
870, 102, and 40 candidates found, respectively (1012 in total). Narrowing the selection of
candidates by subfamily, completeness, and homology, four candidates were obtained, all from
the MATE family, named AmMMATEZ2 to AmMMATES. Specific primers were designed for each of
them to isolate them from RNA of different tissues. From seedlings and cell suspensions,
fragments of 505 and 816 bp were obtained for AMMATE2 and AmMMATES, respectively, and the
full reading frame (1443 and 1446 bp) for AMMATE4 and AmMMATES from roots for both.
Additionally, AMMATES was isolated from the endosperm. The identity of the isolated candidates
was confirmed by sequencing. The tissue distribution of the presumptive transporters was
analyzed by endpoint PCR and showed that both AmMMATE2 and AmMMATES3 were abundant in
seedlings and cell suspensions, with AMMATES3 also being abundant in leaves, roots and mature
capsules. The expression of AMMATE4 was low in all tissues evaluated, and AmMMATES was
observed mainly in radicles, cell suspensions, and mature capsules. 3D models were generated
for AMMATE4 and AmMMATES and examined against berberine and sanguinarine using the CB-
Dock2 package to identify possible residues interacting with these molecules, finding 15 potential
cavities. Amino acid domains R/KXS or R/KXXS were also found, with a high probability to be
phosphorylated. One of them, was embedded in the conserved RVSNELGA site for both proteins.
A hydrophobicity analysis confirmed that these sites could be accessible by protein kinases, and
a model was generated of these proteins and their possible sites of transport regulation. Based
on the results obtained, AMMATEZ2 could be used by the plant only in certain stages of
development and not continuously; For AMMATES, the results suggest that it is a transporter

widely used in this plant at all stages of development; AMMATE4 has practically no expression,
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which may suggest that this transporter is inducible under certain conditions; AMMATES appears
to be mainly involved in substrate mobilization in roots, both in seedlings and mature plants, in

mature capsule and in cell suspensions.
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INTRODUCCION

Los alcaloides son metabolitos importantes de las plantas ya que les sirven para interactuar con
su entorno, pudiendo ser la manera que tienen estas de defenderse contra un herbivoro, una
infeccién bacteriana u otras interacciones con diferentes organismos (Funayama & Cordell,
2014). Argemone mexicana es una planta utilizada en la medicina tradicional mexicana que
posee la capacidad de producir alcaloides de tipo bencilisoquinolinicos y tiene la particularidad
de tener 2 alcaloides mayoritarios que pocas veces convergen en la misma planta, que son
berberina, de la subfamilia de las protoberberinas y sanguinarina de la subfamilia de las

benzofenantridinas (Pifia-Rubio & Vazquez-Flota, 2013).

En estudios previos se ha observado la acumulacion de estos alcaloides en diferentes tejidos,
siendo las semillas maduras y las raices mas abundantes en sanguinarina, la berberina por su
parte, esta presente en toda la planta excepto en semillas maduras (Rubio-Pifia & Vazquez-Flota,
2013; Rubio-PifAa, 2009). Asi mismo se analizé la abundancia y distribuciéon de los transcritos
para la biosintesis de estos alcaloides y se descubridé que hay discrepancias entre la distribuciéon
de estos y de los alcaloides biosintetizados (Vazquez-Flota, et al., 2018). Esta estrategia es
usada comunmente entre las plantas que producen alcaloides para evitar la toxicidad de estas
moléculas y la evidencia sugiere que A. mexicana no es la excepcion, esto a su vez requiere de
un fendmeno de transporte que movilice estas moléculas a través de diferentes tipos celulares o

incluso entre los tejidos (Shitan and Yazaki 2007; Verma et al. 2012).

Recientemente se logré identificar y caracterizar una proteina capaz de movilizar alcaloides
bencilisoquinolinicos partiendo del analisis del transcriptoma XT1 de plantulas de A. mexicana
(Loza-Muller, 2021) y se encontraron otros posibles candidatos a transportadores de alcaloides

por lo que este trabajo se enfoca en identificar y caracterizar estos candidatos.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES
1.1. LAS PLANTAS Y SUS METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas terrestres estan sujetas al suelo, sin posibilidad de moverse para defenderse. Por
ello han desarrollado mecanismos de respuesta a las condiciones adversas que enfrentan y que
les ayudan a adaptarse a las mismas. Algunas de éstas se basan en rutas metabolicas
especializadas completas que forman el metabolismo secundario y que son capaces de producir
sustancias que les sirven para interactuar con el medio, defenderse de infecciones, deshacerse

de la competencia o persuadir herbivoros (Funayama & Cordell,2014).

Cuando se producen heridas por la depredacion por insectos o por el dafio mecanico inducido
por factores fisicos, se genera una respuesta de defensa de la planta. Esta involucra la activacion
transcripcional para la formacion de proteinas necesarias para la cicatrizacion de la herida y la
prevencion de una invasion de microrganismos patdégenos (Jiménez, Ducoing & Sosa, 2003).

Estos genes codifican para proteinas involucradas en:

e La fortificacion de la pared celular, como son la formaciéon de calosa, lignina y las
proteinas ricas en hidroxiprolina.

e La produccién de inhibidores de proteasas y de enzimas liticas tales como las quitinasas
y glucanasas.

e La biosintesis de metabolitos secundarios con actividad antimicrobiana y/o antioxidante
(Pefia-Cortés & Willmitzer, 1995).

Los metabolitos secundarios se clasifican en las siguientes familias de moléculas: terpenos,

compuestos fendlicos, compuestos nitrogenados (alcaloides) y glucésidos.

e Terpenos: Se derivan de la unién de unidades de isopreno y suelen ser insolubles en
agua, constituyen el grupo mas numeroso de metabolitos secundarios contando con mas
de 40,000 moléculas diferentes (Jiménez, Ducoing & Sosa, 2003). En conjunciéon con
otros compuestos como las oxilipinas y los indoles forman mezclas que se volatilizan y
funcionan como sefales quimicas para atraer enemigos naturales de los insectos
herbivoros cuya saliva es el inductor para la producciéon de estos compuestos (Paiva,
2000; Pare y Tumlinson, 1998; Shen et al., 2000).

e Compuestos fendlicos: Derivan y cuentan con un grupo fenol en su estructura, son un

grupo muy diverso y existen dos rutas basicas implicada en la biosintesis de estos
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compuestos, la ruta del acido shikimico y la ruta del acido malénico. Esta ultima es
responsable de la mayoria de la biosintesis de compuestos fendlicos en plantas, a partir
de eritrosa 4P y de fosfoenolpiruvato se inicia una secuencia de reacciones que conducen
a la biosintesis de acido shikimico y derivados de este, aminoacidos aromaticos.
Pelargonidina, cianidina y delfinidina son antocianinas que estan presentes flores de
geranio, rosa y delphinium respectivamente y aportan sus colores tan llamativos; su color
depende del numero de grupos hidroxilo y metoxilo en el anillo B y del pH de las vacuolas
en las que se almacenan (Avalos, 2009).

e Glucosidos: Deben su nombre al enlace glucosidico que se forma cuando una molécula
de azucar se condensa con otra que contiene un grupo hidroxilo. Existen tres grupos de
particular interés y son las saponinas, glicosidos cardiacos y glicosidos cianogénicos. Las
saponinas son triterpenoides o esteroides que contienen una o mas moléculas de azucar
en su estructura lo que le da propiedades surfactantes o detergentes similares al jabén.
En los glicésidos cardiacos uno de los mas conocidos es la digitoxina, su estructura
contiene una lactona, estas moléculas cuentan con actividad bioldgica en los tejidos
cardiacos incrementando la fuerza y la velocidad de las contracciones cardiacas
(Cucurella, 2002). Los cianogénicos son compuestos nitrogenados que no son toxicos,
pero cuando la planta sufre algun estrés mecanico, se degradan y se liberan sustancias
volatiles téxicas como el cianuro de hidrogeno, un ejemplo de estos compuestos es la
amigdalina. Los tubérculos de madioca o yuca son conocidos por ser ricos en glicésidos
cianogénicos.

e Alcaloides: Son una familia de mas de 20,000 compuestos heterociclicos que son
generalmente sintetizados a partir de aminoacidos como triptofano, tirosina, fenilalanina,
lisina, arginina y ornitina. Suelen tener una alta actividad bioldgica y esto se debe a su
parecido quimico con moléculas que participan en la sefializacién del sistema nervioso,
transducciones de sefiales neuronales y canales ionicos de vertebrados e insectos
(Jiménez, Ducoing & Sosa, 2003); también pueden inhibir el crecimiento bacteriano ya
que cuentan con la capacidad de intercalarse con el DNA, detener la biosintesis proteica,
inducir apoptosis e inhibir enzimas del metabolismo de carbohidratos (Wink & Shimmer,
1999).

1.2. ALCALOIDES

Los alcaloides son compuestos nitrogenados, solubles en agua y con actividad bioldgica. En su

mayoria son heterociclicos, aunque también los hay alifaticos. Se encuentran en el 14% de la
8
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flora del mundo (Aniszewski-Tadeusz, 2015). A pH citosdlico y vacuolar (7.2 y 5-6
respectivamente) su nitrégeno esta protonado lo que les confiere un caracter alcalino, de lo que

deriva su nombre (Avalos, 2009).

Los alcaloides pueden ser clasificados en términos de su:

Actividad bioldgica y ecoldgica
o Moléculas neutras o débilmente basicas
o Alcaloides derivados de animales
o Alcaloides marinos
o Alcaloides de musgos
o Alcaloides de hongos y bacterias
o Alcaloides no naturales
e Relacién a innovacién quimica y tecnologica
o Alcaloides naturales
o Alcaloides biomiméticos y bidnicos
o Alcaloides sintéticos
e Estructura quimica: se dividen en diferentes tipos de acuerdo con su estructura quimica
pura apuntando primero a la base del alcaloide.
e Ruta biosintética
o Alcaloides verdaderos: Son derivados de aminoacidos y comparten un anillo
heterociclico con N.
o Protoalcaloides: compuestos en los cuales en los cuales el atomo de N derivado
de un aminoacido no es parte del enlace del heterociclo.
o Pseudoalcaloides: compuestos basicos con esqueletos de carbono que no son

derivados de aminoacidos. Estan conectados con rutas de aminoacidos.
1.3. ALCALOIDES BENCILISOQUINOLINICOS

Son alcaloides derivados de la tirosina, de dos de ellas para ser exactos (Fig. 1.1), que se
condensan formando un intermediario central comun para todos los ABIs (S-norcoclaurina) y
posteriormente que da lugar a los diferentes subgrupos que incluyen a las benzofenantridinas
como la sanguinarina y la macarpina (Mueller, et al., 1993), los alcaloides protoberberina como
la berberina y la palmitina (Hashimoto & Yamada, 1994) y los alcaloides morfinanos como la

morfina y la codeina (Rueffer & Zenk, 1987). Son un grupo de mas de 2500 estructuras ya
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elucidadas, se caracterizan por tener un esqueleto carbonado basico que proviene de un enlace
entre un anillo isoquinolinico y otro bencilico (Facchini et al., 2000), este anillo isoquinolinico esta
formado a su vez de la fusion de un anillo de benceno y un anillo de piridina que comparten 2
atomos de carbono, unido a este anillo hay otro grupo bencil. Los ABIs como la sanguinarina y
la berberina tienen multiples propiedades farmacologicas potentes como antibiotico contra
bacterias Gram positivas como Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis, asi como también

bacterias Gram negativas como Escherichia coli (Rubio-Pifa & Vazquez-Flota, 2013).

A partir de la S-reticulina se puede realizar la biosintesis de alcaloides bencilisoquinolinicos
simples (papaverina), b) tipo protoberberina (berberina), c) tipo benzofenantidrina (sanguinerina),
d) morfinanos (morfina), €) aporfina (magnoflorina) y f) tipo isoquinolina de ftalida (noscapina)
(De la Cruz-Chacén, Gonzalez-Esquinca & Riley-Saldana, 2012).
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Figura 1.1. Reacciones biosintéticas para la formacion de S-escoulerina. Estas reacciones son comunes
para la sintesis de diferentes tipos de alcaloides bencilisoquinolinicos. Modificada de Rubio-pifia, Vazquez-
Flota, 2013. BBE, berberine bridge enzyme; CNMT, coclaurine N-metiltransferase; Cyp80B3, N-
metilcoclaurine 3-hydroxylase; DOPA, L-3,4-dihydroxyphanylalanine; MAO, monoamine oxidase; MPO,
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monophenol oxidase NCS, norcoclaurine synthase; 4-OMT, 3’-hydroxy-N-metilcoclaurine 4’-
metiltransferase; 6-OMT, norcoclaurine 6-O-metiltransderase; SAM, S-adenosylmethionine; TyDC,

tyrosine decarboxylase; TyHO, tyrosine hidroxilase.
1.4. PLANTAS PRODUCTORAS DE ABIS

Segun Hegnauer se define a las plantas alcaloideas como aquellas especies que contienen mas
de 0.01% de alcaloides (Waterman,1999). Los alcaloides bencilisoquinolinicos (ABIs) se han
encontrado en variedad de especies de los superérdenes Magnoliflorae y Ranunculiflorae
(angiospermas), también hay evidencia de la presencia de algunos ABls como benzofenantridina
y 1-bencilosoquinolina en gimnospermas (Hagel, et al., 2013; Minami, et al., 2008; Ziegler, et al.,
2008; Xu & Lin, 1999). En la subclase Magnoliidae se encuentran las familias Annonaceae,
Berberidaceae, Hernandiaceae, Lauraceae, Magnoliaceae, Menispermaceae, Nelumbonaceae,
Ranunculaceae y Papaveraceae. También se encuentran en las familias Cornaceae, Rutaceae
y en mucha menor medida en las del orden de las Piperales como Aristolochiaceae y Piperaceae
(Liscombe et al. 2008; Hagel et al. 2013). En las familias Annonaceae, Magnoliaceae y
Menispermaceae se han identificado principalmente ABIs tipo protoberberina, mientras que en la
Berberidaceae y Ranunculaceae ademas de la presencia de protoberberina se pueden detectar
protopinas. En la familia de las Papaveraceas se han identificado protoberberinas, protopinas y

benzofenantidrinas (Liscombe et al. 2008).

No porque una familia acumule un tipo de ABI tiene que acumular necesariamente otros. Su
distribucion es dificil de predecir. Por ejemplo, las Papaveraceae acumulan predominantemente
alcaloides de los tipos benzofenantridina y morfinano, pero no los del tipo protoberberina que,
comunmente, se encuentra en las familias Berberidaceae y Ranunculaceae las que, a su vez,
producen benzofenantridinas. De este modo, aunque las benzofenantridinas y protoberberinas
pueden coincidir en una misma especie, en pocas ocasiones se ambos son acumulados en
cantidades importantes ya que generalmente solo una de ellos predomina ocasionalmente
(Liscombe et al. 2008).

Algunas plantas productoras de alcaloides se han estudiado para construir un plano bioquimico
de la biosintesis de ABIs (De la Cruz-Chacoén, Gonzalez-Esquinca & Riley-Saldana, 2012), estas
plantas son Argemone mexicana, Berberis stolonifera, B. beaniana, B. canadiensis, Coptis
Jjaponica, Corydalis vaginans, Eschscholzia californica, Papaver somniferum, P. bracteatum,
Thalictrum flavum, T. tuberosum, T. bulgaricum, Tinospora caffra, T. cordifolia y Sanguinaria
canadiense. Argemone mexicana es un caso particular y digno de estudio ya que es capaz de
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acumular dos tipos de alcaloides que raramente convergen en cantidades significativas;

benzofenantridinas, como la sanguinarina, y protoberberinas como la berberina.
1.5. “ARGEMONE MEXICANA”

Esta planta originaria de del suroeste de Estados Unidos y el norte de México, pero, su
distribucion alcanza Sudameérica y las islas del caribe. Ha sido introducida en multiples partes del
mundo como Australia, Espafia, India y otras partes del sudeste asiatico como también en Africa
donde representa un serio problema como maleza (Schwarzbach & Kadereit, 1999; Parsons &
Cuthbertson, 1992).

Argemone mexicana es una planta anual, herbacea de entre 40 y 100 cm de altura. De color
glauco o verdoso, con nervios blanquecinos, tallos mas o menos aculeados, produce latex
amarillo, sus hojas son caulinares sésiles, oblongas u obovadas con bordes irregularmente
dentados espinescentes y con 3-6 pares de lobulos. Las flores terminales, por lo general tienen
corola de color amarillo, raro blanco, el fruto es oblongo, eliptico, ovoideo, fusiforme o aculeado.

Las semillas son globosas de aproximadamente 2 mm de diametro (Rzedowski, 1991).

Figura 1.2. Argemone mexicana L.

Es usada en la medicina tradicional mexicana para diferentes afecciones (Pifia-Rubio & Vazquez-
Flota, 2013) como las cataratas oculares, para aliviar la fiebre, su usaba como purgante, contra
la sarna y otras afecciones cutaneas (Laines-Hidalgo,2019). Tiene propiedades antimicrobianas,

antiparasitarias, antimalarica, pesticidas, neuroldgicas y citotoxicidad esto es debido a los mas
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de 25 alcaloides bencilisoquinolinicos (ABIs) que posee los cuales asumen un papel defensivo

para la planta (Pifia-Rubio & Vazquez-Flota, 2013).

Berberina y sanginarina (Figura 1.3) son dos ABls presentes en Argemone, mientras que
sanguinarina solo se encuentra en la raiz y semillas de las plantas maduras, berberina se
encuentra tanto en las partes aéreas como en las raices (Brahmachari, 2013). Los ABIs en
concentraciones elevadas son téxicos para las células por lo que las plantas productoras de
alcaloides han adoptado una estrategia comun para evitar este proceso: separando la biosintesis
y la acumulacién final de estos compuestos en diferentes tejidos o compartimentos (Loza-Muller,

et al., 2021) lo que necesariamente involucra un proceso de transporte.

SAM | TNMT

/'\0 Dihidrasanguinarina
o CH,
|

Figura 1.3. Biosintesis a partir de S-escoulerina de sanguinarina y Berberina, principales alcaloides de A.
mexicana. Tomado de Rubio-pifia, Vazquez-Flota, 2013. CAS, canadine synthase; CHS, chelianthifoline
synthase; DBO, dihydrobenzophenanthridine oxidase; MSH, N-methylstylopine 14-hydroxylase; PRH,
protopine 6-hydroxylase; SAM, S-adenosylmethionine; SnR, sanguinarine reductase; SOMT, S-scoulerine
N-methyl-9-O-transferase; STOX, S-tetrahydroprotoberberine oxidase; STS, stylopine synthase; TNMT,

tetrahydroprotoberberine cis-N-methyltransferase.
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1.6.

DISTRIBUCION DE ABIS EN “A. MEXICANA”

La reticulina, protopina, alocriptopina, criptopina, berberina y queleritrina se localizan en hoja,

tallo, capsula, latex y raiz en plantulas de dos meses de edad; sanguinarina fue encontrada

unicamente en la raiz (Chavez, et al., 2011; Xool-Tamayo, 2016). Cuando las radiculas emergen

durante la germinacién de plantulas de A. mexicana se puede detectar la acumulacion de

sanguinarina y cuando se despliegan los cotiledones, a los 18 dias se puede detectar la presencia

de berberina (Xool-Tamayo, 2016). Conforme se desarrollan las plantulas, estos alcaloides se

acumulan en mayor cantidad (Rubio-Pifia, 2009), por lo que se sugirié que se necesita la parte

aérea para la acumulacién de berberina, pero no necesariamente para la sanguinarina (Xool-

Tamayo, 2016). En plantas adultas se estudio la acumulacién de estos alcaloides y se muestra

que la berberina se acumula en la mayoria de los tejidos mientras que la sanguinarina se acumula

unicamente en raiz y en semillas maduras (Rubio-Pina & Vazquez-Flota, 2013; Rubio-Pifa,

2009).
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Figura 1.4. Abundancia relativa y distribucién de los transcritos para la biosintesis de alcaloides en

tejidos de Argemone mexicana tomado de Vazquez-Flota y colaboradores, 2018.
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Berberina

Parte epigeal y
semilla

Dihidroquelantifolina

Planta entera

Dihidrocoridalmina

Planta entera

Culombamina

Planta entera

(+)-Reticulina

Parte apigeal y
parte aérea

Protopina

Parte apigeal,
semillasy
raices

Alocriptopina

Parte apigeal y
raiz

Criptopina

Planta entera

13-oxoprotopina

Parte aérea

(-)-quelantifolina

Parte apigeal

Estilopina

Planta entera

Nor-sanguinarina

Planta entera

Queleritrina

Planta entera

Sanguinarina

Raiz y semillas

Oxiberberina

Planta entera

N-demetiloxisanguinarina

Parte aérea

Nor-queleritrina

Planta entera

(+)-6-acetonil
dihidroqueleritrina

Planta entera

Dihidrosanguinarina

Semillas

Dihidroqueleritrina

Tejidos

8-acetonil
dihidrosanguinarina

Planta entera

8-metoxi
dihidrosanguinarina

Parte aérea

Hidréxido de
dihidropalmitina

Semillas

Tabla 1.1. ABls y su distribucion tisular en Argemone mexicana tomado de Xool-Tamayo, 2016.

Como se muestra en la Tabla 1.1 y en la figura 1.4 los niveles de acumulacién de berberina y
sanguinarina en un tejido dado, no coinciden con los niveles de expresion de los transcritos

involucrados en su biosintesis en esos tejidos. Lo anterior sugiere que algun fenédmeno de
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transporte ocurre entre los tejidos que le dan origen biosintético a los alcaloides y los tejidos que

estan destinados a almacenarlos.

1.7. TRANSPORTE DE SOLUTOS
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Figura 1.5. Transporte de agua y soluto en Raiz tomado de Kim y colaboradores, 2018.

El transporte de agua y solutos en las raices estd mediado por un gradiente en la presién
hidrostatica generada por la evaporaciéon de agua en las hojas y cuando no esta presente esta
transpiracion, el bombeo activo de nutrientes y iones en el xilema provoca un flujo osmético de
agua y una acumulacién de presioén en la raiz en la cual esta ultima actia como osmoémetro en
vez de solo resistor hidraulico (Steudle, 2000; Kim et al., 2018).

Existen tres rutas principales que el agua y solutos puede tomar para ser transportados en la
planta, estas rutas pueden involucrar transporte intracelular o no, y se pueden combinar

dependiendo del soluto en cuestion.
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La ruta apoplastica (linea roja en la Figura 1.5) es la que toma un soluto que se desplaza en
medio de las paredes celulares, no atraviesa ninguna membrana plasmatica para continuar por
lo que es la menos selectiva de todas, esta impedida por gran parte de la circunferencia de las
raices por las bandas de Casparian y las laminillas de suberina en la exodermis y endodermis.
La ruta simplastica (linea verde en la Figura 1.5) es cuando el soluto atraviesa la pared celular y
se desplaza a través del simplasto utilizando los plasmodesmata. La ultima ruta es llamada
transcelular y es en la que el soluto entra a la pared de las células mas externas y se introduce
al citoplasma de la célula donde puede ser metabolizado o censado por las proteinas especificas

e inducir una respuesta (Kim et al., 2018).
1.7.1. Transporte intracelular

Los metabolitos dentro de la célula se pueden transportar de distintas maneras, una de ellas es
por difusion, en la que estos se mueven aleatoriamente por el citosol sin rumbo fijo hasta que se
encuentran otra molécula con la cual interaccionar. La frecuencia de estas interacciones depende
de la concentracién de las moléculas involucradas, en este caso depende de la polaridad del
metabolito en cuestién para que atraviese la membrana de organelos como vacuola, peroxisoma,
u otras vesiculas intracelulares en las que pueden ser transformados, degradados o
aprovechados (Shitan & Yazaki 2007, 2003).

Algunos metabolitos son citotoxicos o producen compuestos que lo son al reaccionar con otras
moléculas en el citosol, por lo que su sintesis o procesamiento se confinan en compartimentos
especificos de la célula, como vacuola o reticulo endoplasmico; debido a esto, es necesario que
se transporten dentro de vesiculas para ir de un organelo a otro o al exterior del citosol (Shitan &
Yazaki 2007, 2003; Walker, et al., 2003). En las plantas, al contrario de las células animales se
utilizan principalmente filamentos de actina para el transporte membranal de estas vesiculas, lo
que se refleja en la considerable expansion de los motores de tipo V de miosina (13 genes) en
el genoma de Arabidopsis en comparaciéon con otros organismos (Reddy & Day, 2001; Vale,
2003).

También existen proteinas de membrana en organelos que facilitan el movimiento de metabolitos
especificos dentro y fuera de estos espacios confinados por membranas, las cuales pueden
cumplir una funcion de almacenamiento en caso de necesitar grandes cantidades de esta
molécula en una situacion de estrés especifica para una respuesta rapida (Perry et al., 2006).

Ejemplos para este tipo de transporte son las proteinas MATE (Multi-drug And Toxic compound
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Extrusion) NtMATE1 y NtMATEZ2 encargados de movilizar nicotina al interior de la vacuola de
raices de Nicotiana tabacum (Shoji et al., 2009), MtMATE2 que media el secuestro vacuolar de

glucosidos flavonoides y malonatos en hojas y flores de Medicago truncatula (Zhao et al., 2011).
1.7.2. Transporte intercelular

En respuesta a un estimulo, las células vegetales pueden sintetizar o liberar ciertos compuestos
que le ayudan a defenderse ante una amenaza, a veces las células encargadas de biosintetizar
estos compuestos no son las mismas en donde se almacenan, o se necesitan en un momento

dado por lo que existe un flujo de estas sustancias de unas células a otras o de un tejido a otro.

Se sabe poco sobre los mecanismos moleculares exactos para el trafico de fitoquimicos (Walker
et al., 2003), sin embargo, se ha visto un transporte de citrato malato y acidos organicos
relacionados en exudados de raiz en respuesta a altas concentraciones de AlI** en maiz y trigo
(Ma, Ryan & Delhaize, 2001).

Se han observado vesiculas que contienen compuestos autofluorescentes verdes en células de
maiz que expresan ectopicamente el regulador P de la biosintesis de 3-desoxi flavonoides
(Grotewold et al., 1998). Basado en observaciones de fluorescencia verde dentro de las regiones
especificas del RE después del tratamiento con brefeldina A, es probable que estas vesiculas
tengan su origen ahi; las vesiculas se fusionan y forman grandes cuerpos fluorescentes verdes
que migran a la superficie de la célula y se fusionan con la membrana celular para liberar el

compuesto verde fluorescente a la pared celular (Grotewold et al., 1998; Walker et al., 2003).

El flujo de metabolitos hacia dentro o fuera de la célula también suele estar mediado por proteinas
de membrana que sirven como puertas selectivas para compuestos especificos (Stillwell, 2016).
Un ejemplo de este tipo de transporte es el caso de la berberina en Coptis japonica que es
movilizada fuera de la célula por un transportador tipo ABC (ATP-Binding Cassette) que funciona
como una bomba energizada por ATP que excreta este alcaloide fuera de las células (Otani et
al., 2005; Shitan, 2007, 2013).

1.8. TRANSPORTADORES DE ALCALOIDES

Los alcaloides tienen que ser almacenados para que estén disponibles cuando se les necesite y
para evitar sus efectos toxicos. Comunmente diferentes tejidos se encargan de su biosintesis y
de su acumulacion, lo que sugiere la operacion de sistemas en la célula que se encargan de

transportar estas moléculas entre organelos o tejidos para poder desempefar su funcién (Shitan
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and Yazaki 2007; Verma et al. 2012). Se sabe por ejemplo que Argemone importa sanguinarina
hacia sus semillas desde un tejido diferente como las hojas, el tallo o el pericarpio ya que estos
tejidos expresan la maquinaria biosintética de sanguinarina, pero no hay acumulacién de esta en

ellos (Vazquez-Flota et al, 2018).

Se han propuesto tres distintos mecanismos para el transporte de alcaloides: difusion simple
seguido de atrapamiento de membrana, transporte membranal mediado por transportador y
transporte mediado por vesicula (Shitan & Yazaki 2007, 2003).

Se piensa que los alcaloides son capaces de penetrar la membrana del tonoplasto por difusion
simple de manera limitada, una vez incorporados a la vacuola son protonados facilmente en el
lumen acido, volviéndose hidrofilicos e impermeables a la membrana (Matile, 1976). Se han
descubierto proteinas de membrana, tanto en vacuola como en membrana plasmatica que
median activamente el transporte de alcaloides (Morita, et al., 2009; Shoiji et al., 2009; Shitan et
al., 2014). También se han observado por microscopia pequefias vesiculas que contienen
alcaloides que se cree que entregan alcaloides a la vacuola por fusion de los compartimentos
membranosos, aunque no se tiene claro el origen de las vesiculas ni como se incorporan los

alcaloides a estas (Shitan, 2014).

De acuerdo con su estructura primaria y método de energizacion, los transportadores en plantas
son clasificados en cinco familias: los casets de union al ATP (ABC), facilitadores mayores (MFS),
extrusion de multidrogas y compuestos téxicos (MATE), pequefia resistencia a multidrogas
(SMR) y division celular de nodulacion de resistencia (RND) (Shoji, et al., 2014).

Se han identificado por aproximaciones moleculares y celulares que en plantas productoras de
alcaloides las familias de proteinas que los movilizan son las ABC (ATP-binding cassette), MATE
(Multidrug and toxic compound extrusion) y PUP (Purine Permease. Se han encontrado firmas
de estos transportadores en el transcriptoma XT1 de A. mexicana y se han aislado de sus
semillas transportadores ABC de la subfamilia B que se probd transportaban sanguinarina (Loza-
Muller, et al., 2021).

1.8.1. Transportadores ABC

Los transportadores ATP-Binding Cassette (ABC) son una superfamilia de proteinas de
membrana con miembros de tamafio completo (4 dominios), medio tamafio (2 dominios) y

algunas proteinas solubles, todas ellas importan y exportan diversas moléculas a través de la
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membrana usando energia en forma de ATP, ademas tienen firmas “Walker A” y “Walker B” y los
motivos “H loop” y “Q loop” que son altamente conservadas. Tienen subfamilias de la ABCA a la
ABCI, la subfamilia ABCH esta ausente en plantas (Sharom, et al., 2011). Para que una proteina
ABC sea funcional tiene que tener un tamafio completo el cual consta de dos dominios
transmembranales embebidos en una membrana biolégica (TMD) y dos dominios de unién al
ATP (NBD) arreglados en orden: TMD-NBD-TMD-NBD en la mayoria de los casos o en el orden
reverso (NBD-TMD-NBD-TMD) como en la subfamilia ABCG, por lo que es necesario que las de
mitad de tamafo formen homo- o heterodimeros para realizar la funcién de transporte (Shoji, et
al., 2014).

Los transportadores ABC de plantas se dividen en subfamilias de la A a la |, la subfamilia H no
ha sido identificada en organismos vegetales y la subfamilia | es exclusivo de estos, esta
clasificacion es consistente con la Organizacién del Genoma Humano (HUGO, por sus siglas en
inglés) (Lane, et al. 2016). El sistema de clasificacion mas ampliamente usado para subfamilias
de transportadores ABC en plantas se basa en la solubilidad de la proteina, presencia de TMDs,

funcién, y secuencia de aminoacidos (Verrier, et al. 2008).

Los miembros de las subfamilias ABCF y ABCE son proteinas solubles carentes de TMDs y a
pesar de ser llamadas “transportadoras” carecen de cualquier fenémeno de transporte (Verrier,
et al. 2008).

Existen diferencias significativas entre el nimero de miembros unicos de genes transportadores
ABC entre algas, bridfitas, licofitas, helechos, coniferas y angiospermas (Lane, et al., 2016). El
numero de estas proteinas muestra poca diferencia significativa entre las plantas cuando
hablamos de las subfamilias ABCD, ABCE y ABCI, en cambio, la diversidad de las proteinas
ABCB y ABCF, conocidas por su capacidad de desintoxicacion y resistencia al estrés,
respectivamente, son genes atractivos para analizar con el fin de mejorar los cultivos mediante
la biotecnologia (Lane, et al., 2016). Lane y colaboradores encontraron en un analisis de
transcriptomas que las plantas terrestres tenian mas miembros unicos del gen transportador
ABCB, ABCC y ABCG en promedio (p < 0,005), y las algas verdes, las algas rojas y las briofitas
tenian significativamente mas miembros del gen transportador ABCF (p < 0,005). Los helechos
tenian significativamente menos miembros del gen transportador ABCA que todos los demas

grupos de plantas (p < 0,005).
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Los transportadores ABC estan involucradas en distintos procesos de transporte abarcando
transporte de alcaloides, flavonoides, diterpenos, estrigolactonas, de metales pesados como Cd,
Pb y Al, controlan la homeostasis del Fe, participan en la formacién de la cuticula y confieren
resistencia tanto a metales pesados como los ya mencionados, como a antibiéticos y herbicidas
(Shaji, 2014). Se conoce que las subfamilias ABCB y ABCG son transportadoras de alcaloides
(Shitan, et al.,, 2014). Y se ha descrito esta funcion en plantas como Argemone mexicana,
Catharanthus roseus, Coptis japonica y Thalictrum minus (Loza-Muller, 2021; Shitan, 2015;
Shitan, 2013; Yu & De Luca, 2013).

Varios modelos de mecanismos de transporte ABC han sido propuestos con base en datos
estructurales y bioquimicos, en particular los modelos de "sitio alterno" (Senior, Al-Shawi &
Urbatsch, 1995), "interruptor" (Higgins & Linton, 2004) y "contacto constante"(Sauna, et al.,2007;
Siarheyeva, Liu & Sharom 2010). Todos estos modelos comparten pasos elementales, como la
dimerizacion NBD dependiente de ATP y el cambio de conformaciones del TMD entre orientadas
hacia afuera y hacia adentro, los modelos divergen con respecto a algunos de los detalles del
mecanismo. Sin embargo, cabe sefalar que hay poca evidencia que sugiera que todos los

transportadores ABC funcionen mediante el mismo mecanismo (Wilkens, 2015).

En el estudio de Terasaka y colaborardores en 2003 con Thalictrum minus, se observd que el
eflujo de berberina endégena era muy sensible a inhibidores de ATPasa de membrana lo que
sugiere que el transporte de berberina en cultivos celulares de esta planta puede estar mediado

por transportadores de tipo ABC localizado en la membrana plasmatica.

Es comun que los transportadores ABC, estén sujetos a regulaciones postraduccionales como la
fosforilacion (Stolarczyk, Reiling & Paumi, 2011). Se identificaron en ABCG36, una proteina de
membrana plasmatica en Arabidopsis thaliana que actia como exportador de compuestos
inddlicos y camalexina (Aryal, et al, 2022) dos conglomerados de sitios de fosforilacion ubicados
antes de los NBD1 y NBD2 en los que se pueden observar sitios R/IKXS y R/IKXXS que son
funcionalmente relevantes para la actividad de transporte (Aryal, et al, 2022; Underwood and
Somerville, 2017).
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Figura 1.6. Conglomerados de sitios de fosforilacion encontrados en ABCG36 de A. thaliana tomado de

Aryal y colaboradores, 2022.

Ademas de lo dicho de los transportadores ABC, se ha visto que controlan muchos rasgos
deseables en la agricultura y pueden ser un objetivo para mejorar el rendimiento y calidad de los
cultivos (Banasiak & Jasinski, 2022). Un ejemplo destacado es Lr34res (roya de la hoja 34 por
sus siglas en inglés) que confiere a las plantas resistencia de campo, duradera y no especifica
de la raza contra numerosas enfermedades fungicas (Banasiak & Jasinski, 2022). Este gen
codifica para una proteina ABCG de tamafio completo y es uno de los genes de resistencia mas
frecuentemente utilizados en el mejoramiento de trigo en todo el mundo (Krattinger et al., 2009;
Risk et al., 2012). Lr34res, como transgén, se ha incorporado con éxito en todos los cereales
principales, como el arroz (Krattinger et al., 2016), el maiz (Sucher et al., 2017), la cebada (Risk

et al., 2013) y el sorgo (Sorghum bicolor) (Schnippenkoetter et al., 2017).

En A. mexicana ya se han identificado y caracterizado algunos transportadores ABC, como el
AmMABCB1 que se localiza en membrana plasmatica y pueden mediar el flujo de sanguinarina y
berberina, fue aislado de semillas maduras. Se logré identificar en el transcriptoma de plantulas
de A. mexicana XT1 con herramientas bioinformaticas teniendo como referencia los
transportadores de alcaloides de C. japonica (CJABCB1 y CJABCB2) y de Thalictrum minus
(TmABCB1 y AmABCB2), se precis6 su localizacion principal en semillas maduras mediante el
analisis de sus niveles de expresion, de igual manera, en ensayos in vitro en levadura se observo

que tenia actividad transportadora para berberina y sanguinarina (Loza-Muller, et al., 2021).
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1.8.2. Transportadores MATE

Los transportadores de extrusién de compuestos téxicos y de multiples farmacos deben sus
siglas al inglés “Multidrug And Toxic compound Extrusion” Esta familia de proteinas se divide en
tres subfamilias segun sus estructuras primarias: subfamilia NorM, subfamilia DinF y subfamilia
de los eMATE (MATE eucarioticos) (Miyauchi, et al., 2017).

Comunmente contienen 12 a-hélices transmembranales (TM) y comparten similitud de
secuencias en esa region, aunque casi no hay secuencias o0 motivos conservados en todos los
miembros (shoji, 2014). TM 1-6 y 7-12 forman los lébulos N y C, respectivamente, que estan
relacionados por una simetria pseudo-doble intramolecular (Miyauchi, et al., 2017), estas TM
tienen topologias diferentes a las de los transportadores de la superfamilia de falicitadores
principales (MFS) (Brown, Paulsen & Skurray, 1999; Yan, 2015).

Los transportadores MATE de mamiferos tienen una hélice adicional, TM13, en el lado C-
terminal. Se considera que TM13 estabiliza los MATE en la bicapa de membrana o en sus
interacciones con otras proteinas asociadas, pero su papel preciso aun sigue siendo dificil de

determinar (Miyauchi, et al., 2017).

Son transportadores secundarios (antiporte) que acoplan la translocacién del sustrato catioénico
(que pueden ser metabolitos, toxinas o xenobidticos) con un gradiente electroquimico de iones
de H* o Na* establecido entre dos membranas. Se pueden encontrar en la planta en tonoplasto,

membrana plasmatica, y otros organelos membranosos (Dobritzsch, et al., 2016).

Median el eflujo de xenobidticos, su funcién principal es mantener la homeostasis celular, se
encuentran en todos los dominios de la vida y confieren al organismo que los expresa resistencia
a variedad de sustancias como alcaloides, flavonoides, y metales pesados como el aluminio o el
cadmio, también son responsables del transporte de acido abscisico, un regulador de crecimiento
vegetal (Miyauchi, et al., 2017; Shoji, 2014).

Hablando de sus subfamilias, las proteinas NorM son las primeras proteinas MATE
caracterizadas funcional y estructuralmente (Morita et al., 1998; Morita et al., 2000; He, et al.,
2010; Long, et al., 2008). En el estado unido al cation de NorM-VC (de Vibrio cholerae), un ion
Rb + se une al I6bulo C, que consiste en TM6—TM12. En el centro del I6bulo C, un par de residuos
acidos (Glu255 y Asp371) forman el bolsillo cargado negativamente, que esta altamente

conservado entre los miembros de la subfamilia NorM (Miyauchi, et al., 2017).

23



CAPITULO |

Los analisis mutacionales de NorM de Vibrio parahaemolyticus (NorM-VP) revelaron que la
actividad de transporte fue abolida por la sustitucion del Asp367 conservado (D367A y D367N),
correspondiente a Asp371 de NorM-VC, lo que indica la importancia de este residuo conservado
(Otsuka, et al., 2005b).

estudios previos de Pseudomonas stutzeri NorM (NorM-PS) mediante calorimetria de titulacion
isotérmica (Nie, et al., 2016) y espectrometria de masas de intercambio de hidrogeno-deuterio
(Eisinger, et al., 2018) sugirieron que los residuos acidos en el centro del I6bulo C (Glu255 y
Asp371 de NorM-VC) esta involucrado de manera directa en el reconocimiento del sustrato. Por
lo tanto, el bolsillo alrededor de Glu255 y Asp371 de NorM-VC puede funcionar como el sitio de
unién del sustrato, y los iones Rb* y Cs* pueden unirse a este sitio imitando los sustratos

cationicos (Miyauchi, et al., 2017).

La subfamilia de proteinas F inducibles por dafio al DNA (DinF) por sus siglas en inglés (DNA
damage-inducible protein F) pertenecen a la familia de proteinas MATE y estan ampliamente
conservadas entre bacterias y arqueas (Brown, Paulsen & Skurray, 1999; Omote, et al., 2006).
Estas proteinas transportan sustratos como bromuro de etidio desde dentro de la célula hacia
fuera, esto lo realiza, como todos los MATE, utilizando un gradiente electroquimico de iones H*
o Na* (Begum, et al., 2005; Chen, et al., 2002; Tanaka et al., 2013; Huda, et al., 2003).

En Pyrococcus furiosus hay una DinF (PfMATE) que tiene un Asp en la posiciéon 41 en la TM1
que esta altamente conservado entre los MATE procaridticos, (en ambas subfamilias, tanto la
DinF como la NorM). Las mutaciones de Asp41 (D41A y D41N) redujeron la actividad de
transporte de farmacos e H*y la complementacion, lo que sugiere la importancia de Asp41 para

el transporte de sustrato (Miyauchi, et al., 2017).

Un analisis de secuencias de aminoacidos revelé que tanto la subfamilia eMATE como la NorM
poseen un par de residuos acidos conservados en el [6bulo C. Los analisis bioquimicos del MATE
humano (hMATE1) demostraron que la mutacion neutralizante del residuo acido en TM7 afecto
la afinidad de unioén al sustrato y, anulé por completo la actividad de transporte (Otsuka, et al.,
2005a). Este resultado sugiere que los eMATE y los NorM comparten un mecanismo de
transporte similar (Miyauchi, et al., 2017), lo cual se detalld6 mas adelante con ayuda de la
determinacion de las estructuras cristalinas de eMATEs de Arabidopsis thaliana (AtDTx14) y
Camelia sativa (CasMATE). CasMATE tiene un bolsillo del I6bulo C esta cargado negativamente
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y es lo suficientemente grande como para acomodar los sustratos de MATE de la planta, incluida
la berberina (Miyauchi, et al., 2017).

Los grupos A, By C en la figura 1.7 corresponden a proteinas MATE de plantas relacionadas
con la acumulacion de metabolitos secundarios, expulsion de xenobiéticos como bromuro de etilo
y tetrafenilfosfonio, transporte de hormonas y traslocacion de iones de hierro/aluminio

respectivamente (Tanaka, Iwaki & Tsukazaki, 2017).
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Figura 1.7. Arbol filogenético de familias de proteinas MATE de plantas y procariotas tomado de Tanaka,

Iwaki & Tsukazaki (2017).
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Figura 1.8. A: Representacion de liston de CasMATE vista desde la regidon de la membrana y el lado
extracelular. Se enumeran los dominios transmembranales B: Acercamiento al I6bulo C y el I6bulo N de la

cavidad interna. Tomado de de Tanaka, lwaki & Tsukazaki (2017).
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Figura 1.9. Esquema de acceso alternativo en los transportadores MATE tomado de Claxton, Jagessar &
Mchaourab, 2021.
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Para el transporte de sustancias, se ha propuesto un mecanismo de interruptor basculante similar
al utilizado por los principales transportadores de la superfamilia facilitadora, (Law, Maloney &

Wang, 2008; Tanaka, et al., 2013) como se muestra en la figura 1.9.

A diferencia de los MATE de plantas, los MATE de arqueas y procariotas tienen una caracteristica
del I6bulo N altamente conservado en secuencia y estructura que parece ser esencial para la
coordinacién de iones y ruta de traslocaciéon (Claxton, Jagessar & Mchaourab, 2021). Los
transportadores MATE de 2 plantas: CasMATE (C. sativa) y DTX14-At (A. thaliana) Poseen un
parche de aminoacidos acidicos y polares en el |6bulo C, cerca de la cavidad central que se
propone que media la unién mutuamente excluyente de H+/sustrato (Miyauchi, et al., 2017,
Tanaka, Y., Iwaki, S., & Tsukazaki, T. 2017; Claxton, Jagessar, & Mchaourab, 2021).

En A. thaliana se observaron dos motivos conservados entre sus transportadores MATE, las
secuencias son: CGQA localizada entre el TMD2 y el 3 y RVSNXLGA localizada en el TMD8 (Li
et al., 2002).

1.8.2.1. Transportadores MATE para alcaloides

Algunos transportadores tipo MATE se han reportado como movilizadores de alcaloides, uno de
estos ejemplos es el de Arabidopsis thaliana que tiene una proteina MATE encontrada en la
membrana plasmatica (AtDTX1) que se encarga de eliminar la berberina exdgena de las células
de esta planta, lo que le permite sobrevivir en concentraciones de esta sustancia que a otras
plantas las matarian (Li, et al., 2002). En un estudio en Coptis japonica de Takanashi y
colaboradores en 2017 se demostrd que un transportador MATE (CJMATE1) es responsable de
la movilizacién de berberina a través de la vacuola. Hay mas MATE involucrados con el transporte
intracelular; en el tabaco se movilizan nicotina y otros alcaloides a través de transportadores
como NtMATE1, NtMATEZ2 encontrados en raiz (Shoji, et al., 2009) y Nt-JAT1 y Nt-JAT2
encontrados en hojas (Morita, et al., 2009; Shitan et al., 2014).

En el transcriptoma XT1 se han encontrado secuencias similares a las mencionadas en el parrafo
anterior: AMMATE1, AmMMATE2 y AmMMATES similares a CJMATE1; AmMMATE4 similar a los
NtMATE1 y 2, y de la misma manera que a AMMATES que a su vez es similar a AtDTX1.
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1.8.3. Transportadores PUP

Las permeasas de purinas (PUP) por sus siglas en inglés, recientemente también conocidas
como permeasas organocatiénicas de plantas (POP) (Jelesko, 2012), son una familia de
transportadores que, basado en busquedas BLASTP reciprocas, se asignharon a una antigua

superfamilia de transportadores de farmacos y metabolitos (DMT) (Jack, et al., 2000).

A las proteinas PUP se les dio la designacion de cédigo de clasificacion de transportador (TC)
2.A.7.14. Una consulta BLAST de NUP1 (un transportador de nicotina en N. tabacum) en la base
de datos de dominios conservados (CDD) del NCBI identificé un dominio pfam 03151 conservado
(valor de expectativa BLASTP = 7,1x1028). En CDD, el dominio pfam 03151 esta asociado con
la superfamilia EamA (Jelesko, 2012).

Sus miembros, son transportadores de alta afinidad especificos para la adenina, la guanina y la
hipoxantina, y probablemente tienen una funcién importante en el transporte de fitohormonas,
citoquininas y alcaloides, como la cafeina y la nicotina. Transportan ademas una variedad de
sustratos no nitrogenados, como la vitamina B6 (Jelesko, 2012; Szydlowski et al., 2013; Kato et
al., 2015).

La cafeina y la teobromina son alcaloides provenientes de purinas que se unen competitivamente
a las PUP (Dastmalchi, et al., 2019). Se encontré en el tabaco una PUP (NtNUP1) que esta
implicada en el transporte de nicotina, se encuentra en la membrana plasmatica y podria estar
involucrada en la translocacion desde las raices hacia los érganos aéreos (Hildreth, et al., 2011),
donde son recluidas en la vacuola por un transportador MATE (Morita, et al., 2009), lo curioso es
que la nicotina no es un alcaloide derivado de las purinas, por lo que con este hito se amplia el

catalogo de transporte de estas proteinas (Dastmalchi, et al., 2019).

Las busquedas de similitud y filogenias de PUP y NUP publicadas son consistentes con el origen
de la familia PUP/2.A.7.14 en plantas terrestres después de las briofitas (Gillissen et al., 2000;
Hildreth et al., 2011). Sin embargo, es improbable que un transportador progenitor PUP/2.A.7.14
se formara completamente de novo en plantas. En cambio, es mas probable que se derivara de

una familia de DMT diferente preexistente en las plantas (Jack et al., 2001; Jelesko, 2012).
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El mecanismo de transporte exacto de los PUP no esta entendido aun, pero se presume que
actuan probablemente como simportadores de protones mediante el uso de mecanismos de

transporte activo secundario (Nogia & Pati, 2021; Jelesko, 2012).

En el estudio de Hildreth y colaboradores en 2011, se utilizaron plantas de tabaco transgénicas
que expresaban NUP1-RNAI, estas plantas tienen niveles foliares de nicotina reducidos. Sin
embargo, estos niveles de acumulacién de nicotina en hojas no se deben al transporte alterado
de este alcaloide de las raices a los brotes per se, porque las plantas NUP1-RNAi no tienen
comprometida su capacidad de transportar proporcionalmente la nicotina exégena alimentada a
las raices hacia las hojas. Mas bien, una menor nicotina foliar se correlaciona con niveles mas
bajos de nicotina en las raices. Si bien los niveles de expresion de NUP1 afectan claramente el
metabolismo general de la nicotina, actualmente se comprende poco el mecanismo molecular

por el cual NUP1 afecta los niveles de acumulacion de nicotina (Hildreth et al., 2011).

En un estudio sobre la biosintesis de ABIs realizado por Dastmalchi y colaboradores en 2019, se
ensamblé un modelo preliminar del genoma de Papaver somniferum y notaron una secuencia
similar a una PUP dentro de un grupo de genes que codifican varias enzimas biosintéticas de
opiaceos (Chen et al., 2018; Facchini et al., 2018). Con ello se identificaron nueve homdlogos a
PUP en transcriptomas de P. somniferum varios de los cuales funcionan como transportadores
de ABIs. Estos transportadores aumentan la concentracién de los precursores de ABIs como la
L-DOPA y S-reticulina dentro de la célula por lo que presumiblemente son importadores de estos
(Dastmalchi, et al., 2019).

1.9. RECAPITULACION DE LOS ANTECEDENTES

En las plantas productoras de alcaloides una estrategia comun para evitar la citotoxicidad es
dividir la biosintesis y almacenaje de estas moléculas en diferentes tejidos (Loza-Muller, et al.,
2021), en Coptis japonica se sabe que los alcaloides son producidos en raiz y almacenados en
el rizoma (Shitan, 2013). En Argemone mexicana la berberina se encuentra principalmente en la
parte epigeal y en las hojas (Xool-Tamayo, 2016), en contraste con sus transcritos biosintéticos
los cuales estan en mayor cantidad en tallo y hojas; la sanguinarina se encuentra en la raiz y las
semillas maduras pero los transcritos de las enzimas que se encargan de su biosintesis no se
expresan en semillas, la evidencia antes mencionada sugiere que puede haber participacién de
transportadores que movilicen estos alcaloides a los diferentes tejidos (Vazquez-Flota, et al.,
2018).
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Ya se han logrado identificar y caracterizar algunos transportadores ABC en A. mexicana, como
el AMABCB1 que se localiza en membrana plasmatica y pueden mediar el flujo de sanguinarina
y berberina, fue aislado de semillas maduras. Este transportador fue identificado en el
transcriptoma de plantulas de A. mexicana XT1 comparandolo con los transportadores de
alcaloides de C. japonica y Thalictrum minus, se realizaron analisis de sus niveles de expresion
en los cuales se demostrd que las semillas maduras eran su localizacion principal, asi como
también ensayos in vitro en levadura en los que se observé que tenia actividad transportadora

para berberina y sanguinarina (Loza-Muller, et al., 2021).

Existen otros tipos de transportadores de alcaloides, un transportador ABCG de tamafo completo
(CrTPT2) es responsable de la excrecion de catharantina hacia la superficie de las hojas de
Catharantus roseus (Yu & De Luca, 2013). Ademas de los transportadores ABC también existen
otros tipos de transportadores como los MATE y los PUP que se sabe que pueden transportar
alcaloides (Shitan et al., 2014). Los MATE son usados en multiples organismos para mediar el
eflujo de xenobidticos, en Arabidopsis thaliana un transportador MATE encontrado en la
membrana plasmatica (AtDTX1) se demostrd capaz de eliminar la berberina exégena de las
células de esta planta (Li, et al., 2002). Se demostré que un transportador MATE (CJMATE1) es
responsable de la movilizacion de berberina a través de la vacuola en Coptis japonica
(Takanashi, et al., 2017). También hay transportadores MATE involucrados con la movilizacion
intracelular de nicotina y otros alcaloides del tabaco como los son NtMATE1, NtMATE2
encontrados en raiz (Shoji, et al., 2009) y Nt-JAT1 y Nt-JAT2 en las hojas (Morita, et al., 2009;
Shitan et al., 2014).

En particular, los transportadores tipo MATE que movilizan alcaloides, han sido poco estudiados,
se han caracterizado con ensayos de transporte mediante la expresion heteréloga en levaduras
y su localizacion subcelular se ha encontrado utilizando métodos como proteinas de fusion con
GFP, ensayos de fraccion microsomal, western blot y microscopia inmunoelectronica (Shitan,
Kato, & Shoji, 2014). Cabe destacar que los transportadores de alcaloides MATE que se han
caracterizado cumplen con funciones de movilizacién intracelular, pero los transportadores
MATE en general no se limitan a las endomembranas y pueden movilizar sustratos dentro y fuera
de las células. Solo se ha confirmado la actividad movilizadora de alcaloides de manera
enddgena de los MATE en Nicotiana tabacum y en Coptis japonica (Gani, Vishwakarma & Misra,
2021).
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De la misma manera existen permeasas de purina (PUP) encargadas del transporte de alcaloides
en membrana plasmatica como es el caso de la NUP1, encontrada en raiz de tabaco que se
encarga de reingresar nicotina desde el medio extracelular hacia el citosol (Hildreth, et al., 2014;
Kato et al. 2015); existen mas permeasas de purina como las encontradas en el genoma de
Papaver somniferum que se encargan de aumentar la concentracién intracelular de los
precursores de ABIs como la L-DOPA y S-reticulina (Dastmalchi, et al., 2019). Los ejemplos
anteriores dejan en claro que hay variedad de transportadores de alcaloides en las plantas y

tienen multiples funciones.

Con los datos del transcriptoma XT1 de plantulas de A. mexicana se encontrd que hay evidencia
de otros posibles transportadores de alcaloides por lo que en este trabajo se seleccionaran los
candidatos mas prometedores para su posterior aislamiento, analisis de expresion, y ensayo de

sus actividades transportadoras.
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2. JUSTIFICACION

La distribucion tisular de los alcaloides en A. mexicana sigue patrones diferentes a la de los
transcritos involucrados en su biosintesis. Esto podria deberse a la participacion de mecanismos
de transporte operando entre las diferentes células y/o tejidos. Recientemente, se logré el
aislamiento y caracterizacion funcional de un transportador de alcaloides tipo ABC-B en semillas
de Argemone y un analisis bioinformatico del transcriptoma de plantulas revelé la presencia de
numerosos candidatos a proteinas transportadoras, no sélo del tipo ABC, sino también de otras
familias como PUP y MATE. En este trabajo se propone identificar, aislar y caracterizar algunos
de estos candidatos. Se propone seleccionar, a partir del transcriptoma disponible, los candidatos
mas interesantes por novedosos vy la viabilidad para su aislamiento y caracterizacion Sera de
interés particular los transportadores de alcaloides tipo MATE ya que se han estudiado poco,
aunque en C. japonica ya se ha descrito un transportado tonoplastico para berberina. Los datos
y conclusiones a las que se lleguen con este trabajo aumentaran el conocimiento sobre las
caracteristicas distintivas de los transportadores movilizadores de alcaloides, abriendo la
posibilidad de una utilidad practica en la industria biotecnolégica como herramientas para la
obtencion de ABIs u otros metabolitos por medio de tecnologias de ingenieria metabdlica y de

transporte.
3. HIPOTESIS

Existen sistemas de transporte para alcaloides bencilisoquinolinicos mediados por proteinas de
las familias ABC, MATE y PUP, en Argemone mexicana se ha documentado la presencia de
proteinas de estos tipos, es probable que algunas de estas proteinas estén involucradas en la

movilizacién de ABIs en esta planta.
4. OBJETIVOS
41. OBJETIVO GENERAL

Identificar, aislar y caracterizar molecularmente cDNAs de Argemone mexicana correspondientes
a proteinas filogenéticamente relacionadas a transportadores de alcaloides bencilisoquinolinicos

funcionalmente caracterizados en otras especies.
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4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |dentificar y seleccionar por medios bioinformaticos candidatos a proteinas
transportadoras de alcaloides en el transcriptoma de A. mexicana.

o Aislar los cDNA de los candidatos seleccionados.

e Caracterizar los patrones de expresion de las proteinas transportadoras seleccionadas
en diferentes tejidos y condiciones.

e Caracterizar in silico los candidatos seleccionados.
5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

La estrategia experimental para cumplir los objetivos se muestra en la Fig. 5.1 y consta de tres

etapas.

Transcriptoma plantulas de A. mexicana

l Busqueda por etiquetas

Proteinas ABC, MATE, PUP

Similitud y cercaniaa
transportadores descritos

Identificacion de candidatos

l Seleccidén

Aislamiento de cDNA completos

| Caracterizacion

! !

Analisis de expresion tisular Analisis in silico

Figura 5.1. Diagrama de la estrategia experimental seguida en este trabajo.
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En la primera de ellas se identificaran candidatos a proteinas transportadoras de alcaloides en el
transcriptoma XT1 de plantulas en desarrollo. Para ello, las secuencias etiquetadas como
proteinas ABC, MATE y PUP se seleccionaran, se organizaran y seran depuradas de acuerdo a
criterios establecidos (ver seccion 7.2). Las secuencias depuradas seran comparadas contra
transportadores conocidos de los diferentes tipos utilizados como referencia. Aquellas con
cercania filogenética a las referencias y que cumplan con los criterios definidos en la seccion 7.2,
seran seleccionadas como candidatos para el aislamiento de los cDNA correspondientes. La
segunda etapa consistira en el aislamiento de los cDNA de los candidatos seleccionados. Para
ello, se extraera el RNA de diferentes tejidos de plantas maduras y se analizara la abundancia
de los candidatos por RT-PCR de punto final. Los cebadores para las amplificaciones se
disefiaran basados en secuencias distintivas para cada candidato. Para el aislamiento de los
cDNA correspondientes a los candidatos seleccionados se partira de los tejidos mostrando
niveles significativos de los transcritos de interés. Los cDNA se aislaran mediante metodologias
estandar de PCR y los productos con presuntos marcos de lectura completos se clonaran en
vectores bacterianos para su multiplicacion y manipulacién. La identidad de los candidatos
aislados se verificara por secuenciacion. Finalmente, en la tercera etapa, se caracterizaran los
candidatos aislados por el nivel de expresion en los diferentes tejidos y por la presencia
secuencias involucradas en su localizacién y funcionamiento como bolsas hidrofébicas vy sitios

propensos a fosforilacion mediante un analisis in silico de las secuencias seleccionadas.

Los detalles de las metodologias desarrolladas en las diferentes etapas se describen en las

secciones siguientes.
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6. MATERIALES Y METODOS
6.1. MATERIAL BIOLOGICO

Para la extraccion de acidos nucleicos se utilizaron plantas maduras de Argemone mexicana
colectadas en campo en Mérida, Yucatan, plantulas en desarrollo de 8 semanas de edad
germinadas a una temperatura constante de 25°C, humedad relativa del 60% vy ciclos de luz y
oscuridad de 12horas. Las suspensiones celulares de A. mexicana se tomaron a los 14 dias de
resiembra de la linea AM1 provenientes de hojas de Argemone mexicana (Monforte-Gonzalez et
al., 2019). Las cepas bacterianas utilizadas fueron E. coli Top10 quimicamente competentes
genotipo: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(araleu)7697
galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG y se mantuvieron como se recomienda por los proveedores

en medio LB suplementado con los antibidticos recomendados.
6.2. METODOS
Manipulaciéon de acidos nucleicos.

Extraccion de RNA. El RNA total de los diferentes tejidos se extrajo por el método de Rubio-
Pina & Vazquez-Flota (2008). La calidad del RNA obtenidos se verificd por observacion en geles
de agarosa y por el cociente de absorbancia 280/260. Para RT-PCR, el cDNA se prepard con
1mg de RNA total, 0.5ug de oligodT1s, 40U de RNAsaout y 200 U de MMLV RT, con 4 ml el buffer

5xFirstStrand en un volumen total de reaccién de 20 pL.

PCR. Las amplificaciones por PCR se llevaron a cabo en un equipo Veriti ® 96-Well Thermal
Cycler Modelo #: 9902 en mezclas conteniendo, 5 picomoles de los cebadores especificos
(Tablas 8.1, 8.3), 0.2 mM de la mezcla de dNTP, 2.5 mM de MgCl y 2 U de TaqPol. Para
amplificaciones de cDNA se emplearon 150 ng como templado inicial, mientras que para DNA
plasmidico se utilizaron 75 ng. Para las amplificaciones de los fragmentos grandes y completos
de los transportadores, se usaron mezclas similares que contenian 200 ng de templado inicial,
1.25 U de polimerasa Phusion y se afiadio 2.5% del volumen total de la reaccion de DMSO. La
temperatura de amplificacion fue 72°C en todos los casos. El numero de ciclos y temperaturas
para el alineamiento de los cebadores se muestra en las Tablas correspondientes. Los productos

de las amplificaciones se separaron en geles de agarosa 1.4% en buffer TAE 1X (Tris-HCL 40
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mM, pH 8.0, acido acético 40 mM, EDTA 1 mM) y se visualizaron por tincién con bromuro de

etidio en un transiluminador ChemiDoc™ MP Imaging System de Bioradiations.

Aislamiento de los cDNA. Los productos de las amplificaciones se separaron por electroforesis
y las bandas con los tamanos esperados se extrajeron del gel cortando la zona que los contenian.
El fragmento de gel con el DNA se disolvié en Agarose Disolving Buffer del Zymoclean™ Gel
DNA Recovery Kit con numero de catalogo D40007 y se procedio con el proceso de purificacion
segun las instrucciones del fabricante. EI cDNA asi obtenido se cuantificd por fluorescencia en
un Nanodrop Lite Spectrophotometer de Thermoscientific y se insertd por ligacion en los vectores
plasmidicos adecuados. Los plasmidos conteniendo los cDNA de interés se transformaron en las
cepas bacterianas recomendadas y aquellas con las construcciones correctas se seleccionaron

como se describe en las secciones correspondientes.

Reacciones de Ligaciéon. Los fragmentos de DNA de interés fueron clonados en vectores
plasmidicos. Para ello, se les agregaron colas de 1 adenina en los extremos 3'. agregando 250
ng de los transportadores (producto de PCR) en un tubo de 200uL, se le anadié 1ul de Tag DNA
polimerasa 10x reaction buffer con MgCl. posteriormente se le afiadieron 5 unidades de Taqg DNA
polinerasa y agua desionizada para un volumen final de 10ul, se incubd durante 30 minutos a
70°C vy se utilizaron 4l de esta reaccion para la ligacién con el vector PCR8/GW/TOPO en la
que se agregd 1ul del vector y 1ul de solucién salina para un volumen total de 6ul que se

incubaron 30 minutos a temperatura ambiente.

Transformacion. Se tomé la mitad del volumen de la reaccién de ligacién “Gateway LR Clonase
Enzyme Mix” con numero de catalogo 11791020 de /nvitrogen para transformar células
competentes de E. coli Top 10 con los vectores de entrada PCR8/GW/TOPO-AMMATE4 y
PCR8/GW/TOPO-AmMMATES en medio SOX, estas bacterias habian sido descongeladas
previamente en hielo, se mezcldé suavemente con la punta de la pipeta y se mantuvieron en hielo
por 30 minutos mas, se transfirieron a un bafio de agua a 42°C por 90 segundos y después a
hielo 5 minutos, después se incubaron por 1 hora a 37°C con una agitacion de 200rpm. Se
tomaron 100ul de células competentes y se sembraron por extensién con varilla en medio LB

suplementado con 100 ug/ml de espectinomicina. Se incubaron las cajas a 37°C por 16 horas.

Posteriormente con una punta de micropipeta se tocan de nuevo las colonias seleccionadas y se
depositan con todo y punta a un tubo de 15ml con 4ml de medio LB liquido, tanto las puntas

como el tubo y el medio fueron previamente esterilizados, y una concentracion de 100 ug/ml de
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espectinomicina se incuban durante 16 horas a 37°C con una agitacion de 150rpm, luego, se
procedid a hacer la extracciéon de los plasmidos de estas colonias utilizando el kiit ZymoPure™
Plasmid Miniprep kit con numero de catalogo D4209 de acuerdo a las instrucciones del
fabricante, una vez aislados los plasmidos se verificd que el AMMATEDS estuviera en la direccién
deseada digiriéndolo con EcoRV, se tomaron 250ng de plasmido para la reaccién, se incubd la
reaccion de 20ul a 37°C durante 1 hora y posteriormente se inactivo la enzima incubandola a
80°C por 20 min. Se corrié un gel de agarosa con sus respectivos controles (no digerido) y se

observaron los resultados.

Analisis bioinformaticos. Como fuente para la busqueda de los candidatos se empled el
transcriptoma XT-1 de plantulas completas de A. mexicana (Xool-Tamayo, 2017). Las

herramientas utilizadas se describen en las secciones correspondientes.

Para los analisis in silico se tomd de base la secuencia del transcriptoma, se tradujeron a cadenas
protéicas las cuales se utilizaron para buscar in silico péptidos sefal, sefiales de retencién en
reticulo endoplasmico con ayuda de las herramientas bioinformaticas: TargetP - 2.0 en el sitio
web [https://services.healthtech.dtu.dk/services/TargetP-2.0/]; ScanProsite tool en el sitio
[https://prosite.expasy.org/scanprosite/]; SignalP - 5.0 en el sitio web:
[https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-5.0/]; y su ubicaciéon subcelular probable
directamente con las herramienta Plant-mPLoc en el sitio web:
[http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-multi/] y BUSCA en el sitio web
[https://busca.biocomp.unibo.it/] asi como WoLF PSORT en la web
[https://www.genscript.com/wolf-psort.html] para tener mayor claridad respecto a sus
localizaciones dentro de la célula. Las secuencias protéicas también fueron usadas para construir
un modelo tridimensional de las proteinas transportadoras con phyre2 (Kelley et al, 2015) en el
sitio web: [http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre2/html/page.cgi?id=index] asi como las estructuras
tridimensionales de alcaloides propios de Argemone mexicana en PubChem (Kim et al, 2023) en
el sitio web: [https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/] y se analizaron las cavidades en un analisis de
docking molecular en CB-DOCK2 (Yang Liu et al, 2022; Xiaocong Yang et al, 2022) en el sitio
web: [hitps://caxdd.labshare.cn/cb-dock2/php/blinddock.php] en busca de los sitios de union a

sustrato mas probable y cavidades en la proteina en las que este pueda interactuar.

Paralelamente con el analisis anterior se identificaron los probables sitios de fosforilacion, para

ello se utilizd NetPhos - 3.1 (Blom, Gammeltoft & Brunak, 1999) en el sitio web:
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[https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/] a partir de sus secuencias de

aminoacidos.

Continuando con la caracterizacion in silico, se llevo a cabo un analisis de hidrofobicidad para
reforzar las conclusiones del analisis de fosforilacidén. Este se realizé mediante la herramienta en
linea DeepTMHMM - 1.0 (Jeppe Hallgren, et al, 2022) en el sitio web:
[https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepTMHMM-1.0/] a partir de la secuencia de

aminoacidos de ambas proteinas.
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7. RESULTADOS IDENTIFICACION DE CANDIDATOS

7.1. IDENTIFICACION Y SELECCION DE TRANSPORTADORES DE ALCALOIDES EN
EL TRANSCRIPTOMA DE “ARGEMONE MEXICANA”

Se partid6 de un transcriptoma de plantulas (XT-1) para la busqueda de secuencias
correspondientes a transportadores por revision de la anotacion funcional en primera instancia.
Para los analisis posteriores, las etiquetas arrojadas en este rastreo se seleccionaron aplicando
criterios que incluian el tipo o familia proteica, la calidad de las secuencias, la completitud del

presunto marco de lectura y la similitud a transportadores de alcaloides conocidos.

7.2. SELECCION DE CANDIDATOS A TRANSPORTADORES DE ALCALOIDES POR
ANOTACION FUNCIONAL

Se analizé el transcriptoma XT1 el cual se elaboré de radiculas e hipocotilos plantulas in vitro de
A. mexicana y fue ensamblado de novo (Xool-Tamayo, et al., 2017). La anotacion funcional y
taxondmica se realizé mediante la herramienta DIAMOND (Buchfink et al. 2021) contra la base
de datos “RefSeq non-redundant proteins” de NCBI. Las secuencias correspondientes a
transportadores se identificaron a través de busqueda de términos utilizando la linea de
comandos Y la instruccion greep. Asi mismo, se identificaron los dominios proteicos mediante
busqueda dirigida por motivos ocultos de Markov (hmm). Lo anterior se realizé6 mediante la linea

de comandos y usando el portal web http://hmmer.org/ (HMMER: biosequence analysis using

profile hidden Markov models; v3.3.2, 2020) utilizando los dominios distintivos para proteinas tipo
ABC, MATE y PUP (Tabla 7.1).

Tabla 7.1. Dominios de referencia para la busqueda de proteinas transportadoras.

Tipo de . Dominios

transportador Clave Pfam Nombre
PF00005.30 |ABC transporter
PF00664.26 |ABC transporter transmembrane region
PF01061.27 |ABC-2 type transporter
PF06472.18 |ABC transporter transmembrane region 2
PF12698.10 |ABC-2 family transporter protein
PF19055.3 |ABC-2type transporter
MATE PF01554 MatE

PUP PF06516 Purine nucleoside permease (NUP)

ABC
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Tabla 7.2. Secuencias de transportadores putativos encontradas en el transcriptoma XT1 de las familias
ABC, MATE y PUP

No. de proteinas

Familia encontradas en
XT1
ABC 870
MATE 102
PUP 40
TOTAL 1012

Esta primera busqueda arrojé un total de 1012 candidatos de los cuales 870, 102, y 40
correspondian a posibles proteinas ABC, MATE y PUP, respectivamente (Tabla 7.2). Se realizé
un primer corte en el que se descartaban todas las secuencias con un E-value > 3.10'8 para
minimizar los falsos positivos y maximizar los verdaderos positivos (Lane, et al., 2016). Como
resultado, se obtuvieron 200 candidatos, de los cuales 132, 19 y 49 correspondieron a las
superfamilias ABC, PUP y MATE, respectivamente (Fig. 7.1). Las secuencias de la familia ABC
se clasificaron en subfamilias por medio de la construccion de un arbol filogenético por
agrupamiento (Fig. 7.2) con el software Mega 11 (Kumar, et al., 2018), mediante alineamiento
multiple con clustal W y reconstruccion por neighbour joining, empleando 20 réplicas de
bootstraps. Se incluyeron proteinas caracterizadas de este tipo ABCA, ABCB, ABCC, ABCD,
ABCF, ABCG y ABCl listadas en la Tabla 7.4 para su segregacion. Se encontraron 21 miembros
de las subfamilias G, asi como 5, 33, 38, 10, 4 y 17 de las subfamilias A, B C, D, E y F,

respectivamente, quedando sin clasificar 4 de las proteinas ABC restantes (Fig 7.2; Tabla 7.3).

Proteinas ABC encontradas

ABC (sin class), 4 ABCA,5

Proteinas transportadoras encontradas

ABCB, 33

49

ABCF, 17

ABCE,4 " ABCD, 10
ABCC, 38

m ABC MaTE = PUP = ABCA ®ABCB  ABCC ABCD = ABCE ABCF = ABCG ABC (sin class)

Figura 7.1. Proporcién de proteinas transportadoras encontradas en el transcriptoma XT1
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Figura 7.2. Arbol filogenético para clasificar las proteinas ABC con proteinas de referencia (neighbour-

joining; 20 bootstraps) codigo de color en Tabla 7.3.

Tabla 7.3. Proteinas ABC clasificadas con su cédigo de color en el arbol filogenético.

o 00

Creees

{

Subfamilia Cantidad

ABCA 5
ABCB 33
ABCC 38
ABCD 10
ABCE 4
ABCF 17
ABCG 21
ABCI 0
ABC (sin clasificar) 4
ABCiotal 132
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Tabla 7.4. Proteinas ABC de referencia con nUmero de accesion.

ABCA

AtABCA10
CrABCA2
AtABCA9
HsABCA4
HsABCA7
HsABCA1

AT5G61740
Cre14.g613950
NP001320984
BAE06122
NM019112
BAH10664

ABCB

AtABCB1
AtABCB19
SIABCB4
AtABCB21
LjABCB1
LaABCB11
AmABCB1
TmABCB1
CjABCB1
CjABCB2
TmABCB2

NP_181228
NP_189528
NP_001234209
NP_191774
AB649310
PMC8584037
MW936653
LC029926
AB043999
AB674325
LC029927

ABCC

ECABCCS8
TaABCC3
HsABCC1
AtABCC1
OsABCC1

QTX16888
AJR33103
NM004996
NM001036039
0s04t0620000

ABCD

AtABCD1
HvABCD1

AEE87128
XP044978584

ABCE

HsABCE1
AtABCE1

NP001035809
AAL26702

ABCF

LrABCF1
MdJABCF1

ALB78135
AGY55269

ABCG

LjABCG1
VmABCG1
CrABCG1
AtABCG16
AtABCG1

BAP90384
KC511773
KC511771
QsMm2v7
080946

ABCI

AtABCI20
AtABCI21
AtABCI19

Q9LZ98
Q9XF19
Q3EDIJO
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En este punto, decidimos dejar de lado todas las proteinas ABC excepto las de la subfamilia G,
debido a que unicamente las subfamilias ABCB y ABCG se han reportado como transportadores
de alcaloides (Shitan, Kato & Shoji, 2014), y ya en trabajos previos se encontré un transportador
de alcaloides de la subfamilia B (Loza-Mdller, 2021), por lo que ya se tiene un representante de
esta subfmilia. Continuando con la seleccidon se tomaron en cuenta unicamente los candidatos
cuya secuencia incluyera un marco de lectura mayor al 90% del promedio de sus familias para
su posterior analisis, esto elimind a todos los candidatos de la familia PUP, a la gran mayoria de
los ABCG quedando 2 representantes de esta familia y a 19 miembros de la familia MATE

quedando 21.

Se construyeron arboles filogenéticos para cada grupo por maxima parsimonia y 500 bootstraps.
En el primero, se incluian las 21 presuntas proteinas MATE de Argemone mexicana y se
incluyeron como referencia tanto proteinas transportadoras de alcaloides como proteinas que no
son descritas como movilizadores de alcaloides especificadas en la Fig. 7.4, mientras que para
las proteinas ABC-G se incluyeron como referencia AtABCG32 (NM128248) y HvABCG
(AB534899) que estan asociadas a la formacién de cuticula en Arabidopsis thaliana y en
Hordeum vulgare respectivamente y como referentes de ABCG transportadores de alcaloides
AhTPT2(KC511775), AhTPT5 (KC511776), CrTPT2 (KC511771), CrTPT5 (KC511772), RsTPT2
(KC511779), RsTPT5 (KC511780), TeTPT2 (KC511777), TeTPT5 (KC511778), VmTPT2
(KC511773) y VmTPT5 (KC511774) (Fig. 7.5). Al haber sido agrupados con proteinas que no
movilizan alcaloides (Fig 7.5), todos los candidatos ABCG quedan fuera y a partir de este

momento soélo se trabajara con los AMMATEs.

Este analisis resultd en la identificacién de dos principales clados en los que se agrupan cinco
presuntos transportadores tipo MATE que desde ahora llamaremos AMMATE1-AmMATES;
AmMATE1 se trabaja en otro proyecto (Loza-Muller, et al. NP), para este trabajo fueron
seleccionados los candidatos de AmMMATE2 a AmMATES. Estos, se agruparon junto a las
referencias CJMATE1 para AmMMATE2, NtJAT2 para AmMMATE3 y NtJAT1 y AtDTX1 para
AmMATE4 y AmMATES5 (Fig. 7.4; Tabla 7.4). Los candidatos seleccionados cumplian con
presentar un marco de lectura completo, estimado (ca. 500 residuos) y mostraron una similitud
significativa con las proteinas AtDTX1, NtJAT1, NtMATE1, NtMATE2 o CJMATE1 con porcentaje
de identidad >32% y porcentaje de cobertura >93%.

Por otra parte, ademas de que las presuntas proteinas AMABCG con el dominio PDR no se

agruparon en el mismo clado que los transportadores de alcaloides conocidos, al aumentar la
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astringencia de seleccion a solamente marcos de lectura completos (ca. 1500 residuos), ninguna

lo cumplié por lo se reafirma la decision de dejarlos de lado.

Tabla 7.5. Proteinas candidatas a estudio.

Ndmero de Tipo de Distribucion

o aminodacidos transportador de dominios Nombre
UN10812 504 MATE MATE-MATE | AmMMATE2
UN12695 495 MATE MATE-MATE | AmMMATE3
UN13083 481 MATE MATE-MATE | AmMMATE4
UN11095 482 MATE MATE-MATE | AmMATES

AmMMATE2 (OGN —E—
AmMMATE3 o s — I 1At E —
AMMATE4 EGIEN S E—
AmMMATES5 G G

Figura 7.3. Arquitecturas predichas en HMMER v3.3.2 de los transportadores candidatos.
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100 — UN12035
98 | L UN16994
09| L uN10976
LF UN10786

86 |_
100 L UN11100
UN10355
47| 99 L UN17864

100 — UN12695/AmMATE3

J—[ AB922128.1 Nicotiana tabacum (NtJAT2)
® I8s | — UN10812/AmMATE2
100 |_r UNO09878/AmMATE1
72 61 - LC199487.1 Coptis japonica CjMATE1
UN11584
XM 015776734.2 Oryz a sativa Japonica Group protein DETOXIFICATION 40
100 UNO1404
B | - AB286961.1 Nicotiana tabacum NtMATE1
100 L AB286962.1 Nicotiana tabacum NtMATE2

50 — UN11904
UN19893
s — UN10698

| 4
L UNos857

100 | - UNO7626
86 L FJ015155.1 Zea mays cultivar C100-6 MATE1
— UN13083/AmMATE4
UN11095/AmMATES
o — NM 126443.5 Arabidopsis thaliana MATE DTX1
L XM 010515933.2 PREDICTED: Camelina sativa protein (CasMATE)
90 L— AM991692.1 Nicotiana tabacum (NtJAT1)

87

100

- UN11321
100 - UNO9173

Figura 7.4. Arbol filogenético (maximum parsimony; 500 bootstraps) presuntos AmMATESs.contra
transportadores MATE que movilizan alcaloides de diferentes espécies (Nicotiana tabacum, Coptis
japonica y Arabidopsis thaliana), transportadores detoxificantes de Zea mays, Ozyza sativa y Camelia
sativa. Los numeros de accesion son los siguientes: AtDTX1 (NM126443), CJMATE1 (LC199487), NtJAT1
(Am991692) NtJAT2 (AB922128), NtMATE1 (AB286961) y NtMATE2(AB286962), también estan
CasMATE (XM010515933), OsDETOX40 (XM015776734) y ZmMATE1 (FJ015155).
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CrTPTS/ KC511772.1

RsTPTS5/ KC511780.1
53

AhTPTS/ KC511776.1

100
— 70

TeTPTS KC511778.1

57,

VmTPTS/ KC511774.1

100 AtABCG32/ NM 128248.2

HvVABCG/ AB534899.1

Bt UNO0O0351

UNO0487

TeTPT2/KC511777.1

100
” RsTPT2/ KC511779.1
?E CrTPT2/ KC511771.1
o

VmTPT2/ KC511773.1

AhTPT2/ KC5117751

Figura 7.5. Arbol filogenético (maximum parsimony; 500 bootstraps) presuntos AmABCGs.contra
transportadores ABCG que movilizan alcaloides de diferentes espécies (Catharanthus roseus, Vinca minor,
Amsonia hubrichtii, Tabemaemotana elegans y Rauvoolfia serpentina y otras espécies: Arabidopsis
thaliana y Hordeum vulgare. Los numeros de accesion son los siguientes: AhTPT2(KC511775), AhTPTS
(KC511776), AtABCG32 (NM128248), HYABCG (AB534899) CrTPT2 (KC511771), CrTPT5 (KC511772),
RsTPT2 (KC511779), RsTPT5 (KC511780), TeTPT2 (KC511777), TeTPT5 (KC511778), VmTPT2
(KC511773) y VmTPT5 (KC511774).
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8. RESULTADOS AISLAMIENTO DE CANDIDATOS AmMMATE2-AmMMATES

8.1. AISLAMIENTO DE LOS POSIBLES TRANSPORTADORES DE ALCALOIDES TIPO
MATE DE “A. MEXICANA”.

Como resultado del analisis bioinformatico, los candidatos AMMATE2, AmMMATE3, AmMMATE4 y
AMMATES fueron seleccionados para el aislamiento de su cDNA, cuatro presuntas proteinas tipo
MATE, etiquetadas como UN10812, UN12695, UN13083y UN11095 en el transcriptoma y que
se denominaran de aqui en adelante como AmMMATESs del 2 al 5, respectivamente. En un trabajo
previo se habia logrado el aislamiento de AmMMATE1 (Loza-Mdiller, et al., NP). De acuerdo con la
secuencia del transcriptoma las presuntas AmMMATEZ2 a -5 codifican para marcos de lectura de
1512, 1485, 1446 y 1476 nucledtidos, correspondientes a polipéptidos de 504, 495, 482 y 492
aminoacidos, respectivamente. Adicionalmente, se obtuvieron 76 y 294 nt de los extremos 5y 3’
de las regiones no traducibles de AmMMATEZ2; 29 y 237 nt de los extremos 5y 3" de las regiones
no traducibles para AMMATES, 35y 247 para AmMMATE4; y 93 y 323 para AmMMATES (Fig. 8.2).
Las diferentes AMMATE mostraron porcentajes de similitud entre 3424 y 77.47% a
transportadores previamente descritos. Asi, AMMATE-2 tuvo 77.47% de similitud con CjJMATE1
(Takanashi, et al. 2017), AMMATE3 60.37% con NtJAT2 (Shitan, et al. 2014), mientras que
AMMATE4 y AMMATES 48.34 y 57.48% respectivamente con NtJAT1 (Morita, et al. 2009). En
todos los casos se encontraron los elementos distintivos del tipo de proteinas, como los motivos
CGQA en el dominio N-terminal y el motivo RXSNELGA en el dominio C-terminal (Fig. 8.1). Las
zonas divergentes mas extensas se encontraron en las regiones en los extremos de las
secuencias y en la region posterior al motivo RXSNELGA, sin embargo, existe divergencia a lo

largo de todas las secuencias (Fig. 8.1).
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CIMATEL 1
NtJAT1 1
NtJAT2
AZMATE2 1 KGGGGE!

ATMATE3 1 TSAVDTCEL{gY
ADMATE4 1 > ISEEENGFELVI
ATMATES 1

CIMATEL 1
NtJAT1
NtJAT2
ADMATE2 140
ARMATE3 150 F§
ATMATE4 1
ADMATES 129

CIMATE1 284
NtJAT1
NtJAT2
AmMATE2 2
AmMATE3 295 HB&COE
AmMATE4 295

AmMATES 2

WAEWSMTGNS-K}'EQHF 500
EGRS-—————===—=m—m—mm—= 470
# HIETEKTASPHSPKGLRAKIYA 507
AmMATE2 4 VVPQIDTQNQ--NSSKQRQVLC 504
AmMATE3 4 GD=m o mmm e 495
AmMATE4 445 L i 481
AmMATES 429 LogsT IS dsT X PR} T QGKEGS TEEDGLK -~~~ === 482

CIMATEL 434 [GiEinie
NtJAT1 426
NtJAT2 4

Figura 8.1. Alineamiento de los AMMATE contra CJMATE, NtJAT1 y NtJAT2, sombreado en rojo las
regiones mas divergentes, sombreado en azul se encuentran los motivos conservados CGQA vy
RVSNELGA.

El aislamiento de los candidatos seleccionados se realizé mediante una estrategia de PCR. Para
ello, primeramente, se disefaron cebadores especificos sobre regiones divergentes para las
diferentes AMMATE, su ubicacion topoldgica y caracteristicas se encuentran en la Tabla 8.1,
esto con el fin de amplificar fragmentos de entre 218 y 540 pb, para cada uno (Tabla 8.1). Para
AmMATEZ2 y AmMMATES se utilizO RNA de las partes aéreas de plantulas juveniles, suspension
celular y raiz de plantulas juveniles, debido a que el transcriptoma es de plantulas y habia mayor
probabilidad de encontrarlos en ese estado del desarrollo. RNA de raices y endospermo de
plantas silvestres maduras fue usado para AMMATES debido a su similitud con NtJAT1
previamente reportados en raiz, y en endospermo debido a que hay evidencia del movimiento de
alcaloides desde la raiz hacia las semillas. Para AmMMATE4 se realizo el ensayo en RNA de
raices, debido a su cercania con AMMATES y NtJAT1, y en tallo para tener otro tejido de
referencia. Se encontr6 abundancia de AmMMATE2 y AmMMATES en la parte aérea y raices de
plantulas y suspensiones celulares; Las raices de plantas maduras mostraron presencia de
AmMMATE4 y AmMMATES. Este ejercicio se realizd unicamente para definir el tejido para el

aislamiento de los cDNA completos de los AMMATEs.
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Tabla 8.1. Cebadores especificos empleados para la deteccién de los transcritos de las diferentes

presuntas proteinas MATE en tejidos de A. mexicana.

Transportador . . Ubicacion o | Amplicén

correspondiente Primers Secuencia Nucleétidos Tm-c esperado
AmMATE2 M2Fw, |5'GTTCGCTCGGCTCTCCATTG3' ORF(783— 802) | 65°C 273bp
AmMATE2 M2Rv; |5'CCGACCAATGCCGCTGATAS' ORF(1055— 1037)] 65°C
AMmMATE3 M3Fw, |5'GGGTACTGTTGGTGCGGCTATG3' ORF(675— 696) | 65°C 290bp
AMmMATE3 M3Rv; |5'ACATGCCTTCCCAGCCATTG3' ORF(964— 945) | 65°C
AmMMATE4 ®| MAFw, |[5'GGGTTTGAATTAGTTGGTGAGA3' ORF(67— 88) |62.1°C 540bp
AmMATE4 M4Rv, |5'CATCGCTGAGCTTATCATCATT3' ORF(606— 585) |63.4°C
AMMATES @ | M5FW imet| 5 ATGGAGGAAGGTTTGTTATTG3' ORF(1—22) |55.4°C 218bp
AmMATES @ | MSRv, |5'AGAGAAGTAGCAATAGCAGTGC3' | ORF(218— 197) | 56°C
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Tabla 8.2. Condiciones de la PCR para la deteccion de la presencia tisular de los transcritos de las

presuntas proteinas AMMATE en tejidos de A. mexicana. A) Condiciones de amplificacion para AmMMATE?2
y AmMMATES3; B) Condiciones de amplificacion para AmMMATE4 y AMMATES

A) B)
1 98°C 2min 1 98°C 2min
2 98°C 20s 2 98°C 20s
x35 3 64°C 25s x35 3 62°C 25s
4 72°C 11s 4 72°C 18s
5 72°C 5min 5 72°C 5min
R cGQ RISNELGA
CiMATE1 508) 306 ass] [o7s ORF: 15000t
Secuencia: 1.97kb
CGQA RVSNELGA
AmMATE2 3101 [321 a7 (903 ORF: 1512nt
Secuencia en transcriptoma: 1.88kb
RVSNELGL
NtJAT2 3(:1?(1:7 a7l [os6 ORF: 1521nt
Secuencia: 1.74kb
CGQA RVSNELGA
AmMATE3 e o] [z ORF:1485n:
Secuencia en transcriptoma: 1.75kb -
RVSNELGA
NUATI ifaia 931] [954 ORF: 1410nt
Secuencia: 1.81kb
CGQA RVSNELGA
AmMATE4 - %Ha/% Mll ORF: 1443nt
Secuencia en transcriptoma: 1.7kb -
AmMATES Las S ORF: 1446nt
Secuencia en transcriptoma: 1.7kb - 27711288 90 53 S
= = —

Figura 8.2. Esquema de AmMMATEs frente a sus referencias mas cercanas (CJMATE1, NtJAT2 y NtJAT1).

Los recuadros representan la ubicacion topolégica de los motivos conservados de los MATEs

especificando, con numeros, los nucledétidos en los que estos inician y terminan; su secuencia proteica se

describe en la parte superior. De gris estan las secuencias codificantes de las referencias y de azul claro,
ambar, magenta y cian oscuro las de AMMATE2, AmMMATES3, AmMMATE4 y AmMMATES respectivamente;

en verde claro se representan los UTR 3’ 0 5’ segun sea el caso. Los triangulos representan la ubicacién

topolégica y el sentido de los cebadores disefiados, la secuencia y nombre de los mismos puede
consultarse en las Tablas 8.1 y 8.3 por codigo de color.
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8.2. AISLAMIENTO DE CDNA DE AmMMATES

Tabla 8.3. Cebadores utilizados para el aislamiento de los cDNA de las presuntas proteinas AMMATE por
PCR.

Transportador ) ) L L. Amplicon
correspondiente Primers Secuencia Ubicacion Nucleétidos | Tm°C esperado
AMMATE2 M2Fw, |5'GTTCGCTCGGCTCTCCATTG3! ORF(783—802) 65°C 505bp

AmMATE2 M2Rv, |5'TCCGAGAGGAAGACCGACGA3' ORF(1287—1268) 66°C
AMMATE3 M3Fw, |5'GGGTACTGTTGGTGCGGCTATG3' ORF(675—696) 65°C 816bp
AmMMATE3 M3Rv, |5'TCTTAATCGCCTGTGCCTCCC3' UTR3'(+5)—ORF(1470) | 66°C
AmMATE4 o | MA4Fw; |[5'GAGAATCAGAGAAAGAAAACAAAG3! UTRS' (-34— -11) 59.6°C 1642bp
AmMATE4 M4Rv; |5'AACTACATGACTTTGCCCTTC3' UTR3'(+165)—UTR3'(+145) | 60.2°C
AMMATES ® | MAFW, met| 5 ATGGAGAGAGAAGAACAAAATCAA3' ORF(1—24) 62.3°C
AmMATE4 M4Rvysc |5'CTCGCCGTTTTTGCTTCT3' ORF(1443—1424) 66.7°C 1443bp
AMMATE5 © | MSFw; |5'GGTATCTCTCTCTACGTCTGTGA3' UTRS' (-57— -35) 62.9°C 1734bp
AmMATES ®| MS5Rv; |5'GGTAGCTTTGCAAGACTCAA3' UTR3'(+236)—UTR3'(+217) | 56.4°C
AMMATES © | M5FW yimet| 5’ ATGGAGGAAGGTTTGTTATTG3' ORF(1—22) 55.4°C 1446bp
AMMATE5 ® | M5Rvysc |S5'CTTTAATCCATCCTCCTCTATT3' ORF(1446—1425) 56.4°C

Con ayuda de los cebadores mostrados en la Tabla 8.3, y usando las condiciones de la Tabla
8.4, se amplificaron fragmentos de AmMMATE2 y amMATE3 de 505 y 816 bp, (Fig. 7.5)
respectivamente y las bandas correspondientes después de separarse en un gel de agarosa

fueron cortadas y eluidas.
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Tabla 8.4. Condiciones de la PCR para el aislamiento del cDNA de AmMMATEs; A) condiciones
para aislamiento de AmMMATEZ2; B) condiciones para aislamiento de AMMATES; C) condiciones
de PCR anidada para el aislamiento de AmMMATE4; D) condiciones de PCR anidada para el
aislamiento de AMMATES.

A) B)
1 98°C 2min 1 98°C 2min
2 98°C 20s 2 98°C 20s
X35 [ 3 58°C 25s X35 [ 3 58°C 25s
4 72°C 25s 4 72°C 25s
5 72°C 5min 5 72°C 5min
0
1 98°C 60s 1 98°C 60s
2 98°C 25s 2 98°C 25s
X35 3 58°C 20s X35 3 60°C 20s
4 72°C 50s 4 72°C 50s
5 72°C 5min 5 72°C 5min
D)
1 98°C 60s 1 98°C 60s
2 98°C 25s 2 98°C 25s
x35 3 58°C 20s x35 3 57°C 20s
4 72°C 40s 4 72°C 40s
5 72°C 5min 5 72°C 5min

A partir de RNA de parte aérea y raiz de plantula y suspensién celular, se obtuvieron productos
de 505 y 816 pb para AMMATE2 y AmMMATES3, respectivamente (Fig. 8.5), que representaban
fragmentos grandes de las regiones c-terminal de estas proteinas, que incluian los motivos
RVSNELGA. Estos productos fueron secuenciados y usados posteriormente para el analisis

molecular de estos transportadores.

Por otra parte, para el aislamiento de AmMMATE4, se parti6 de RNA de raices debido a que
encontramos presencia del fragmento corto de esta secuencia. Primeramente, se utilizaron los
cebadores M4Fw; y M4Rv; (Tabla 8.3) cuyos productos, esperados eran de 1642 pb y
representaban el total del ORF mas 34 nucledtidos en el UTR5' y 165 en el UTR3. En una
primera reaccidén, no se lograron visualizar los productos al ser separados en los geles de
agarosa, sugiriendo un bajo nivel de expresion en las condiciones en las que se encontraba el

tejido utilizado para la extraccion de RNA (Fig. 8.3). Por ello, se utilizé6 una nueva combinacion
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de cebadores (M4Fwiimety M4Rvnsc; Tabla 8.3), disefiados para una reaccion anidada a partir de
los productos de la primera reaccion y cuyo producto esperado era de 1443 nucledtidos,
eliminandose los UTRs y dejando solamente el ORF correspondiente a AMMATE4. Se utilizaron
directamente 5 L de la reaccién primaria como templado para la reaccion y se obtuvo el producto
deseado (Fig. 8.6) que se separd por electroforesis en un gel de agarosa 1.2% y que purificé del
gel el DNA correspondiente escindiendo las bandas y procesandolas con el kit Zymoclean Gel
DNA Recovery Kit de nimero de catalogo D40007, segun lo indica el fabricante. Parte de los
productos se conservaron a -20°C, mientras que otra se utilizé para secuenciacién en un servicio
externo para confirmar su identidad (Fig. 8.12).

Raiz Tallo Tallo Tallo Ctrl (-)
M secundaria  pasal medio apical

1500pb

Figura 8.3. Gel de agarosa de la primera PCR para el aislamiento de AmMMATE4.

Para el aislamiento de AMMATES se partié de RNA total de raices y endospermo de plantas
maduras debido a que aqui se encontré la presencia de este transcrito, también se utilizo tallo
de plantas maduras como tejido de referencia. Se utilizaron los cebadores M5Fw1 y M5Rv, (Tabla
8.3) para una primera reaccién cuyo producto esperado era de 1734 pb (Fig. 8.2). De nuevo, la
amplificacién resulté en una baja formacion del producto, sugiriendo la baja abundancia del
transcrito en las condiciones del tejido utilizado (Fig. 8.4).

AmMATES 5

Endos-
permo

M Raiz Tallo

1.5kb

Figura 8.4. Gel de agarosa de la primera PCR para el aislamiento de AMMATEDS5; Gel de agarosa, 1.2%,

tefiido con bromuro de etidio, marcador: 1Kb Plus DNA Ladder, numero de catalogo 10787018, invitrogen.
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AmMATE 2 AmMATE 3

M PA PR sC ctl - M PA PR sC ctl -

850bp

500b

Figura 8.5. Distribucion tisular y aislamiento de los transcritos correspondientes a las presuntas proteinas
AmMATE2 y AmMMATES. PA, Parte Aérea de la Plantula; PR, Raiz de la Plantula; SC, Suspensién Celular.
Ctl — corresponde a la reaccion de PCR sin cDNA. Gel de agarosa, 1.2%, tefiido con bromuro de etidio,

marcador: 1Kb Plus DNA Ladder, niumero de catalogo 10787018, invitrogen.

Por ello, se realizé una segunda reaccion anidada utilizando los cebadores M5FWinimetY M5RVnNsc
(Tabla 8.3), cuyo producto esperado era de 1446bp (Fig. 8.2) y diferian del primero en que se
eliminaron los UTRs, quedandonos solamente con el ORF de la proteina (Fig. 8.6). El producto
se separo por electroforesis en agarosa y se aisl6 como se describidé anteriormente. Parte del

producto se envié para su secuenciacion en un servicio externo (Fig. 8.13, Fig. 8.14).

Raiz Tallo  Tallo Tllo () AmMATES 5
M secundaria  pasal medio apical Endos-
M Raiz  permo

AmMATE4

1.5kb

Figura 8.6. Aislamiento de los transcritos correspondientes a las presuntas proteinas AmMMATE4 y
AmMATEDS. Ctl — corresponde a la reaccién sin templado. Gel de agarosa, 1.2%, tefiido con bromuro de

etidio, marcador: 1Kb Plus DNA Ladder, numero de catalogo 10787018, invitrogen.
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8.2.1. Transformacion de E. coli con AmMMATE4 y AmMMATES y seleccién de colonias

AmMMATE2 y AmMMATES3 pertenecen el mismo clado que AmMMATE1 por lo que se cree que
comparten caracteristicas similares, debido a ello, se consideré que por ser parte de un clado
distinto al de AmMATE1, tanto AmMMATE4 como AmMATES pueden tener caracteristicas
diferentes que presenten novedad respecto a los anteriores y en consecuencia, sus cDNAs
completos se insertaron en vectores plasmidicos para su multiplicaciéon, almacenamiento y
manejo. Los cDNA para los presuntos transportadores AMMATE4 y AmMMATES se ligaron de
manera independiente en PCR8/GW/TOPO como se describe en la seccion reacciones de
ligacion de materiales y métodos. Una parte del producto de la reaccion de ligacion se utilizé para
transformar células competentes de E. coli Top 10. La transformacién se realizé por choque
térmico como se describe en la seccion “transformacion” de materiales y métodos; las bacterias
transformadas se cultivaron en placas de Petri con medio LB suplementado con 100 pg/mL de

espectinomicina, se incubaron a 37°C por 16 horas.

En un primer ejercicio no se obtuvieron colonias en la reaccion PCR8/GW/TOPO-AmMMATE4. No
obstante, se obtuvieron cerca de 200 colonias de la reaccion PCR8/GW/TOPO-AmMMATES. Se
tomé una porcion de 15 colonias al azar y se analizaron directamente por PCR utilizando los
cebadores M5Fwinimet Y M5Rvnsc (Tabla 8.3). En 9 de las colonias analizadas se obtuvieron
productos de los tamanos esperados y en 12, en un segundo experimento (1446 pb; Fig. 8.7).
Paralelamente, se realizaron cultivos en medio liquido de las colonias con el fin de realizar una
mini preparacion y se tomaron 0.5mL para resguardarlos en una solucién de glicerol al 25% a -
80°C.
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Figura 8.7. Anadlisis de la presencia de AMMATES en las colonias de bacterias transformadas con
PCR8/GW/TOPO-AmMMATES. Se tomaron 15 colonias al azar del producto de la reaccion de
transformacion. Gel de agarosa, 1.2%, tefiido con bromuro de etidio, marcador: 1Kb Plus DNA Ladder,

numero de catalogo 10787018, invitrogen.

Se realizaron mini-preparaciones de DNA de las colonias C2, C3, C4 y C15 y de las colonias C2
y C7 con ayuda del GeneJET Plasmid Miniprep Kit con numero de catalogo K0503,
thermoscientific, conforme a las instrucciones del fabricante. Para determinar la orientacién de
los insertos se digirié el DNA de las colonias anteriores con la enzima de restriccion EcoRV. De
acuerdo a la posicion del inserto en el sitio de clonacion del vector (Fig. 8.9), aquellos con la
orientacion correcta, deberian generar productos de 3753bp y 510 pb, mientras que los insertos
para la orientacion opuesta los productos serian de 3075y 1188 pb. Los productos de la digestion
EcoRYV fueron corridos en un gel de agarosa al 1.2% junto con controles que contenian el DNA
sin digerir (Figura 8.9). En la figura 8.8 observamos el perfil de digestion esperado del plasmido
PCR8/GW/TOPO_AmMATES5 en sentido y en anti-sentido. Como se observa, los productos
fueron de 3075bp y 1188bp indicando que todas las colonias analizadas contenian plasmidos

con el inserto de DNA en orientacion antisentido (Fig. 8.9).
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En sentido En anti-sentido

Figura 8.8. Perfil de digestion de PCR8/GW/TOPO-AMMATES5 con EcoRYV, en sentido: fragmento de
3753bp y otro de 510bp; en anti-sentido: fragmentos de 3075 bp y 1188bp.

59



CAPITULO IV

C2 c7 C15

N/D Digerido N/D Digerido N/D Digerido

3075bp

1188bp

N/D Digerido N/D Digerido N/O Digerido

3075bp
.

1188bp

Figura 8.9. Analisis de la orientacion de los insertos en los plasmidos de las colonias C2, C7, C15y C2,
C3y C4. Los plasmidos fueron aislados y digeridos con EcoRV antes de ser separados por electroforesis.

Gel de agarosa, 1.2%, tefiido con bromuro de etidio, marcador: 1Kb Plus DNA Ladder, nimero de catéalogo

10787018, invitrogen.
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8.2.2. Secuenciacion de los cDNA correspondientes a las presuntas proteinas MATE de

A. mexicana.

Los cDNA correspondientes a las presuntas proteinas MATE, fueron secuenciadas para
confirmar su identidad. Para ello, se prepararon las muestras conforme a las instrucciones del
prestador del servicio, en un tubo con 10uL se tiene una concentracion final de 25ng/ uL de
templado y 1 uM del cebador que se utilizara para la reaccién de secuenciacién (Tabla 8.5).
Debido a que, por el momento no se generaron los productos completos de AmMMATE?2 y
AmMATES, se obtuvieron secuencias parciales. Asi, el fragmento secuenciado de AMMATE?2
correspondia a un tamafo de 505 pb y representaba gran parte del dominio C-terminal de la
proteina (Fig. 8.10; Tabla 8.5). La secuencia del cebador para iniciar la reaccion, se encontraba
en la region previa al motivo RVSNELGA y el producto aislado mostré una identidad de 99%
contra la secuencia del transcriptoma. Por su parte, el fragmento secuenciado de AMMATES3
correspondia a un tamano de 816 pb, representando el dominio C-terminal de la proteina (Fig.
8.11; Tabla 8.5). La secuencia del cebador para iniciar la reaccioén, se encontraba en la parte
media de la secuencia codificante, al final de la region N-terminal y hasta la region C-terminal,
abarcando gran parte de la proteina, el producto aislado también mostré una identidad de 99%

contra la secuencia del transcriptoma.

Tabla 8.5. Fragmentos para secuenciacion AmMMATEs.

AmMATEs Fragmento enviado Primer utilizado Secuencia del primer
AmMATE2 859-1363 M2Fw, 5'GTTCGCTCGGCTCTCCATTG3'
AmMATE3 704-1519 M3Fw, 5'GGGTACTGTTGGTGCGGCTATG3'
AmMATE4 cds M4Rv, 5'CATCGCTGAGCTTATCATCATT3'
AmMATES| PCR8/GW/TOPO-AmMATES M, sFw 5'GTAAAACGACGGCCAGTG3'
AmMATES5| PCR8/GW/TOPO-AMMATES M,3Rv 5'GGAAACSGTTSTGACCATG3'

Para AmMMATE4 se aisl6 el producto de PCR completo correspondiente a su ORF y se secuencid
utilizando el cebador M4Rv,. Las secuencias de los cDNA fueron idénticas a las que se
encontraron en el transcriptoma, salvo en un par de nucledtidos contiguos casi al final de la
secuencia (Fig. 8.12). Para AmMMATES, se aislé PCR8/GW/TOPO-AmMMATES y se secuencio
utilizando los cebadores M3 tratando de abarcar la mayor distancia posible de la secuencia; Se
logré secuenciar un fragmento de 1076bp cuya identidad con el AMMATES del transcriptoma es
de 98% con inserciones en un nucledtido hacia la ultima parte de la secuencia y otro fragmento

de casi 400bp con una identidad de 97% que tenia algunas sustituciones de nucleétido
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mayormente frecuentes hacia el final del fragmento secuenciado. La identidad de los cDNA

aislados con los ensamblajes del transcriptoma confirman que éstas representan transcritos

auténticos de esta planta. Esto es de relevancia considerando que el transcriptoma fue

ensamblado de novo y sin contar con un genoma de referencia.

Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

# AmMATE2

|
350 700 1050 1400 1750

1
Score Expect Identities Gaps Strand
821 bits(444) 0.0 447/448(99%) 1/448(0%) Plus/Plus
Query 909 GGTATCTGATGTTCCTCATTGTGGTGGCGGGTCAGCTGAAGAACGCTAAGATAGCGGTAG 968
CELRDLEEEI LR e EEe e e i eee e eie i nertl
Sbjct 4 GGTATCTGATGTTCCTCATTGTGGTGGCGGGTCAGCTGAAGAACGCTAAGATAGCGGTAG 63
Query 969 CTGCGATATCGATATGCACAAACCTGAGTGGATGGGAATTCATGATATTCTTAGGGTTTA 1028
CEVECEVEERETEER e e et e et e e e e e i
Sbjct 64 CTGCGATATCGATATGCACAAACCTGAGTGGATGGGAATTCATGATATTCTTAGGGTTTA 123
Query 1029 ATGCTGCAATCAGTGTGAGAATCTCAAATGAGCTTGGGGCAGGCAGACCAAGAGCAGCCA 1088
FLLEEEDEEEEEEER e e et e e e eee e e ettt
Sbjct 124 ATGCTGCAATCAGTGTGAGAATCTCAAATGAGCTTGGGGCAGGCAGACCAAGAGCAGCCA 183
Query 1089 AGTTCTCTATACTAGTAGTTGTGATATCAGCGGCATTGGTCGGTATAGCATTCATGGCCC 1148
CECDRLEEEREEEE R EEe e e ey e e b eee e i
Sbjct 184 AGTTCTCTATACTAGTAGTTGTGATATCAGCGGCATTGGTCGGTATAGCATTCATGGCCC 243
Query 1149 TTATCTTGGGTCTGAGAAATGTTTATGCTCTCCCATTTACAAACAGCTCTGAAGTTGCCA 1208
CLRLELDEERR LR L et e bt ee et bt e et eiitl
Sbjct 244 TTATCTTGGGTCTGAGAAATGTTTATGCTCTCCCATTTACAAACAGCTCTGAAGTTGCCA 303
Query 1209 ATGTTGTATCTGACCTTGCCCTAATCTTCTCCTTCACATTGCTACTCAACAGTGTACAAC 1268
CECDDEEEEPETEEE e e e e e e e e e e e e e e i
Sbjct 304 ATGTTGTATCTGACCTTGCCCTAATCTTCTCCTTCACATTGCTACTCAACAGTGTACAAC 363
Query 1269 CCGTCCTAACAGGTGTGGCAGTAGGAGCTGGTTGGCAATGGTTGATAGCGTACGTGAACG 1328
CELECEREERE LR e e e e e e bbbt eer e eenrttl
Sbjct 364 CCGTCCTAACAGGTGTGGCAGTAGGAGCTGGTTGGCAATGGTTGATAGCGTACGTGAACG 423
ey B D g e
Sbjct 424 TAGGATGTTACTATATCGTCGGT-TTCC 450

Figuras 8.10. Alineamientos de la secuencia de los AMMATESs contra el producto de PCR secuenciado.
AmMATE2.
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Distribution of the top 1 Blast

its on 1 subject sequences
AmMATE3

I I
1 350 700 1050 1400 1750
Score Expect Identities Gaps Strand
1389 bits(752) 0.0 757/759(99%) 2/759(0%) Plus/Plus
Query 744 TGGATTGTATCTTTAGCTCAACTAGTATACGT-AGTTAA-TTGGTGTAAAGATGGATGGA 801
COLERLEEREER L e et tentid IIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 8 TGGATTGTATCTTTAGCTCAACTAGTATACGTTAGTTAATTTGGTGTAAAGATGGATGG 67
Query 802 AGGGATTGTCTTGGTTGGCTTTCAAGGAGATATGGGCTTTCGTTCGACTCTCTTTAGCTT 861
CERERRERVEERREE e e e e e e e e ety
Sbjct 68 AGGGATTGTCTTGGTTGGCTTTCAAGGAGATATGGGCTTTCGTTCGACTCTCTTTAGCTT 127
Query 862 CTGCCGTGATGCTTTGCTTAGAGATTTGGTATATGATGGTTTTGGTTGTCCTCACTGGTC 921
CLLEEDTEEEEEL e e et b et et et bt einniinl
Sbjct 128 CTGCCGTGATGCTTTGCTTAGAGATTTGGTATATGATGGTTTTGGTTGTCCTCACTGGTC 187
Query 922 ACCTTGGTGATCCCGTTATTGCAGTTGGGTCAATTTCTATCTGCATGAACATCAATGGCT 981
CORERDERLERREEE R e e e e e e it |
Sbjct 188 ACCTTGGTGATCCCGTTATTGCAGTTGGGTCAATTTCTATCTGCATGAACATCAATGGCT 247
Query 982 GGGAAGGCATGTTGTTTATTGGAATCAATGCTGCCGTAAGCGTGCGGGTTTCAAATGAAC 1041
FELEELLEEEEER L et e e e e e b b Ee e ee ettt
Sbjct 248 GGGAAGGCATGTTGTTTATTGGAATCAATGCTGCCGTAAGCGTGCGGGTTTCAAATGAAC 307
Query 1042 TTGGATCCGGACACCCAAGAGCTGCCAAATATTCCGTCTTGATTATAATCCTCGAATCTC 1101
COVERELEEEEEREEt e e e e e eeer e e b e eerrind
Sbjct 308 TTGGATCCGGACACCCAAGAGCTGCCAAATATTCCGTCTTGATTATAATCCTCGAATCTC 367
Query 1102 TTACTATTGGGCTGTTTTTCATGTTTGTTATCTTGATAAGCAGAGAATACTTTGCTGTAA 1161
FELEERREEEEER e e e e e et e b e ettt
Sbjct 368 TTACTATTGGGCTGTTTTTCATGTTTGTTATCTTGATAAGCAGAGAATACTTTGCTGTAA 427
Query 1162 TATTCACAAGCAGCAAGGAACTTCAAAAAGCTGTTGCTCGCCTAGCTTACCTTCTTGGTG 1221
CREETEECEEEE e e ey eee e et e e et bty
Sbjct 428 TATTCACAAGCAGCAAGGAACTTCAAAAAGCTGTTGCTCGCCTAGCTTACCTTCTTGGTG 487
Query 1222 TCACTATGGTGCTTAACAGCATCCAACCAGTTATATCAGGTGTTGCCGTTGGAGGTGGGT 1281
CORLEELLLERE LR EEr e e bbb e e bttt
Sbjct 488 TCACTATGGTGCTTAACAGCATCCAACCAGTTATATCAGGTGTTGCCGTTGGAGGTGGGT 547
Query 1282 GGCAAGCTTTGGTGGCTTATATTAACCTGGCTTGCTATTACATTTTTGGTCTTCCTTTGG 1341
FEVEEREERREEREEEE e e e e e e e e e
Sbjct 548 GGCAAGCTTTGGTGGCTTATATTAACCTGGCTTGCTATTACATTTTTGGTCTTCCTTTGG 607
Query 1342 GATTCTTTCTAGGTTACAAAGCAAATTTAGGGGTGCAGGGGATTTGGGCTGGCATGCTTT 1401
COLERDEELEERLE e e e e Lt e et et bt eninnl
Sbjct 608 GATTCTTTCTAGGTTACAAAGCAAATTTAGGGGTGCAGGGGATTTGGGCTGGCATGCTTT 667
Query 1402 GTGGAACTGCTTTACAAACTTTGATTCTCTTGTTGATCATTTGGAAAACGAACTGGAACA 1461
FEREEREERREEREErEEe e e e e e e ey e e e i
Sbjct 668 GTGGAACTGCTTTACAAACTTTGATTCTCTTGTTGATCATTTGGAAAACGAACTGGAACA 727
ery 1462 AEASSCTSCACMEHCSASCTCTICATE TS 130
Sbjct 728 AGGAGGCTGCACAAGCATCGGAGCGTGTTCAGATGTGGG 766
Figuras 8.11. Alineamientos de la secuencia de los AMMATESs contra el producto de PCR secuenciado.
AmMMATES3.
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Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

# AmMATE4
I

1 300 600 S00 1200 1500
Score Expect Identities Gaps Strand
1085 bits(587) 0.0 592/594(99%) 2/594(0%) Plus/Minus

Query 14 aa?aaaacaaa???aatacaaaat?TT???T?aa?aacaaaatcaaaatCTTAGTACTCC 73

LLELULEEELEEELLETELL ] LLLLEELLEELETDEETLELLLLT
Sbjct 595 AAGAAAACAAAGAGAATACAAAATGGAGAGAGAAGAACAAAATCAAAATCTTAGTACTCC 536

Query 74  ATTAATTCTAATCAGTGAAGAAGAAAATGGGTTTGAATTAGTTGGTGAGAAGAAGGTTAC 133

LERLLEEEELELEEEE e e e e e Ee e e e iryn
Sbjct 535 ATTAATTCTAATCAGTGAAGAAGAAAATGGGTTTGAATTAGTTGGTGAGAAGAAGGTTAC 476

Query 134 TATTAAGAGTAGTTCACATATTATTGAAGAAGTGAAGAAACAGATATGGTTATCTGGACC 193

IIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 475 TATTAAGAGTAGTTCACATATTATTGAAGAAGTGAAGAAACAGATATGGTTATCTGGACC 416

Query 194 TCTTATATCAGTTAATCTCTTACAGTTCTGCTTACAGATGATTTCAGTTATGTTTGTGGG 253

LERLUEERULEEREEEEEE R e e e e e e ee e inirrnl
Sbjct 415 TCTTATATCAGTTAATCTCTTACAGTTCTGCTTACAGATGATTTCAGTTATGTTTGTGGG 356

Query 254 TCATCTTGGGGAGCTTTCTCTCTCTGGTGCTTCCATGGCTACTTCTTTTGCAACAGTTAC 313

LELLLEEELLEELLEE L e L ettt irnt
Sbjct 355 TCATCTTGGGGAGCTTTCTCTCTCTGGTGCTTCCATGGCTACTTCTTTTGCAACAGTTAC 296

Query 314 TGGTTTCAGCTTATTGATGGGAATGGGAAGTGCATTAGATACTTTATGTGGTCAATCTTA 373

LECLEEEERLERLE R e et et et e et i Lrn
Sbjct 295 TGGTTTCAGCTTATTGATGGGAATGGGAAGTGCATTAGATACTTTATGTGGTCAATCTTA 236

Query 374 TGGAGCAAAACAGTATCATATGTTAGGCATACATATGCAAAGGGCTATGTTTGTTCTTTT 433

LELLLEEEELEELLEEEL L e L L e e e Lt it
Sbjct 235 TGGAGCAAAACAGTATCATATGTTAGGCATACATATGCAAAGGGCTATGTTTGTTCTTTT 176

Query 434 ACTCGTTAGTATTCCGCTTGCTTTCGTATGGGCTAACACAGGCCGTATTCTCATGGCCGT 493

LCLLLEEEEEEREEEE L e e et ee e e et e e ee e ettt
Sbjct 175 ACTCGTTAGTATTCCGCTTGCTTTCGTATGGGCTAACACAGGCCGTATTCTCATGGCCGT 116

Query 494 TGGACAAGATCCGGAAATATCAGCTGAAGCCGGAGTCTATGCTCATTATATGATCCCCTG 553

LECLEELLERLEEL R e EE LR L R L Lt eerirnl
Sbjct 115 TGGACAAGATCCGGAAATATCAGCTGAAGCCGGAGTCTATGCTCATTATATGATCCCCTG 56

Query 554 CCTTTTTGCATATGGACTTCTTCAATGTCATGTCAGGTTTTTACAAACCCAAAA 607

LELLERRLEEEE R e e et e e e e ert teeei et
Sbjct 55  CCTTTTTGCATATGGACTTCTTCAATGTCATGTCAGGTTT--ACAAACCCAAAA 4

Figuras 8.12. Alineamientos de la secuencia de los AMMATESs contra el producto de PCR secuenciado.
AmMMATEA4.
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Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

ﬁ AmMATES(M13Rv)
1

1
1 250 500 750 1000 1250
Score Expect Identities Gaps Strand
1586 bits(1758) 0.0 921/936(98%) 11/936(1%) Plus/Plus
Query 1 ATGGAGGAAGGTTTGTTATTgaagaagagggaagatgagagaagagagaagGGTTTTACA 60
, mnmutiishinmaumsnnmaammiing
Sbjct 141 ATGGAGGAAGGTTTGTTATTGAAGAAGAGGGAAGATGAGAGAAGAGAGAAGGGTTTTACA 200
Query 61 TGGAGTGTATTTGTAGAAGAAACAAAGATTGTGGGTTATATTGCTGGTCCAATGGTAGCT 120
: ittt
SbJCt 201 TGGAGTGTATTTGTAGAAGAAACAAAGATTGTGGGTTATATTGCTGGTCCAATGGTAGCT 260
Query 121 GTTACTTTATCTCTGTATCTTTTACAAGTAATTTCCATGATGATGGTTGGTCACCTTGGT 180
. Hintinitimniymmitianinnintinntn
SbJCt 261 GTTACTTTATCTCTGTATCTTTTACAAGTAATTTCCATGATGATGGTTGGTCACCTTGGT 320
Query 181 GAACTTTCTCTCTCTAGCACTGCTATTGCTACTTCTCTTTCAGGTGTTACTGGTTTTAGT 240
_ mithiiitinatidsidntitiiasidntatitng
SbJCt 321 GAACTTTCTCTCTCTAGCACTGCTATTGCTACTTCTCTTTCAGGTGTTACTGGTTTTAGT 380
el thiitminmiimtimotitiammtim e
Il i
Sbth 381 CTTCTTCTAGGAATGGCAAGTGGACTGGAAACTCTATGCGGACAAGCTTTTGGAGCAAGA 440
Query 301 GAGTTCATACTTACAGTGCTATAATCTCTCTTACCTTGGTTTGT 360
_ IIIIIIIIIIIIIIIIIIIlIIIIIIIIIIIII|IIIIIIIIIIIIlIIIIlIIlIIIII
SbJCt 441 GAGTTCATACTTACAGTGCTATAATCTCTCTTACCTTGGTTTGT 5Se0
i it tintinmimimmiintt e
Sbth 5e1 CTTCCTATCTCAGTCGTATGGATTTCAATGGGGAAGTTACTTACGTTCATAGGTCAAGAC 560
Query 421 CCATTAATCTCACATGAAGCTGGCAAATATGCGATGTGTTTGATCCCTGCACTATTCGCC 480
_ mtimitinoimtinmsinnintininiminting
Sbjct 561 CCATTAATCTCACATGAAGCTGGCAAATATGCGATGTGTTTGATCCCTGCACTATTCGCC 620
Query 481 TCTGCAACCCTCCAATCATTGATGAGATTTCTTCAGTCCCAGAGTTTGATCATTCCCATG 540
. ithmntiminininnttitinimmmttinintinn
SbJCt 621 TCTGCAACCCTCCAATCATTGATGAGATTTCTTCAGTCCCAGAGTTTGATCATTCCCATG 680
Query 541 CTATTAAGTTCTGCTATTACTCTATGTGTCCACATACCTCTTTGTTGGGTTTTAGTATAT 600
, ittt
Sbjct 681 CTATTAAGTTCTGCTATTACTCTATGTGTCCACATACCTCTTTIGTTGGGTTTTAGTATAT 740
Query 601 CCAGGTTGGGAAACCTTGGAGCTGCACTAGCAATTGGTGTATCGTACTGGTTGAAT 660
: mninmaiiininthiniaeitiiaim
SbJCt 741 AAAACCAGGTTGGGAAACCTTGGAGCTGCACTAGCAATTGGTGTATCGTACTGGTTGAAT 800
Query 661 GTGATCTTTCTAGGATTGTACGTTACATATTCTCCCTCATGTGAATTAACTCGTATGTCA 720
. Hnttitmiitnntnnitnininmtiminni
SbJCt 801 GTGATCTTTCTAGGATTGTACGTTACATATTCTCCCTCATGTGAATTAACTCGTATGTCA 860
Query 721 CTATCAAAAGAAGCATTTCAAGGGATTGGAAAGTTCTTACGGATTGCACTTCCATCTGCT 780
: imimmmntimuniinmtitonntitiiti
SbJCt 861 CTATCAAAAGAAGCATTTCAAGGGATTGGAAAGTTCTTACGGATTGCACTTCCATCTGCT ¢©20
ey DL L T 22
Sbjct 021 GTAATGATTTGTCTTGAATGGGGGTCATTTGAATTACTTATCCTTCTATCTGGGGCTTTT 9808
Query 840 ACCTAACCCACAGCTCGAG-ACTTCAGTGCT-CTCAATATGCCT-AACAACTA-TCT-CG 894
. OO T LT T]
SbJCt 281 ACCTAACCCACAGCTCGAGAACTTCAGTGCTCCTCAAAATGCCTAAACAACTATTCTCCG 1040
ery 8% e TN L 0T, T o
Sbth 1041 TTGTTTCTACATGAATACCCAAATGGGAAATTGTTG 1876

Figuras 8.13. Alineamientos de la secuencia de los AMMATEs contra el plasmido secuenciado.
AmMMATES, regién 5.
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Distribution of the top 1 Blast Hits on 1 subject sequences

# AmMATES5(M13Fw)

1

250 500 750 10'00 1250

Score

660 bits(731)

Expect Identities Gaps Strand

0.0 382/393(97%) 0/393(0%) Plus/Minus

Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct
Query
Sbjct

1054
511
1114
451
1174
391
1234
331
1294
271
1354
211
1414
151

TGTCGTGATATCATGGGATATGCTTACAGCAACGAGAAGGAAGTCGTAAACTACGTGACA

LLEULLE  DEEEREEer L0 ELLEELEEEEE LR EEL it
TGTTGTGAGGTCATGGGATAGGCCAACAGCAACGAGAAGGAAGTCGTAAACTACGTGACT

GGAATGGTTCCGCTAATTTGTTTGTCAGTCATCATGGACAGCCTACAAGGTGTCCTCTCA

LELERLLEREELEEEE e e e e et e e e e et e e eeey 1
GGAATGGTTCCGCTAATTTGTTTGTCAGTCATCATGGACAGCCTACAAGGTGTCCTTTCA

GGTGTTGCTAGAGGATGTGGATGGCAACATATAGGTGCTTATGTAAACCTAGGAGCATTC

LLCELLLER LU LRttt e e i et erl |
GGTGTTGCTAGAGGATGTGGATGGCAACATATAGGTGCTTATGTAAACCTAGGAGCATTC

TACCTTGCTGGGATACCAGTAGCTGCTTTGTTGGGTTTCCATCTACATTTAGGAGGAAGG

CLCERELEREL EE CELEREEE e e e et L i ernl
TACCTTGCTGGTATTCCAGTAGCTGCTTTGTTGGGTTTCCACCTACATTTAGGAGGAAGG

GGACTTTGGATTGGAATACTGACTGGGTCTACTATTCAATCAGTTATGCTTTCTTTGATA

LOLLLLLEREELEEE Lt e e e e et e e el
GGACTTTGGATTGGAATACTGACTGGGTCTACTATTCAATCAGTTATGCTTTCTTTGATA

ACTAGTCGAACCAATTGGGAAGAACAGGCAATGAAGGCAAAGGAAAGGATGATTCAAGGG

LLLCLRELLEEEEEE R e Lt eee e e e e e e e e e e eyl
ACTAGTCGAACCAAT TGGGAAGAACAGGCAATGAAGGCAAAGGAAAGGATGATTCAAGGG

AAAGAAGGTTCAATAGAGGAGGATGGATTAAAG 1446

LCLEELLELEULLEELLEEEELEELTLLLLLL]
AAAGAAGGTTCAATAGAGGAGGATGGATTAAAG 119

1113
452
1173
392
1233
332
1293
272
1353
212
1413
152

Figuras 8.14. Alineamientos de la secuencia de los AmMMATEs contra el plasmido secuenciado.

AmMMATES, regién 3.
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8.2.3. Sintesis de vectores de entrada con AMMATES

Una vez confirmada la representatividad de los cDNA aislados, y considerando que repetidos
ejercicios de clonacién resultaron en insertos posicionados en anti sentido en los vectores, se
tomé la decision de disefiar los vectores para su expresidn heteréloga, sintetizando
quimicamente los genes de interés (AmMMATE2-AmMMATEDS) flanqueados con los sitios attL1 y
attL2 e insertandolos en el MCS de pUC19. Con el fin de que se lleven a cabo los analisis
funcionales, se propusieron vectores de entrada disefiados con tecnologia Gateway debido a su
facil manipulacion para integrarlo en cualquier vector de destino que contenga esta tecnologia

de recombinacion homdéloga.

Para el disefio de los vectores se consider6 que, ademas de permitir la expresion heteréloga en
otras plantas como N. benthamiana, fuera posible la seleccion por resistencia antibiéticos, asi
como la inclusion de etiquetas visibles con fluorocromos, para su localizacion subcelular por
microscopia de fluorescencia. La figura 8.15 muestra el mapa de los plasmidos disefiados a partir
del vector pUC19 con los sitios de recombinacidon homodloga attL1 y attL2 flanqueando los
AMMATEsS sintetizados quimicamente. Los marcos de lectura fueron posicionados en el sitio 408
de los vectores, como gen selectivo se dejo la resistencia a ampicilina que tenia el vector original.
Se clonaron en los vectores modificados cuatro presuntas proteinas MATE y los plasmidos
resultantes tuvieron tamafos de 4396, 4369, 4327 y 4330 bp para AmMMATE2, AmMMATES,
AMmMATE4, y AmMMATEDS, respectivamente. Los mapas detallados se muestran en la Fig. 8.15.
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Figura 8.15. Mapa de los plasmidos pUC19-AmMATESs con portado las presuntas proteinas AMMATESs de
A. mexicana. A) AmMMATE2, B) AmMMATE3, C) AmMMATE4, D) AmMMATES. En azul el promotor del gen de
resistencia a ampicilina, De amarillo el gen de resistencia a ampicilina, de verde brillante los ORFs de los
AmMATES, de verde estan los sitios de recombinacién homéloga attL1 y attL2, de color turquesa el sitio
de unién del primer M1sFw, de verde pasto el sitio de union del primer M13Rv, en gris esta el origen de
replicacion del plasmido. El sentido de las flechas indica el sentido en el que se transcriben los elementos
mencionados. Ademas de los elementos mencionados, se tienen elementos como sitio de union a CAP o

promotor lac que son vestigios del disefio de pUC19 que se tomd como base para construir estos vectores.
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9. RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE TRANSPORTADORES
9.1. CARACTERIZACION DE LAS PRESUNTAS PROTEINAS MATE DE “A. MEXICANA”

Las probables proteinas MATE aisladas de los tejidos de A. mexicana presentan elementos que
permiten sugerir su participacion como transportadores de alcaloides, como la homologia con
otros transportadores de alcaloides. Hasta el momento, no nos ha sido posible confirmar esta
actividad mediante analisis funcionales, sin embargo, sus patrones de distribucién tisular podrian
aportar evidencia que soporte esta funcion, de coincidir con los patrones de distribucion de los
alcaloides. Por ello, se analizé la presencia de los transcritos correspondientes en tejidos de
plantas maduras, como hoja, tallo, raiz, y capsulas maduras e inmaduras; de hipocétilos y
radiculas de plantulas en desarrollo, asi como de suspensiones celulares (linea AM1) a los 14
dias de resiembra. Es importante mencionar que en plantas maduras la berberina se acumula en
la mayoria de los tejidos, mientras que la sanguinarina Unicamente se encuentra en la raiz y en
las semillas maduras (Rubio-Pifia & Vazquez-Flota, 2013; Rubio-Pifa, 2009), mientras que, en
plantulas de dos meses de edad, se observé que los alcaloides reticulina, protopina,
alocriptopina, criptopina, berberina y queleritrina se localizan en hoja, tallo, capsula, latex y raiz,
mientras que la sanguinarina se encontré unicamente en la raiz (Chavez, et al., 2011). En
plantulas en desarrollo de A. mexicana, cuando las radiculas emergen durante la germinacion,
el primer alcaloide en acumularse es la sanguinarina y después de 18 dias, coincidiendo con el
despliegue de los cotiledones, se puede detectar la presencia de berberina (Xool-Tamayo, 2016).
En las suspensiones celulares, la sanguinarina se encuentra predominantemente,
encontrandose también otros alcaloides intermediarios como queleritrina, estilopina, protopina y
reticulina (Guizar-Gonzalez, et al., 2012). La presencia de los transcritos en los diferentes tejidos

se evalud por PCR punto final.

Por otra parte, para analizar la posible participacién de las presuntas proteinas MATE en el
transporte de alcaloides de largas distancias, se realiz6 un analisis de ubicacion subcelular de
AmMATE4 y AMMATES in silico. Esto debido a que nos interesan particularmente las proteinas
que se encuentren en membrana plasmatica. Para ello, se emplearon los paquetes Plant-mPLoc,
BUSCA y WoLF PSORT (Kuo-Chen & Hong-Bin, 2010 [http://www.csbio.sjtu.edu.cn/bioinf/plant-
multi/]; Savojardo, et al, 2018 [https://busca.biocomp.unibo.it/]; Horton, et al., 2007
[https://www.genscript.com/wolf-psort.html]). Adicionalmente, debido a que la actividad de

transportadores ABC en Arabidopsis thaliana, en particular AtABCG36, es modulado por

69



CAPITULO V

modificaciones postraduccionales, también se incluyeron andlisis de posibles sitios de
fosforilacion utilizando NetPhos - 3.1 (Blom, Gammeltoft & Brunak, 1999) en el sitio web:
[https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetPhos-3.1/]. Aunado a esto, se analizd la
hidrofobicidad de las proteinas para ver que tan posible es para una cinasa alcanzar dichos sitios
con la herramienta DeepTMHMM - 1.0 (Jeppe Hallgren, et al, 2022) desde el sitio web:
[https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeepTMHMM-1.0/].

9.2. ANALISIS DE EXPRESION TISULAR

Se obtuvo RNA total de los tejidos mostrados en la Tabla 9.1.

Tabla 9.1. RNA de tejidos de A. mexicana.

Tejido Concentracion Relacién 18S
(ng/wl) 260/280 amplificado

Hoja 146.06 2.04 Si
Tallo 303.23 2.01 Si
Raiz 103.1 2.08 Si
Cépsula madura 999.3 2.04 Si
Cépsula Inmadura 827.4 2.02 Si
Plantula Aereo 827.4 2.01 Si
Plantula Raiz 356.2 2.08 Si
Suspension Celular 356.5 2.13 Si

Para analizar la distribucion de los AMMATES se utilizaron los cebadores mostrados en la Tabla
9.1 y las condiciones de la Tabla 9.2. Los productos esperados también se muestran en la Tabla
9.1. En las condiciones del anadlisis, se observa que, en hojas y tallos de plantas maduras, se
presentan niveles considerables de los transcritos para AmMMATE 1, para raices y capsula
inmadura se observa una expresion menor en comparacion con los tejidos anteriores, caso
contrario para capsula madura que tiene una fuerte expresion en comparacion con los demas
tejidos. AMMATE2 no es visible en tejidos de planta madura, por su parte AMMATES, puede
observarse predominantemente en hoja, raiz y capsula madura (Fig. 9.1). En contraste, AMMATE
4 y AmMMATES no pudieron detectarse en hoja ni tallo, hay una tenue expresién en raices en
ambos casos, también podemos detectar a ambos en capsula inmadura con una abundancia
ligeramente mayor y a AMMATES también se le puede encontrar en capsula madura (Fig. 9.1).
También, la expresion de AMMATE1 en plantulas, tanto hipocétilos como radiculas fue muy baja,
en comparacion con AmMMATE2, AmMMATE3 y AmMMATES. No se pudo detectar la presencia de

transcritos para AmMMATE4. Un patréon similar se observé en suspensiones celulares (Fig 9.1;
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Tabla 9.2). Esto sugiere que AMMATE4 puede ser un transportador inducible, sélo como
respuesta a estimulos particulares, mientras que los demas tienen una expresion basal en

condiciones normales en los tejidos en los que se expresan.

Control Plantula Plantula  Suspensién Control  control
Hoja Tallo Raiz a w™ Pos(+) aereo raiz celular Neg(-)  Ppos(+)

AmMATE1

AmMATE2

AmMATE3

AmMATE4

AmMATES

18s

Figura 9.1. Patrén de expresion de AmMMATESs por RT-PCR a partir de RNA de tejidos de plantas maduras
(A) y plantulas en desarrollo y suspensiones celulares (B) de A. mexicana. Las reacciones se realizaron
con 200 ng de RNA total y se cargaron los 30 uL de la reaccioén. Los controles positivos y negativos en A
y B corresponden al ORF aislado de AMMATE4, a pGEM17-AmMATE1 o a PCR8/GW/TOPO-AMMATES
respectivamente, segun sea el caso. Amplicon largo en B representan productos de 505 y 816 pb para
AmMMATE2 y AMMATES, respectivamente. Gel de agarosa, 1.2%, tefiido con bromuro de etidio, marcador:
1Kb Plus DNA Ladder, numero de catalogo 10787018, invitrogen.

Tabla 9.2. Distribucion tisular de los transportadores MATE de A. mexicana.

Tejidos de Argemone mexicana
Transportador| Hoja| Tallo| Raiz Capsula | Capsula|Plantula|Plantula]Suspension
Inmadura|Madura| Aereo Raiz Celular
AmMATE1 o ++ ++++ + + +
AmMATE2 - - - - - +++ +++ ++++
AmMATE3 ++++ - ++ + ++++ +++ ++ ++++
AmMATES - - + - - - -
AmMATES - - + ++ + ++H+ ++
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9.3. ANALISIS ESTRUCTIRAL “IN SILICO” DE AmMMATE4 Y AmMATES5

Como se menciond, con el fin de analizar la participacién de las presuntas proteinas MATE de
A. mexicana en el transporte de alcaloides, las secuencias de aminoacidos se analizaron para la
presencia de caracteristicas estructurales relacionadas con esta funcién, tales como cavidades
en las que puedan entrar y tener afinidad los alcaloides. Para ello, se determiné la posible
localizacién subcelular de las proteinas AMMATE2, AmMMATES3, AmMATE4, y AmMMATES por
prediccion con los paquetes Plant-mPLoc, BUSCA y WoLF PSORT. Con los parametros
predeterminados estos programas mostraron que AmMMATE4 y AmMMATES tenian una alta
probabilidad de localizarse en la membrana plasmatica, mismo caso con AmMATEZ2 vy
AmMATES3. Tomando en cuenta esto, junto con su posicion en el arbol filogenético, se
seleccionaron AMMATE4 y AmMMATES para analisis mas detallados, como la presencia de
cavidades en las que numerosos aminoacidos puedan interaccionar a la vez con los sustratos
(alcaloides) propios de Argemone mexicana, y se hizo el analisis en un primer acercamiento con
sus dos alcaloides mayoritarios, sanguinarina y berberina. Se utilizd Pubchem
[https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/] para obtener la estructura tridimensional de las moléculas de
los alcaloides mencionados y Phyre2
[http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index] para obtener la estructura
tridimensional de las proteinas y se utilizaron estos archivos como input para el analisis de
docking molecular en CB-Dock2 [https://cadd.labshare.cn/cb-dock2/index.php] los parametros
fueron ajustados para que resolviera las 15 primeras cavidades que encontrara. Se identificaron
las 15 cavidades, 7 de las cuales tenian no menos de 5 aminoacidos que interaccionaban con
las moléculas analizadas en cada caso (Tablas 8.3, 8.4), tanto en AMMATE-4 como AMMATES.
Estas se clasificaron en dos grupos; internas o externas, segun su ubicacién respecto a la
superficie de la proteina. Se identificaron residuos aminoacidicos especificos con estas
caracteristicas en las cavidades, con los que podrian interaccionan con alcaloides especificos de
Argemone mexicana (Tablas 8.3 y 8.4). Cabe destacar que en la cavidad numerada como 10
(alcanzable desde dentro) de AmMMATE4, tanto la berberina como la sanguinarina podrian
interactuar con el residuo A337, mientras que en las cavidades 13 (alcanzable desde dentro) de
AmMATES, la berberina podria interactuar con la R314 y la sanguinarina con R314, N317, E318
y A321. Estos residuos corresponden al motivo conservado de las proteinas MATE: RVSNELGA
en ambas proteinas. También se generaron modelos en 3D de la proteina y los sustratos en las

cavidades. Para ello, se selecciono la cavidad que se queria observar y se tomo la imagen
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correspondiente en el programa. El modelo generado muestra como se ubicaria la berberina en
la cavidad 1 de AMMATES visto en 2 angulos diferentes (Fig. 9.2).

Tabla 8.3. Presuntos aminoacidos que interaccionan con berberina y sanguinarina en las cavidades

estudiadas de AmMMATEA4. En rojo los residuos aminoacidicos que solo interaccionan con un solo sustrato

estudiado y en negro los que tienen papel en ambas interacciones. En dorado una serina que tiene alta

probabilidad de ser fosforilable.

Desde fuera Desde dentro

Cl Cl4 c2 C10 Cc3 C6 c4
Berberina !Sanguinarina |Berberina !Sanguinarina | Berberina | Sanguinarina |Berberina! Sanguinarina |Berberina!Sanguinarina|Berberina | Sanguinarina| Berberina | Sanguinarina
ASNS8 PHES2 PHEG2 LEUL4 LEU14 GLNG GLNG ARG244 ARGE44 METL MET1 ARG270 ARG270
GLNGL GLNGS GLN6S ILE1S ILE15 GLNS GLNS VAL347 VAL347 GLU2 GLU2 LEU27L LEUZ71
PHE62 {PHEG2 VET66 MET66 LEULE ILEV16 ASNS GLN348 16LN348 |2RG3 ; PROZ74 1PRO274
GLNGS /GLNGS \vaL6a [VALGS ILE17 ; LEu10 ILEUID LEUsSL jLEU3ST GLua ; cvsa13 ;

{MET66 MET70 i TRP49 i |GLU20 THRAGS {THRa68 |GLUS GLya14 iGLvala

|VALGS [THRS7 i ITYR113 |TYR113 PHE24 |PHE24 LEU469 |LEU469 LEU108 1 [TRPA15 |TRP415
SERS4 sersa asna11 iasn31L TvR118 iTvR118 1337 [aLa337 cvsazo i i6LN117 GLnats i
THRB? ITHRS7 LEU31S ILEU31S GLN190 IGLN190 GLY338 IGLY338 THRATL ITHRA7L MET120 IMET120 Lvsa17 ILYs417
SERSS ISErRsS [TRP372 ITRp372 ASN191 |ASN191 ITYR339 ITyR339 lasnaz2 | HIS124 IHIS124 GLU476 lGLU4TE
THR9L ITHRIL aLA375 'ALA37S ILE192 lILE192 PRO340  |PRO340 TRPa73 'TRPA73 arG127 | THRa79 ITHRAT3
VALS2 lvats: TYR376 'vra7e VAL193 ! GLuaza loLuaza : HIS263 lHis263 !
PHESS : : PHE194 3PHE194 aLaa77 3ALA¢I77 : asp264 3ASP2§A :
SER96 i : {PRO1S5 Lvsa7a ILYS478 : | ASN267 |ASN267 i
METS3 i i iTYR243 GLuas1 |GLU4B1 i |ARG270 |ARG270 i
VAL279 i i GLY248 |GLY248 i i i i
MET283 IMET283 i aLA245 |ALAZa3 i i i i

1GLU287 1 ARG252 1ARG252 | 1 | |
LEU310 ILEU310 ! THR253 ! ! ! ! !
ASN311 %ASNEll : : : : : :
TRP3L7 i i i i i i i
PHE32L ; ; ; ; ; ; ;
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Figura 9.2. Modelo tridimensional de la proteina AMMATES interactuando con berberina. El modelo fue
generado en CB-Dock?2, seleccionando la berberina como sustrato y la cavidad 1. En azul se muestran
residuos aminoacidicos cargados positivamente y en rojo los residuos cargados negativamente y en
amarillo las serinas de la proteina. La localizacién de las cavidades se sefiala con los numerales
correspondientes. En A se observa la vista coronal, mostrando el presunto sitio de union de la berberina,
mientras que (B) muestra la imagen lateral. Los residuos probables de unién de los alcaloides se muestran
en la Tabla 9.4.

Tabla 9.4. Presuntos aminoacidos que interaccionan con berberina y sanguinarina en las cavidades
estudiadas de AmMMATES. En rojo los residuos aminoacidicos que sélo interaccionan con un solo sustrato
estudiado y en negro los que tienen papel en ambas interacciones. En dorado la serina que tiene alta

probabilidad de ser fosforilable.

Desde dentro
Ci1z

Desde fuera

Cl Cc4 C5 C6 C13 C15

Berberina

Sanguinarina

Berberina

Sanguinarina

Berberina

Sanguinarina

Berberina

Sanguinarina

Berberina

Sanguinarina

Berberina

Sanguinarina

Berberina

Sanguinarina

TYR46
GLN49
METS3
ALAGS
THR71
SER72

PHE79
SER80
LEUS3
ILE263
TRP267

LEU294
THR295

MET302

TYR46
ALAGE

THR71
SER72
GLY75
VAL76
PHE79
ISERBO

TRP267
GLU27L
ILE274

SER291
LEU294
iTHRZES

IMET302

[TYRA6
JALABS
[THR71
SER72
GLY75
VALTE

SERS0
LEU33
ILE263 !
[TRP267 |
GLU271
ILE274

SER291
LEU294
[THR295

[TYR301

i
MET302 :
i

TYRA6
ALABS
THR71
SER72
GLY75
VALT6
PHET3
SER80
LEUS3

TRP267
GLU271
ILE274

SER291
LEU294
THR295

MET302

(GLN101
[TYR102
|JARG103
LYS104
MET239
ILEAGT
GLNAT0
GLU4T7
GLU478

ARG100
GLN101
TYR102
ARG103
LY5104

GLU477
1GLU478

ARG15

LYS17

GLU26
GLU27
ARG314
GLU318
GLY322
ARG323
PRO324
GLN325
ALAZ26
LEU329

GLU16
LYs17
PHE19
THR20
SER22

JALASI
(GLN101

(GLY320
JALA32L
GLY322
PRO324
GLU458
|ALA4ST
MET462
LYS465
ILEAGI

ALAIS
GLN101
LEU3139
GLY320
ALA321
GLY322

ALA4G1
MET462

I
iILE469

ILE30
[TYR33
ILE34
PRO37

GLN174
SER175
ILE177
ILE178
LEU181
JARG314

ILE30
TYR33

PHES7
GLYS8
ALAY
ARG100
GLN174
SER175

i
i
i
{ARG314
JASN317
i6LU313
laLaz21
|aRG323
i
i

LYS251
|JARG254
ILE255
CYS337
GLY398
[TRP399

GLN460
LYS463
GLU466
|JARG4A67
GLNA70
GLY471
LYS472
GLU4T3

ARG254

GLy3os
TRP399
HISA01
GLN460
LY5463
GLU466
+ARGABT
%GLNJ&?D
iGL\’d?l
iLYs472
|

9.3.1.

Andlisis de sitios de fosforilacion

Una de las formas de modular la actividad de diferentes proteinas transportadoras en mediante
la fosforilacion de residuos de serina. Esto sucede sobre motivos R/IKXS o R/IKXXS, como se ha
observados en transportadores ABC (AtABCG36) de Arabidopsis. (Aryal, et al., 2022). Por ello,
se identificaron presuntos sitios de fosforilacién en serinas de AmMMATE4 y AmMMATES, como
posibles lugares de modulacion del transporte. Para ello se utilizé el paquete NetPhos - 3.1,
ajustandolo para encontrar residuos de serina con alta probabilidad de ser fosforilados. Para
AMmMATE4, se encontré un sitio de tipo R/IKXXS en la posicién 38 con 97% de probabilidad de

ser fosforilado por una cinasa no especificada, un sitio R’IKXS con 62.9% de probabilidad de ser

75



CAPITULO V

fosforilado por una PKC en la posicion 247 (Figura 9.3, flecha verde), y otro con 97% de
probabilidad en la posicion 316. Por su parte, en AMMATEDS se encontraron dos sitios R/KXS en
las posiciones 240 y 316 con probabilidad de 96 y 97% respectivamente. Ademas, un sitio
RKXXS en la posicion 475 con una probabilidad de 97% de ser fosforilado por otra cinasa no
especificada. Cabe destacar en estos resultados que uno de los motivos conservados entre los
MATE de plantas, RVSNELGA, es marcadamente uno de estos sitios que pudieran participar en

la modulacién del transporte con una serina con una alta probabilidad de ser fosforilable.

L L
Serine
Threshold

- P

Phosphorylation potential

T T T T T T T T T

] se 108 158 2e8 es5e 388 358 488 458

Sequence position
1 L

L ' 1 L L ' s
B Serine
Threshold

Phosphorylation potential

T T T T T T T T T
a 50 1866 158 2ea 2586 388 358 460 458
Sequence position

Figura 9.3. Analisis de la presencia de posibles serinas fosforilables en las secuencias proteicas, de
AmMATE4 (A) y AmMMATES (B). Las flechas en azul muestran los sitios R/IKXS o R/IKXXS que son
altamente probables de ser fosforilados el umbral del 50% de probabilidad se marca con color rosa A: Para
AmMATE4. B: Para AMMATES.

Por otra parte, para determinar si los sitios R/IKXS y R/KXXS son alcanzables por las cinasas, se
realizé un estudio de hidrofobicidad con el fin de determinar su posicién respecto a posibles
hélices transmembranales, ya que, de estar dentro de estos dominios, las cinasas no serian
capaz de alcanzarlos. Utilizando el paquete DeepTMHMM — 1.0, con sus parametros estandar,

se encontré que ambas proteinas tienen las doce hélices transmembranales de entre 12 y 29
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residuos, tipicas de las proteinas MATE (Fig. 9.4). Mas aun, se encontrd que las posibles serinas
fosforilables en los motivos R/IKXS o R/KXXS se localizan en las horquillas, de la cara interna de

la membrana (Fig. 9.5), lo que sugiere que podrian participar en la regulacion del transporte.

Con esta informacion, se propone el modelo mostrado en la Fig. 9.5 de la localizacion de las

regiones de control de las proteinas AMMATE4 y AmMMATES.

DeepTMHMM - Most Likely Topology | Type: alpha TM o DeepTMHMM - Most Likely Topology | Type: alpha TM
Outside
Nieiibitane Membrane
Inside | — —! — . = Wsile: Spm— 100 - T a0 w00
0 100 200 300 400 500 0 100 20 0 500

DeepTMHMM - Posterior Probabilities

DeepTMHMM - Posterior Probabilities

o
o

—— Membrane
Inside
—— Outside

Probability

Probability
o
H

0 100 200 300 400 500

0 100 200 300 400 500
Sequence

Sequence

Figura 9.4. Analisis de hidrofobicidad de las proteinas AMMATE4 (A) y AMMATES5 (B). Los paneles
superiores muestran el consenso de la distribucién de los residuos aminoacidicos en las diferentes
regiones (Dentro de la membrana, en la membrana y fuera de la membrana). Mientras que los inferiores
muestran la probabilidad de cada residuo de ubicarse correspondientemente en membrana (rojo), dentro
de la membrana (rosa) o fuera de la membrana (azul). El modelo se generé con DeepTMHMM - 1.0

ajustado con sus valores de default.
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AmMATEA4

Figura 9.5. Esquematizacion de la localizacién de las proteinas MATE en A. mexicana. Ambas proteinas
la membrana plasmatica (de acuerdo con el paquete Wolf pSORT) cruzandola 12 veces la con segmentos
de entre 12 y 29 residuos y formado 6 y 7 asas externas y citosolicas respectivamente de entre 5 y 51
residuos. Los sitios R/IKXS y R/IKXXS, con los residuos de serina propensos a ser fosforilados se muestran

en recuadros color menta etiquetando la serina segun su posicién.
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10. DISCUSION GENERAL

Se encontraron 33 y 21 posibles proteinas ABCB y ABCG respectivamente dentro de las que
puede haber candidatos a transportadores de alcaloides, sin embargo, no se tomaron en cuenta
para este trabajo debido a que no se tiene la secuencia completa de su ORF y en los analisis
que se hicieron se identificaron un buen nimero de candidatos que posteriormente se aislaron y

se siguieron trabajando.

Para el aislamiento de los candidatos, nos concentramos en AmMMATE4 y AmMMATES debido a
que pertenecen a un clado diferente de AMMATE1 que se estudia en otro trabajo y del que hay
evidencia que apunta a que se encuentra en vacuola (Loza-Muller, 2024), por ello, se le dio
prioridad a este par por sobre AMMATE2 y AMMATES3, adicionalmente, AmMMATE2-AmMMATES
se ubicaron en membrana plasmatica en los diferentes softwares de prediccién de ubicacion
subcelular que se utilizaron en este trabajo, por lo que presentan aun mas novedad con respecto
a AmMMATEA1.

Hubo una resistencia pronunciada a la transformacién con vectores de uso comercial como
PENTR1A y PCR8/GW/TOPO para AmMMATE4 y AMMATES en E. coli Top 10 genotipo: F- mcrA
A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(araleu)7697 galU galK rpsL
(StrR) endA1 nupG para AmMMATE4 no crecié ninguna colonia, mientras que para AmMMATES
pareciera haber una presion selectiva que impedia a las bacterias proliferar si se encontraban
transformadas con el AMMATES en sentido. Ya ha habido reportes de transportadores ABCB
que al subclonarse en vectores de expresion, un “mecanismo desconocido” causa muchas
mutaciones en el gen insertado (Shitan, 2015), esto coincide en cierta medida con lo observado
en los geles de PCR de colonia que se realizaron en este trabajo. La secuenciacion de los
fragmentos aislados coincide en mas de un 97% de identidad con cada una de las secuencias
obtenidas del transcriptoma para todos los casos analizados, estas variaciones podrian deberse
a cambios generados en la lectura del proceso de secuenciacion, ya que se encuentran

marcadamente en los bordes de la secuenciacion.

Debido a las dificultades que se encontraron para clonar los AMMATES, se encargé la sintesis
quimica de los genes de los presuntos transportadores y se clonaron en el vector pUC19 en el
MCS (entre Kpnl y Sall), flanqueadas ademas con el sitio Pstl y por fuera, los sitios de

recombinacion para la tecnologia Gateway attL1 y attL2 en el extremo N terminal y C terminal
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segun corresponde. En un primer ensayo, al transformar AmMMATE4_pUC19 en E. coli Top10, no

sobrevividé ninguna colonia para analisis posteriores.

En el ensayo de expresion por PCR punto final, podemos observar que AMMATEZ2 se encuentra
predominantemente en plantula y suspensiones celulares, esto puede deberse a que es utilizado
por la planta unicamente en ciertas etapas del desarrollo y no de manera continua. Para
AmMATES, vemos una expresion alta en hoja, raiz, capsula madura, plantula y suspensiones
celulares, lo cual sugiere que es un transportador ampliamente utilizado en los tejidos
mencionados y a lo largo de las etapas de desarrollo de la planta; AMMATE4, tiene una expresion
practicamente nula en las condiciones de todos los tejidos evaluados, lo que sugiere que este
transportador pudiera ser inducible bajo ciertas condiciones; para el AMMATES tenemos que su
expresion mayoritaria es en las radiculas de las plantulas, pero también se puede encontrar en
suspensiones celulares y en la planta madura, en la capsula madura. Es importante mencionar
que los patrones de distribucién se deben analizar propiamente con PCR tiempo real para tener

datos mas precisos.

En los analisis in silico, se evalué la afinidad de las cavidades de AMMATE4 y AmMMATEDS por los
alcaloides mayoritarios de Argemone mexicana (berberina y sanguinarina) como un primer
acercamiento para determinar si estas proteinas podrian movilizar estas moléculas, esto se
refuerza, con la cantidad de residuos que interactian con los alcaloides, mostrados en las Tablas
9.3y 94.

También se examind la secuencia de este par de transportadores en busca de serinas
fosforilables en motivos R/IKXS o R/KXXS debido a que en Arabidopsis, el transportador
AtABCG36 esta sujeto a la regulacion de su transporte mediante la fosforilacion de estos sitios
particulares (Aryal, et al.,, 2022). No hay estudios a cerca de la regulacion del transporte de
alcaloides en los transportadores MATE pero es interesante que el motivo conservado en los
MATE de las plantas, RXSNELGA, presente este tipo de configuraciéon. Ademas de este sitio,
practicamente homogéneo en la familia MATE de plantas, se encontraron otros 2 sitios en cada
proteina que pudieran estar sujetos a esta misma regulacion. Se realizé el analisis de
hidrofobicidad comprobando que estos sitios no caian en partes internas de la membrana, sino
mas bien en horquillas intramembranales, sugiriendo que pueden ser alcanzables por algun tipo

de cinasa.
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11. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

El transcriptoma XT1 de plantulas de A. mexicana es una fuente de datos muy confiable de la
que se pueden seguir obteniendo nuevos candidatos a transportadores de alcaloides, u otras
proteinas de interés, como hemos visto, su fidelidad con las proteinas obtenidas es
practicamente del 100%, se encontraron 33 proteinas ABCB, 21 ABCG, 19 PUP y otros 44 MATE
que quedaron sin analizar debido a que no cumplian con los criterios de completitud que se
tenian en ese momento. A pesar de que la informacién del transcriptoma es certera, en muchos
casos es incompleta, por lo que se necesitan técnicas como Race 5’ 0 3’ para poder completar
los transcrito de interés. Una alternativa para completar esta informacién faltante es analizar el
genoma de A. mexicana, lo que nos puede dar otra perspectiva para la busqueda de proteinas

con una funcién en particular.

Se seleccionaron cinco transportadores MATE que representan candidatos adecuados para
funcionar como transportadores de alcaloides. Sin embargo, podrian no ser los Unicos, debido a
que el analisis filogenético agrupé clados intermedios entre los candidatos seleccionados. Se

necesitaria una investigacion centrada unicamente en caracterizar estos transportadores.

Se requieren mas estudios para catalogar las proteinas AMMATE2-AmMMATES como
transportadores de alcaloides. Para ello, los ensayos de transporte con diferentes alcaloides
seran necesarios. También seria interesante conocer la ubicacidén subcelular de estos, debido a

que puede proveer informacion de sus funciones en la planta.

El patron de expresidon que se obtuvo necesita ser complementado con analisis de PCR tiempo
real para poder tener mayor precisién y seguridad de que estos patrones sean los que tiene la

planta para estas proteinas.

En el caso de AmMMATE4 y AmMMATEDS, mostraron una expresién muy baja en todos los tejidos,
con respecto a los otros candidatos MATE estudiados. Esto podria deberse a que estos
transportadores son inducibles. Esta propuesta es porque son filogenéticamente cercanos a
transportadores como el NtJAT1 cuya expresion es mediada por jasmonato (Morita, et al. 2009).
Para probar esta hipétesis seria necesario evaluar la distribucién de estos transportadores en
condiciones de infeccién o directamente después de una induccién con jasmonato u otros

inductores.
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CAPITULO VI

Con la finalidad de evaluar la localizacion subcelular de los transportadores AMMATESs se
sintetizaron los vectores de entrada correspondientes con las secuencias codificantes de cada
uno de ellos. Se construyé el vector de expresiéon pEG102_AmMATES_CFP para localizar este
transportador mediante fluorescencia por proteinas de fusion para el modelo Nicotiana
benthamiana. La razon por la que en este trabajo no se evaluaron las localizaciones de los
AmMATESs fue debido a que hubo problemas con la disponibilidad del equipo de microscopia

confocal.

A pesar de las evaluaciones in silico que se realizaron en este trabajo, es necesario
complementarlas con los estudios de localizacion subcelular y de interacciones proteina-proteina
correspondientes, asi como los ensayos de transporte asociados cuando se dan estas
interacciones. La modulacion del transporte de las proteinas MATE es un terreno aun inexplorado

y que tiene mucha utilidad en la industria biotecnolégica.

En conclusion, se cloné el ORF completo de AmMMATES (1446 bp) en PCR8/GW/TOPO, se
aislaron productos de PCR correspondientes al ORF completo de AmMMATE4 (1443 bp) y
fragmentos de 505 bp y 816 bp para AMMATE2 y AMMATES3 respectivamente, ambos ubicados
en el ORF de estos transportadores. Todos los productos anteriores se secuenciaron

confirmando asi su identidad.
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