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Clonación y caracterización molecular in-silico de dos fructosiltransferasas en Dahlia spp
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ResumEn

Las fructosiltransferasas son enzimas de la familia 32 de las glicosil-hidrolasas y están encargadas de la síntesis de fructanos. Específicamente las enzimas 1-SST y 1-FFT están encargadas de la síntesis de inulina, fructano lineal con enlaces β(2-1). Hasta la fecha poco se sabe acerca de la regulación genética de los fructanos, sin embargo, estudios recientes sugieren una regulación principalmente de tipo transcripcional. Por lo tanto, para aumentar nuestro entendimiento de la regulación y los factores que modifican la síntesis de inulina, aislamos de plántulas de dalia los genes correspondientes a las enzimas involucradas en su producción, también analizamos a nivel in-silico sus secuencias.

La extracción de RNA total se realizó con TRIzol en plántulas de dalia (Dahlia variabilis). Posterior a la RT-PCR se aislaron secuencias parciales de cDNA con 658 y 433pb (1-SST y 1-FFT respectivamente) utilizando primers degenerados diseñados sobre regiones conservadas en secuencias homologas de otras asteráceas. A partir de ellas se hallaron los extremos restantes utilizando la técnica de RACE. Finalmente dos secuencias completas de cDNA se obtuvieron para las enzimas 1-SST y 1‑FFT, con 1988 y 1808 pb respectivamente.

Se encontró una identidad de 88% para 1-SST y 79% para 1-FFT respecto a secuencias homologas de Helianthus tuberosus usando el algoritmo blastx. Seguido se identificó un posible ORF de 621 y 601aa (1-SSTy 1-FFT). Con esta información se logró identificar en cada una de ellas tres dominios reportados para las enzimas fructosiltransferasas y tres motivos que permiten su identificación. Utilizando diferentes servicios bio-informáticos (clustal, Protparam, etc) las propiedades teóricas de las secuencias halladas fueron determinadas.

1. Introducción

Las fructosiltransferasas (FT) son enzimas de la familia GH-32 encargadas de sintetizar en algunas plantas, bacteria y hongos, carbohidratos derivados de la sacarosa llamados fructanos. Actualmente se sabe que los fructanos actúan como carbohidratos de reserva en plantas, así mismo existe un creciente consenso sobre sus funciones como osmoregulador y protector frente a diferentes tipos de estrés como la sequía, salinidad, bajas temperaturas y ROS.

A la fecha se han encontrado e identificado diferentes tipos de FTs así como se han reportado diferentes tipos de fructanos. De entre este grupo de fructanos encontramos a la inulina, un fructano lineal con enlaces β (2-1) sintetizado por la acción de dos FT’s (Sacarosa: sacarosa 1‑fructosiltransferasa “1-SST” y Fructano: fructano 1-fructosiltransferasa “1-FFT”) y principalmente acumulada por las plantas que pertenecen al orden de las Asterales, como es el caso del topinambur, achicoria, alcachofa, girasol, dalia, etc.

Aunque mucho se ha estudiado sobre la actividad de estas enzimas y las condiciones en que producen acumulación de fructano poco se ha investigado de los mecanismos moleculares que intervienen en su regulación. Los primeros indicios apuntan a una regulación principalmente transcripcional, sin embargo, los factores transcripcionales implicados no son todavía conocidos. En el presente estudio se reporta las secuencias del cDNA completo que codifican para la 1-SST y la 1-FFT de dalia, esto como primer paso para un estudio de la regulación transcripcional de la biosíntesis de los fructanos.

2. TEORÍA

Los Fructanos

Los fructanos son polímeros de fructosa derivados de la sacarosa. Existen diferentes tipos que se pueden distinguir dependiendo del tipo de enlace glicosídico, de la presencia de glucosa al extremo o dentro de la cadena, de la estructura lineal o ramificada y del grado de polimerización. Estos diferentes fructanos se encuentran en función de la especie vegetal que los produce. Relevantes a este trabajo son las inulinas, fructanos con enlaces lineales del tipo β (2-1) y con glucosa al extremo. Las inulinas son halladas principalmente en las especies pertenecientes al orden de los asterales.
Las fructosiltransferasas
Los fructanos suelen acumularse en diferentes tejidos almacenadores como las hojas y los tubérculos (Vijn y Smeekens, 1999) siendo la sacarosa el sustrato para su síntesis. La producción de fructano se lleva a cabo mediante la acción de enzimas llamadas fructosiltransferasas (EC 2.4.1.x), las cuales tienen como sustratos la sacarosa y/u otros fructanos. Estas enzimas realizan reacciones de transfructosilación, en la cual se transfiere un grupo fructosil de un donador (molécula de sacarosa o de fructano) a un aceptor (otra molécula de sacarosa o de fructano) produciendo largas cadenas de carbohidratos. Dichas enzimas funcionan debido a una actividad modificada de invertasa (Vijn y Smeekens, 1999).
Las FTs pertenecen a la familia 32 de las glicosíl hidrolasas (GH) y comparten diferentes dominios conservados. En 1968, Edelman y Jefford, presentan un modelo de la ruta de biosíntesis de fructano en planta. En dicho modelo se postula que la síntesis de la inulina es realizada por la acción secuencial de dos enzimas. La primera reacción es iniciada por una 1-SST (Sacarosa: sacarosa 1-fructosiltransferasa (1-SST, EC 2.4.1.99), la cual cambia una molécula de fructosa de una sacarosa y la une a otra molécula de sacarosa, la elongación de la cadena iniciada es realizada por la enzima 1-FFT (Fructano: fructano 1-fructosiltransferasa (1-FFT, EC 2.4.1.100), la cual agrega unidades fructosilo al final de la cadena generando inulina (Edelman y Jefford, 1968, Banguela y Hernandez, 2006).

El primer reporte de aislamiento de secuencias de FTs en planta fue de Sprenger et al. (1995) quienes aislaron el primer gen FT en cebada. Este fue el punto de partida para los estudios moleculares que permitieron analizar y comparar las secuencias de enzimas vegetales en el contexto de las FT en general. Al respecto se encontró que éstas conservan en sus secuencias ciertos dominios catalíticos y motivos con otras enzimas de la familia GH32 y GH68, relacionando con las FTs de bacterias y hongos y encontrando aquellas diferencias específicas que permiten discriminar entre enzimas.

Sobre esta línea se han reportado 7 dominios que pueden ser identificados en ambas familias de GH y por lo consiguiente en las FTs (Yuan et al., 2006) así como la presencia de ciertos aminoácidos en ciertas posiciones que permiten identificar las secuencias de las FTs (Alméciga-Díaz et al., 2011). Las secuencias consenso para los dominios o motivos pueden ser consultadas en la Tabla 1.
3. PARTE EXPERIMENTAL

Material vegetal

El material vegetal usado en este estudio proviene de un stock de plántulas de Dahlia sp. Cv. Unwin estresadas durante diez días a partir de su trasplante añadiendo PEG 8000 en el medio de cultivo (estrés hídrico). Cada frasco contuvo 4 plántulas de dalia las cuales permanecieron 6 días en estrés antes de ser cosechadas para la extracción de RNA.

Aislamiento del cDNA de 1-SST 

La extracción de RNA total de las plántulas antes mencionadas, fue realizado usando TRIzol (invitrogen, cat. 15596-026). Posteriormente se obtuvieron fragmentos de cDNA mediante el uso de cebadores degenerados diseñados sobre dominios conservados de secuencias FT de otras Asteráceas. A partir de ellos se obtuvieron los extremos 5' y 3' faltantes utilizando el kit RLM-RACE (AMBION, cat. AM1700).

Con las secuencias aisladas se construyeron secuencias completas putativas y sobre ellas se diseñaron cebadores en ambos extremos que permitieron el aislamiento de la secuencia completa. Todos los fragmentos fueron clonados en el vector pGEM-T Easy (Promega) usando E. coli DH5α. Los plásmidos fueron extraídos mediante protocolo de miniprep QIAprep Spin Miniprep (Qiagen, cat. 27104). Finalmente los plásmidos de interés se enviaron al laboratorio de LANGEBIO (Guanajuato, Mx) para su secuenciación por el método Sanger. La secuenciación recibida fue procesada con el programa CLC Workbench (CLC Bio).

Tabla 1. Dominios y motivos identificados en las secuencias aisladas de 1-SST y 1-FFT de dalia (según lo reportado por Alméciga-Díaz et al., 2011)
	
	1-SST
	1-FFT

	
	Dominios

	Dominio A
	HFQPDKNFISDPDG
	HFQPAKNFIYDPNG

	Dominio B
	YHLFYQ
	YHLFYQ

	Dominio C
	MTGSAT
	LSGSTT

	Dominio D
	LKDFRDPSALW
	LKDYRDPSAVW

	Dominio E
	TGMWECVD
	TDMWECVD

	Dominio F
	GIGLRY
	GIGLRC

	Dominio G
	IVEGF
	IVEAF

	
	Motivos

	SST vs FFT
	DEDRH
	EGHGT

	Fructosa vs Sacarosa
	FYASK
	FFASK

	Hidrolasa vs Transferase
	LWGYV
	TWAYV


En las secuencias de los dominios se resalta en negritas el aminoácido acido altamente conservado. En las secuencias de los motivos se encuentra resaltado en negritas los aminoácidos responsables de la característica observada.

Análisis in-silico del gen aislado

Para conocer la identidad de todos los fragmentos aislados se utilizó el programa Blastx (Blast tool, NCBI), posteriormente se realizó la traducción de los nucleótidos utilizando el programa CLC Workbench (CLC bio), con el mismo programa se realizó la alineación de aminoácidos de la secuencia putativa comparándola con las demás secuencias reportadas para 1-SST y 1-FFT alojadas en la base de datos del NCBI, se generó un árbol filogenético por el método de "neighbor joining" utilizando los parámetros por default del programa. Así mismo utilizando la alineación se buscaron dominios y motivos reportados para la familia GH32. Finalmente el peso molecular y el punto isoeléctrico de cada proteína putativa fueron determinados utilizando Protparam.
Resultados y discusiones
Para obtener la secuencia de cDNA de la 1SST y 1FFT de dalia (Dahlia variabilis), se expuso plántulas de dalia cultivadas in vitro a un estrés hídrico vía PEG, ya que se ha reportado esta condición como inductora de la acumulación de inulina en dalia (Román-Guzmán, 2012). A partir del RNA total de estas plantas, se aislaron secuencias parciales de cDNA de 658pb y 433pb (1-SST y 1-FFT respectivamente) utilizando cebadores degenerados. Aprovechando dichas secuencias intermedias se diseñaron cebadores con los que se hallaron los extremos mediante la técnica de RACE. Para el gen de 1-SST se aisló un fragmento 5' con 768pb y un 3' con 1,081pb. Para el gen 1-FFT se aisló un extremo con 678pb y otro con 844pb (5' y 3' respectivamente).Utilizando el programa informático CLC Workbench se obtuvo una secuencia consenso para cada gen integrando las secuencias del fragmento intermedio y de los dos extremos hallados mediante RACE,y se diseñaron cebadores específicos para el aislamiento de los cDNA completos
Dos secuencias de 1,988pb y 1,808pb para los secuencias codificantes de la 1-SST y de la 1-FFT respectivamente fueron obtenidas. Con el programa Blastx encontramos una identidad de 88% para 1‑SST y 79% para 1-FFT respecto a las secuencias homologas de H. tuberosus.

Seguido se tradujeron las secuencias aisladas usando el programa CLC Workbench y se identificó un posible ORF de 621 y 601aa (1-SSTy 1-FFT). Utilizando las traducciones de los posibles ORF y recabando de la base de datos de NCBI todas las secuencias reportadas para 1-SST y 1-FFT en dicotiledoneas (Fig. 1), se construyo un arbol filogenetico. En esté se puede observar que las secuencias de las 1-FFT aparecieron primero que las 1-SST tal como encontraron Alméciga-Díaz et al. (2011). Así mismo se confirma que las secuencias de dalia están estrechamente relacionadas con las de H. tuberosus, lo cual es consistente con los resultados del Blast previamente presentados. 

Se generó una alineación de aminoácidos para comparar entre FTs del tipo 1-SST y entre las del tipo 1-FFT. En esta alineación se pudieron identificar los 7 dominios reportados para la familia GH32 (Tabla 1), esto es consistente con lo reportado por Yuan et al. (2006) y Velazquez-Hernandez et al. (2009) quienes reportan un total de 7 dominios altamente conservados en las FTs  y relacionados en los sitios de actividad catalítica, de entre los cuales, los dominios A, D y E son especialmente importantes porque poseen residuos acídos altamente conservados en las regiones catalíticas de la familia GH32.
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Figura 1. Árbol filogenético de las enzimas que codifican para 1-SST o 1-FFT en monocotiledoneas, resaltadas se encuentran las secuencias de dalia aquí reportadas. Cada secuencia se presenta con su número de accesión en el GenBank.

Así mismo, se identificaron los tres motivos reportados para las FTs que permiten una identificación más puntual (Tabla 1): Un motivo corresponde al tipo de molécula donadora (sacarosa o fructosa) dependiendo de si posee un aminoácido Tyr para la sacarosa o Asp para la fructosa(Schroeven et al., 2009); otro motivo se refiere a la actividad de la enzima como hidrolasa contra la función de esta como transferasa ya que el motivo W(A/S/G)W es típico para hidrolasas mientras que el motivo H(A/G)Y/F es típico de las FTs (Ritsema et al., 2006), o la identidad de enzima tipo F (6G-FFT/1-FFT) contra la identidad de enzima tipo S (1-SST) relacionando la Asn y el Trp como aminoácidos responsables de la actividad de las FFTs mientras que Asp y la Arg son responsables de la actividad de las SSTs (Lasseur et al., 2009). 

Utilizando el programa Protparam (expasy) se encontró que la secuencia de 1-SST codifica para una proteína putativa con un peso molecular aproximado de 69.67 kDa y un punto isoeléctrico aproximado de 5.28. Para la secuencia de 1-FFT se encontró un peso molecular aproximado de 67.33 kDa y un punto isoeléctrico de 5.05 para la proteína putativa que codifica, ambos resultados concordantes con otras enzimas de otras especies (Sprenger et al., 1995, Van den Ende et al., 1996, Van den Ende et al., 1996, Kawakami y Yoshida, 2002)
4. CONCLUSIONES
El presente estudio se presenta el trabajo del aislamiento de las secuencias completas de cDNA putativas que codifican para las enzimas 1-SST y 1-FFT de la planta D. variabilis. Dichos cDNAs fueron confirmados mediante un estudio in-silico de sus secuencias dónde se encontró una identidad mayor a 88% con los genes homólogos respectivos de H. tuberosus.

Así mismo se pudo identificar en ambas secuencias los dominios reportados para las enzimas de la familia GH32 a la que pertenecen ambas FT, así como los motivos que las distinguen entre sí.
Finalmente se pudo calcular algunos parámetros físico-químicos de las proteínas putativas que codifican ambos genes, así como su relación filogenética con otras enzimas 1-SST y 1-FFT previamente reportadas en la literatura.

El presente trabajo de investigación fue apoyado por el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CB2010/153816), IRG fue apoyado con una beca de maestría de CONACYT, RTV fue apoyado con una beca SEP-CONACYT (N. 20111)
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