CENTRO INTERNACIONAL DE ESTUDOS
DE DOUTORAMENTO E AVANZADOS
DA USC (CIEDUS)

UNI®

UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

TESIS DE DOCTORADO

MOVILIZACION DE LA PRINCIPAL PROTEINA
DE RESERVA EN TUBERCULO DE PATATA
(Solanum tuberosum L.) DEPENDIENTE DE SU
ESTATUS DE FOSFORILACION

Javier Bernal Pampin

ESCUELA DE DOCTORADO INTERNACIONAL

PROGRAMA DE DOCTORADO EN MEDIO AMBIENTE Y RECURSOS
NATURALES

SANTIAGO DE COMPOSTELA

ANO 2019






UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

DECLARACION DEL AUTOR DE LA TESIS

Movilizacion de la principal proteina de reserva en tubérculo de patata

(Solanum tuberosum L.) dependiente de su estatus de fosforilacion

D. Javier Bernal Pampin

Presento mi tesis, siguiendo el procedimiento adecuado al Reglamento, y declaro que:

1) Latesis abarca los resultados de la elaboracion de mi trabajo.

2) Ensu caso, en la tesis se hace referencia a las colaboraciones que tuvo este trabajo.

3) La tesis es la version definitiva presentada para su defensa y coincide con la version enviada
en formato electronico.

4) Confirmo que la tesis no incurre en ningun tipo de plagio de otros autores ni de trabajos
presentados por mi para la obtencion de otros titulos.

En Santiago de Compostela, ..... de ... de 2079

Fdo.: Javier Bernal Pampin






UNIVERSIDADE
DE SANTIAGO
DE COMPOSTELA

AUTORIZACION DEL DIRECTOR / TUTOR DE LA
TESIS

Movilizacion de la principal proteina de reserva en tubérculo de patata

(Solanum tuberosum L.) dependiente de su estatus de fosforilacion

D. José Carlos Zapata Babio, Catedratico de Genética del Departamento de Zoologia, Genética y

Antropologia Fisica

INFORMA:

Que la presente tesis, corresponde con el trabajo realizado por D. Javier Bernal Pampin, bajo mi
direccion, y autorizo su presentacion, considerando que reune /o s requisitos exigidos en el
Reglamento de Estudios de Doctorado de la USC, y que como director de ésta no

incurre en las causas de abstencion establecidas en la Ley 40/2075.

En Santiago de Compostela, ..... de ... de 2079

Fdo.: José Carlos Zapata Babio






DEDICATORIA

Esta Tesis Doctoral no es mia, sino de mis padres, os doy las gracias por permitirme
hacer y animarme a terminar un proyecto de esta envergadura, sin vosotros no hubiese sido
posible. Maméa, me has criado y educado amandome con locura desde el primer instante de
mi vida. Todo lo que puedo hacer es poner en tus manos los logros que con mi limitada
capacidad alcance en este mundo. Junto a papa, que descanse en paz, me has ensefiado qué
significa amar y ser amado.

Papa, el 9 de enero has dejado atras este mundo, por eso defiendo este trabajo en tu
memoria. Aungue todo deje de tener sentido y la noche sea méas oscura que nunca, ta siempre
estds y estaras a mi lado siendo mi escudo y protector. No comprendo muchas cosas de mi
vida, el futuro es incierto, pero me ensefiaste que “Omnia in Bonum”, o lo que es lo mismo,
“todo es para bien”. Asi, hago mias un par de estrofas del poema “El Templo Vacio” de
Leopoldo Panero que leiste a tus compafieros de instituto en la comida de celebracion de tu
jubilacion.

Lo mejor de mi vida es el dolor. Tu sabes
cdémo soy. TU levantas esta carne que es mia.
TU esta luz que sonrosa las alas de las aves.
TU esta noble tristeza que Ilaman alegria.

Ta me diste la gracia para vivir contigo.

Ta me diste las nubes como el amor humano.

Y al principio del tiempo, T4 me ofreciste el trigo,
con la primera alondra que naci6 de tu mano.






AGRADECIMIENTOS

La realizacion de esta Tesis Doctoral no hubiese sido posible sin la ayuda y
colaboracion de un enorme equipo humano de trato encomiable. Para empezar, he tenido un
excelente director y mentor no solo en lo profesional, sino también en lo personal. Carlos, me
has dado la oportunidad de abordar con éxito una nueva etapa en mi vida. La Tesis Doctoral
es como un camino de rosas, resalta por su belleza y encanto, pero a su vez hace mella en el
corazén con sus espinas. Como bien me ensefiaste, las distintas etapas de la vida llevan
consigo “picos y valles” que se suceden. Me has acompafiado en todos y cada uno de los
problemas que han surgido a lo largo de este proceso, y gracias a ti he dado un paso que me
ha servido para madurar y crecer como persona.

Quisiera agradecer también el apoyo recibido por todos y cada uno de mis
compafieros con los que he formado parte de un excelente equipo de investigacion. Maria, me
has tratado como una madre a un hijo ensefiandome como enfrentarme a todas y cada una de
las tareas que lleva implicito el trabajo de laboratorio. No solo me has ayudado en mi
formacion académica, sino que ante los momentos mas amargos en los que uno puede pensar
en tirar la toalla me decias “no caera esa breva”, animandome a dar la batalla hasta el final.
Ariadna, Raquel y Dani, habéis sido mis comparfieros de viaje como doctorandos, siempre
recordaré con carifio las anécdotas que hemos vivido en el laboratorio. No olvidaré vuestra
especial comprension en todas y cada una de las fases que he atravesado. Dani, con tu
caracter desenfadado has sabido quitar dramatismo a nuestro dia a dia aportando un toque de
humor. Raquel, has sido un ejemplo con tu buena voluntad demostrando que eres una persona
que siempre responde cuando uno lo necesita. Ariadna, a ti te recordaré en especial, en esta
Tesis Doctoral no solo han brotado patatas sino también una amistad sincera. Ambos tenemos
mentalidades completamente distintas, pero hemos sido capaces de entendernos a base de
extensas conversaciones que no se han quedado en lo superficial, sino que han profundizado
en los valores humanos escuchandonos y aconsejandonos en cada instante.

Por altimo, quiero decir que hay personas que no nombro pero que como familiares y
amigos me han apoyado no so6lo ahora, sino en todos y cada uno de los momentos de mi vida.
Papa, mama, hermanos, padrino y demas familia, gracias por quererme y aconsejarme en
todo momento. Amigos, me honra que forméis parte de mi historia pudiendo protagonizar
cada uno de vosotros un capitulo de la misma.

De todo corazén, gracias a todos






ABREVIATURAS

1-DE:
2-DE:
ABA:
BSA:
Cl:
GA:
HF-P:
IEF:
LC:
MALDI:
M;:

MS:

PMEF:
PNGasa F:

PR:

Pro-Q DPS:

PTM:
P3DB:
SSP:
TOF:
UPGMA:

VSP:

Electroforesis monodimensional

Electroforesis bidimensional

Acido abscisico

Seroalbumina bovina

Intervalo de confianza

Acido giberélico

Acido fluorhidrico-piridina

Isoelectroenfoque

Cromatografia liquida

lonizacion/desorcion por laser asistida por matriz
Masa molecular relativa

Espectrometria de masas

Punto isoeléctrico

Huella dactilar de la masa peptidica

Enzima péptido-N-glicosidasa F

Tasa de fosforilacion

Tinte fluorescente de proteinas fosforiladas Pro-Q Diamond
Modificacion postraduccional

Base de datos de proteinas fosforiladas en plantas
Proteina de reserva de semilla seca

Tiempo de vuelo

Método del promedio no ponderado por pares de grupos

Proteina de reserva de semilla vegetativa







RESUMEN

Las proteinas de reserva de semilla seca (SSPs) presentan isoformas fosforiladas en
una gran variedad de especies. La fosforilacién de la principal SSP de la judia comdn
desempefia una funcion clave en su movilizacion durante la fase de germinacion de la semilla.
En contraste, se desconoce si las proteinas de reserva de las semillas vegetativas (VSPs)
experimentan fosforilaciones. La principal VSP del tubérculo de la patata (Solanum
tuberosum L.) es la patatina. Este estudio tiene como objetivo la identificacion de posibles
isoformas de patatina fosforiladas y su implicacion en los mecanismos que intervienen en su
movilizacién. Para ello, se elaboré un mapa de alta resolucion de las isoformas de patatina del
cv. Kennebec, basado en la electroforesis bidimensional (2-DE) y la espectrometria de masas
en tindem (MALDI-TOF/TOF MS). La identificacion en gel de las isoformas fosforiladas, y
su cuantificacion, se realizé por medio de la tincion especifica de fosfoproteinas y el método
de desfosforilacion quimica con acido fluorhidrico piridina (HF-P). Finalmente, se evaluaron
los cambios en el estatus de fosforilacion de la patatina a lo largo del ciclo de vida del
tubérculo, es decir: endodormancia, rotura de brote, brotacion y crecimiento de la planta. Los
resultados del estudio revelaron que la patatina comprende maultiples isoformas fosforiladas,
lo que supone la primera evidencia de la existencia de fosforilaciones en las VSPs. Ademas,
se detect6 un incremento significativo del nivel de fosforilacion de la patatina en la transicién
de los tubérculos desde la etapa de endodormancia a la de brotacién, asi como un
decrecimiento posterior en paralelo con la degradacién de la patatina. Las isoformas de
patatina del tipo Kuras presentaron los niveles mas elevados de fosforilacion, siendo
preferentemente degradadas después de la brotacion del tubérculo. En conclusion, la
movilizacién de la patatina tiene lugar a través de un mecanismo dependiente de su estatus de

fosforilacion.

Palabras clave: Solanum tuberosum; patatina; proteinas de reserva de tejido vegetativo;

proteoma fosforilado del tubérculo; electroforesis bidimensional optimizada.







RESUMO

As proteinas de reserva de semente seca (SSPs) presentan isoformas fosforiladas
nunha gran variedade de especies. A fosforilacion da principal SSP da xudia comun
desempefia unha funcion chave na sGa mobilizacion durante a fase de xerminacion da
semente. En contraste, descofiécese se as proteinas de reserva das sementes vexetativas
(VSPs) experimentan fosforilaciéns. A principal VSP do tubérculo da pataca (Solanum
tuberosum L.) é a patatina. Este estudo ten como obxectivo a identificacion de posibles
isoformas de patatina fosforiladas e a sta implicacion nos mecanismos que intervefien na sua
mobilizacién. Para iso, elaborouse un mapa de alta resolucion das isoformas de patatina do cv.
Kennebec, baseado na electroforesis bidimensional (2-DE) e a espectrometria de masas en
tandem ( MALDI- TOF/ TOF MS). A identificacion en xel das isoformas fosforiladas, e a sta
cuantificacion, realizouse por medio da tincion especifica de fosfoproteinas e o método de
desfosforilacion quimica con &cido fluorhidrico piridina (HF- P). Finalmente, avaliaronse os
cambios no estatus de fosoforilacion da patatina ao longo do ciclo de vida do tubérculo, é
dicir: endodormancia, rotura de brote, brotacion e crecemento da planta. Os resultados do
estudo revelaron que a patatina comprende multiples isoformas fosforiladas, o que supén a
primeira evidencia da existencia de fosforilacions nas VSPs. Ademais, detectouse un
incremento significativo do nivel de fosforilacion da patatina na transicion dos tubérculos
dende a etapa de endodormancia & de brotacion, asi como un decrecemento posterior en
paralelo coa degradacion da patatina. As isoformas de patatina do tipo Kuras presentaron os
niveis mais elevados de fosforilacion, sendo preferentemente degradadas despois da brotacion
do tubérculo. En conclusion, a mobilizacion da patatina ten lugar a través dun mecanismo

dependente do seu estatus de fosforilacion.

Palabras chave: Solanum tuberosum; patatina; proteinas de reserva de semente vexetativa;

proteoma fosforilado do tubérculo; electroforesis bidimensional optimizada.







ABSTRACT

Seed storage proteins (SSPs) have phosphorylated isoforms in a great variety of
species. The phosphorylation of the main SSP of the common bean plays a key role in its
mobilization during seed germination. In contrast, the occurrence of phosphorylation in
vegetative storage proteins (VSPs) is currently unknown. The patatin is the major VSP in
potato (Solanum tuberosum L.) tuber. The aim of this study is to identify possible
phosphorylated patatin isoforms and assess the involvement of phosphorylation in patatin
mobilization. For this purpose, a high-resolution map of the patatin isoforms of cv. Kennebec
was developed based on two-dimensional electrophoresis (2-DE) and tandem mass
spectrometry (MALDI-TOF / TOF MS). In-gel identification and quantification of the
phosphorylated isoforms was carried out by specific staining of phosphoproteins and the
chemical dephosphorylation treatment with hydrogen fluoride-pyridine (HF-P). Finally,
changes in the phosphorylation status of the patatin were evaluated throughout the following
tuber life cycle stages: endodormancy, bud break, sprouting and plant growth. The results of
the study revealed that patatin comprises multiple phosphorylated isoforms, which is the first
evidence of the existence of phosphorylation in VSPs. In addition, a significant increase in the
phosphorylation level of the patatin was detected in the transition of the tubers from the
endodormancy to the sprouting stage, as well as a subsequent decrease in parallel with the
degradation of the patatin. The Kuras patatin isoforms showed the highest levels of
phosphorylation being preferably degraded after tuber sprouting. In conclusion, the
mobilization of the patatin takes place through a mechanism dependent on its phosphorylation

status.

Key words: Solanum tuberosum; patatin; vegetative storage proteins; tuber phosphoproteome;

targeted two-dimensional electrophoresis.
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INTRODUCCION

1.1. Importancia de la patata en el sector alimentario

Uno de los cultivos méas consumidos en el mundo es el tubérculo de la patata (Solanum
tuberosum L). En el afio 2016 se estimo su produccién y superficie de cultivo a nivel mundial
en, aproximadamente, 377 millones de toneladas y 19 millones de hectareas. La patata es el
cuarto cultivo mas producido en el mundo tras el maiz, el trigo y el arroz. La mayor
produccion se concentra en los paises asiaticos (50,6%) seguido de paises europeos (31,2%),
americanos (11,3%) africanos (6,5%) y oceanicos (0,4%) (FAOSTAT 2016). Un numero de
habitantes superior a los mil millones la consumen diariamente, siendo un alimento
fundamental en la dieta de paises de Sudamérica, Africa y Asia (CIP 2018). En los paises
subdesarrollados y en desarrollo, la ingesta per capita de la patata y sus productos derivados
es aproximadamente un 60% inferior con respecto a su consumo promedio en todo el mundo
(FAOSTAT 2013). En los paises desarrollados los patrones de consumo de la patata cambian
en funcidn de si es procesada o no, esto se debe a los habitos de consumo de comida rapida
(Rodriguez-Amado et al. 2014). Si se produce un incremento de su consumo, seré necesario el
desarrollo de nuevas tecnologias que aumenten su rendimiento de cultivo. La patata es una
planta de facil crecimiento y, si se compara con otros cultivos, puede proveer de manera
rdpida comida muy nutritiva requiriéndose una menor demanda de superficie de cultivo
(Mullins et al. 2006).

1.2. Proteoma vegetal

El término “proteoma” fue descrito por primera vez por Marc Wilkins en una reunion
de Siena en 1994, donde se introdujo la idea de que el proteoma es el cimulo de proteinas
expresadas por el genoma (Bini et al. 2007). Una extension de este concepto es el término
“protedémica”, que comprende la identificacion y el analisis de la expresién de las proteinas a
nivel cuantitativo en unas condiciones determinadas y en un momento dado dentro de un
organismo, tejido, célula u organulo celular (Tan et al. 2013). La proteémica abarca a su vez
informacion sobre la estructura y la funcion de las proteinas, su localizacion en el sistema
bioldgico estudiado, asi como de las modificaciones e interacciones que experimentan y
desarrollan (Ortea et al. 2016). La protedbmica es una disciplina que ha madurado,
incrementandose el nimero de estudios realizados desde su origen hace aproximadamente 25
afios (Miernyk 2014). A pesar de los avances logrados, estamos ante el comienzo del

desarrollo de la era de la protedmica siendo necesario el desarrollo de nuevas tecnologias e
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investigaciones para llegar al punto de su maximo rendimiento (Jorrin-Novo 2014). Desde el
origen de la protedmica se empleo la electroforesis bidimensional (2-DE) combinada con la
espectrometria de masas (MS). En adelante, se desarrollaron nuevas metodologias
protedmicas que emplean técnicas cromatogréaficas y/o técnicas de espectrometrias de masas
(Jorrin-Novo 2014; Rabilloud 2014). Asi pues, existen dos tipos de analisis protedmicos, los
que emplean técnicas que se basan en la utilizacion de geles de electroforesis, y los que no los
utilizan (Tan et al. 2017). La metodologia protedmica basada en geles 2-DE, primera vez
descrita por O’Farrell (1975), es la mas reproducible y robusta siendo muy utilizada en

proteémica de plantas (Agrawal et al. 2012; Rabilloud 2014).

Entre las limitaciones de la técnica 2-DE se destaca su carencia de resolucién para
analizar proteinas presentes en baja abundancia o proteinas de membrana, lo que se puede
corregir parcialmente con el empleo de protocolos optimizados para el estudio de un tipo
concreto de proteina (Gorg et al. 2004, 2009; Rabilloud and Lelong, 2011; Grupta et al. 2016;
Mouzo et al. 2018a). Se conoce que los tejidos de plantas contienen una menor cantidad de
proteinas que otros organismos, asi como una gran diversidad de componentes bioldgicos que
pueden interferir en su extraccion, solubilizacion y separacion por medio de la técnica 2-DE.
Entre los componentes bioldgicos que interfieren se incluyen a la pared celular, los lipidos,
los polisacaridos, los polifenoles y un amplio nimero de proteasas. Teniendo en cuenta esto,
la extraccion de las proteinas es un paso inicial critico en los estudios de protedmica de
plantas porgue tiene una relacion directa con la calidad final de los anélisis 2-DE (Saravanan
and Rose 2004; Carpentier et al. 2005; Faurobert et al. 2007; de la Fuente et al. 2011; Mouzo
et al. 2018a). En su conjunto, estas apreciaciones muestran que la 2-DE es muy laboriosa y
que es una tecnologia poco automatizada que requiere un equipo de profesionales expertos
para extraer el maximo rendimiento a su potencial. Los andlisis 2-DE de alta resolucion
pueden separar, detectar y cuantificar miles de proteinas de forma simultanea (Weiss and
Gorg 2007). Actualmente se emplea de manera rutinaria en protedmica para analizar proteinas
solubles abundantes con una cantidad aproximada de 1-2 ng por spot, un rango lineal
dindmico de hasta 3 6rdenes de magnitud, un rango de masa molecular de 15-150 kDa y un
rango de pH 2,5-12 (Gorg et al. 2004; Weiss and Gorg 2007; Rabilloud et al. 2010; Mouzo et
al. 2018a). Por lo que la 2-DE tiene un poder de resolucion suficiente como para separar a la

mayoria de las isoformas de las proteinas solubles mas abundantes en los tejidos vegetales.




INTRODUCCION

La protedmica es una herramienta muy interesante para ahondar en el conocimiento de
procesos biologicos que incluyen al desarrollo de las plantas y su respuesta frente a
situaciones de estrés (Takac et al. 2017). El estudio de la protedmica de las plantas es un area
de investigacion que esta creciendo de manera exponencial desde que se produjo el primer
estudio en el maiz (Touzet et al. 1996; Tan et al. 2017). Dentro de la protedmica de las
plantas, se destaca el estudio de la biologia de la semilla en el conjunto de las distintas fases
de su ciclo bioldgico y bajo distintas condiciones ambientales (Miernyk 2014). Por ejemplo,
existen proteinas importantes en la regulacién y desarrollo del mecanismo de germinacion de
la semilla, cuyo conocimiento resulta fundamental para el sector agricola (Tan et al. 2017). Se
han hecho revisiones sobre los avances y éxitos de la protedmica en el estudio de mecanismos
moleculares tanto en el proceso del desarrollo de la semilla como en el de su germinacion
(Miernyk and Hajduch 2011; Deng et al. 2013).

1.2.1 Modificaciones postraduccionales (PTMs)

La diversidad y abundancia de las proteinas en los sistemas bioldgicos se regulan por
eventos postranscripcionales y postraduccionales, por lo que los analisis del genoma y del
transcriptoma son insuficientes para su estudio (Calvete 2014). La protedmica es una
herramienta muy Gtil para la identificacion, con un rendimiento muy elevado, de las
modificaciones postraduccionales (PTMs) (Takac et al. 2017). En plantas, las PTMs influyen
en multiples aspectos de la funcionalidad de las células mediante el control de mecanismos
de: sefializacion, expresion génica, estabilidad proteica, cinética enzimatica, interacciones
entre proteinas y localizacién subcelular (Friso and van Wijk 2015; Silva-Sanchez et al. 2015;
Hashiguchi and Komatsu 2017; Tan et al. 2017). Los tipos de modificaciones
postraduccionales mas comunes son: la fosforilacion, la glicosilacion, la ubiquitinacion, la

nitrosilacion, y la carbonilacién (Tan et al. 2017).

La fosforilacion es la PTM mas conocida, en los ultimos afios se han desarrollado
numerosos estudios del proteoma fosforilado, o “fosfoproteoma”, en plantas modelo
sometidas a diversas condiciones de crecimiento (Schulze et al. 2015). El genoma de las
plantas codifica al menos 1.000 proteinas gquinasas, lo que supone aproximadamente el doble
de las que codifica el genoma humano (The Arabidopsis genome initiative 2000; Manning et
al. 2002). Estos datos subrayan la importancia de la fosforilacion de proteinas en plantas,

donde la fosforilacion reversible es uno de los mecanismos de control metabolico de mayor
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relevancia (Huber 2007). La fosforilacion de las proteinas puede regular cambios funcionales
en la maduracion y germinacion de la semilla, el crecimiento de la planta y su respuesta frente
a situaciones adversas (Weber et al. 2005; Lopez-Pedrouso et al. 2014a; Schulze et al. 2015;
Yin et al. 2018; Mouzo et al. 2018a). Como consecuencia de la variacion dindmica de los
eventos de fosforilacion, es necesario seguir midiendo los cambios cuantitativos de las formas
fosforiladas de las proteinas para conocer en detalle sus mecanismos regulatorios (Silva-
Sanchez et al. 2015).

1.3. Proteoma de la patata

Los primeros anélisis protedmicos en especies de la familia Solanaceae se realizaron
hace aproximadamente 3 décadas. En la revision de Ghatak et al. (2017), se describe que
desde entonces se han empleado metodologias proteémicas basadas en la utilizacion de geles
(75% de los estudios realizados) o en el no empleo de los mismos. A su vez, se detalla que el
28% de los estudios se realizaron en la patata (S. tuberosum) debido a su importancia
economica. El contenido proteico de la patata supone en torno a un 2-5% del peso fresco del
tubérculo (Bartova et al. 2015; Calliope et al. 2018). La proteina de la patata representa el
1,8% de la proteina total ingerida per capita. En las poblaciones humanas de paises de
América Central y Africa disminuye sensiblemente este porcentaje, a diferencia de los paises
de Europa, América del Norte y Oceania en los que aumenta (FAOSTAT 2013). A pesar del
bajo contenido proteico de la patata, ésta supone un componente alimenticio importante
(Lachman et al. 2005). A su vez, el contenido proteico es un factor relevante en la evaluacion
de la calidad del tubérculo de la patata (Mitrus et al. 2003). Las metodologias proteémicas
también se emplearon para dar respuesta a cuestiones que hacen referencia a los factores
genéticos que puedan tener algun tipo de efecto sobre el proteoma de la patata (Lehesranta et
al. 2005). Por otra parte, se desarrollaron perfiles protedmicos 2-DE para las distintas fases de
desarrollo del ciclo del tubérculo de la patata lo que incluye su: desarrollo, dormancia,
almacenamiento y brotacion (Lehesranta et al. 2006). Las proteinas del tubérculo de patata se
pueden clasificar por orden creciente de abundancia, en 3 grupos: proteinas de elevado peso
molecular, inhibidores de proteasas y la patatina (Pots et al. 1999b; Ralet and Guéguen 2000).
Las proteasas se definen como proteinas con la actividad enzimatica de degradar a otras
proteinas (Lopez-Otin and Bond 2008), por lo tanto, los inhibidores de proteasas impiden
dicha degradacion.
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1.4. Proteinas de reserva

Las proteinas de reserva se clasifican en funcion de si se localizan en semillas
vegetativas (VSPs) o en semillas secas u ortodoxas (SSPs) (Shewry et al. 1995; Shewry
2003). Las VSPs se confinan en tejidos vegetales (tubérculo, tallo, raiz y hoja) de plantas
como la patata dulce (esporaminas), la patata (patatina) y la Oxalis tuberosa Mol. (ocatinas)
(Beardmore et al. 1996; Mintz 1998; Fujiwara et al. 2002; de Souza Céandido et al. 2011). En
el caso de la patata, las proteinas de reserva se sitlan en tejidos vegetativos como son el
tubérculo y la hoja (Sonnewald et al. 1989a). Las proteinas de reserva presentes en el
tubérculo son las siguientes: las patatinas, los inhibidores de proteasas de tipo Kunitz,
inhibidores de proteasas de tipo | y I, inhibidores de carboxipeptidasas y lipooxigenasas
(Jergensen et al. 2011). La proteina de reserva mayoritaria es la patatina, llegando a
representar hasta un 45% de la proteina total soluble del tubérculo (Racusen and Foote 1980;
Paiva et al. 1983; Liu et al. 2003; de Souza Candido et al. 2011).

1.4.1. Estructura de la patatina

Utilizando la técnica de la electroforesis no desnaturalizante, se determind que la
patatina es una proteina dimérica de 78 kDa en un medio de pH neutro a temperatura
ambiente (Racusen and Weller 1984). En presencia de SDS, la estructura dimérica se rompe
en sus unidades monoméricas (Racusen and Weller 1984). Los monémeros de las isoformas
de patatina estan formados por cadenas polipeptidicas con un nimero de aminoacidos que
varia entre 374 y 387 (UniProt 2018). La patatina se clasifica como una proteina con un
plegamiento de clase o/B, tiene 6 laminas B plegadas que se ubican en el medio de capas de
hélices o formando una estructura de tipo sandwich (Rydel et al. 2003). La patatina contiene
de manera aproximada, un 46% de hojas plegadas B y un 33% de hélices a (Pots et al. 1998).

1.4.2. Base genética de la patatina

El sistema genético que codifica la proteina patatina es muy complejo. En un principio
se creia que los genes de patatina estaban presentes en un Unico locus dentro del cromosoma
8, y que dicho locus estaba dividido en dominios discretos (Ganal et al. 1991). Hoy en dia, el
consorcio gque secuencié el genoma de la patata encontrd genes que codifican para la proteina
patatina en los cromosomas: 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 9 y 10; situandose la mayoria al final del brazo
largo del cromosoma 8 (The Potato Genome Sequencing Consortium 2011). Hay 16-18
copias de genes de patatina por genoma haploide (Twell and Ooms 1988). Los genes de
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patatina tienen 7 exones y 6 intrones, Y se dividen en dos clases: clase | y clase Il (Bevan et
al. 1986; Pikaard et al. 1987; Mignery et al. 1988). A diferencia de los genes de patatina de
clase 11, en los de clase | estd ausente un tracto de 22 nucleotidos en la region 5’UTR. Los
transcritos de patatina de clase | se expresan de manera especifica en tubérculos, el nimero de
sus transcritos es 50-100 veces superior al de los de patatina de clase 11 (Pikaard et al. 1987;
Mignery et al. 1988). Los genes codificadores de la patatina muestran al menos un 90% de
homologia en su secuencia nucleotidica, siendo el gen mas diferenciado el que codifica para
la isoforma de patatina de tipo Kuras pat3-k1 (PT3K1) (Mignery et al. 1984, 1988; Bauw et
al. 2006).

1.4.3. Propiedades bioquimicas de la patatina

Existen multiples isoformas de patatina, definiéndose isoforma como distintas formas
de una proteina que pueden ser producidas por la expresion de un mismo gen mediante el
mecanismo del splicing alternativo, o a partir de genes distintos (NCBI 1999). Las isoformas
de patatina tienen una masa molecular relativa (M) que oscila de 40 a 45 kDa, son
inmunolégicamente idénticas, tienen una homologia muy alta en sus secuencias, y presentan
glicosilaciones (Park et al. 1983; Mignery et al. 1984; Mignery et al. 1988; Stiekema et al.
1988; Sonnewald et al. 1989a; Karenlampi and White 2009). A su vez, las isoformas de
patatina contienen en sus cadenas polipeptidicas residuos aminoacidicos con cargas positivas
y negativas (Pots et al. 1998). EI momento en el que la proteina es eléctricamente neutra a un
pH determinado se conoce como punto isoeléctrico (pl) (NCBI 1975). El pl de las isoformas
de patatina tiene un valor que varia de 4,6 a 5,2 (Pots et al. 1999a). En cuanto a las
metodologias protedbmicas empleadas para su caracterizacion, la 2-DE aport6 la informacién
méas completa permitiendo la descripcion de su M, y su pl (Lehesranta et al. 2005, 2006;
Bauw et al. 2006; Barta et al. 2012).

1.4.3.1. Glicosilacion en la patatina

La glicosilacién de las proteinas tiene funciones bioldgicas importantes para el
desarrollo de los organismos como pueden ser: sefializacion intracelular, estabilidad proteica,
control del correcto plegamiento proteico e interacciones proteina-proteina (Strasser 2014,
2016). Las variaciones en la M, de las isoformas de la patatina parece que se deben a la
presencia de glicosilaciones en su secuencia de aminoacidos (Pots et al. 1999a). Mas

concretamente, a una glicosilacion diferencial con enlaces de tipo N- en tres residuos
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aminoacidicos de Asn, diferencidndose en el tipo de oligosacarido unido o en el nimero de
glucanos afadidos (Sonnewald et al. 1989b; Bauw et al. 2006; Bérta et al. 2012; Lattova et al.
2015). Los primeros estudios que describieron a la patatina como una proteina glicosilada
fueron ensayos in vivo e in vitro realizados por Racusen and Foote (1980) y Sonnewald et al.
(1989b). De ahi en adelante, se determind la presencia de hasta 5 sitios de glicosilacion sobre
residuos aminoacidicos de Asn y Thr total o parcialmente ocupados en sus cadenas
polipeptidicas (Sonnewald et al. 1989b; Bauw et al. 2006; Wellinder and Jgrgensen 2009;
Barta et al. 2012; Lattové et al. 2015).

1.4.3.2. Hipdtesis de la patatina como proteina fosforilada

Empleando geles 2-DE no solo se detecto variaciones en la M, de la patatina, sino que
también se encontro diferencias en su pl estudiando distintos cultivares de tubérculo de patata
(Lehesranta et al. 2005; Bauw et al. 2006; Barta et al. 2012). Las diferencias de pl en las
cadenas aminoacidicas de las isoformas de patatina pueden ser explicadas por variaciones en
los aminoacidos cargados positiva- o negativamente (Pots et al. 1999a). Sin embargo, la
fosforilacion variable también tiene el potencial de cambiar el pl de las proteinas sustituyendo
los grupos hidroxilo de los residuos aminoacidicos por grupos fosfato cargados negativamente
(Zhu et al. 2005). Por lo tanto, la fosforilacion podria ser un factor que explique la
heterogeneidad presente en el pl de las isoformas de patatina.

1.5. Movilizacién de proteinas de reserva de semilla seca

Una vez que se realiza la caracterizacion de las proteinas de reserva, se estudia su
movilizacién en el ciclo bioldgico de la semilla. No s6lo se analiza en qué medida cambia su
abundancia, sino que también se trata de dilucidar qué mecanismos pueden regular este
fendmeno. Hasta la fecha, el conocimiento mas completo de los cambios en la abundancia de
las proteinas de reserva y su regulacion se ha obtenido mediante su estudio en la semilla seca.
Los mapas 2-DE aportan informacién muy valiosa a cerca del complejo entramado de
cambios dinamicos que experimentan las proteinas de reserva en el desarrollo de la semilla y
su germinacion, hecho que se describe en la revision de Mouzo et al. (2018a). Las
investigaciones descritas en la literatura cientifica muestran evidencias de que las proteinas de
reserva se acumulan en el proceso del crecimiento del embrion y el llenado de la semilla,
siendo su patrdén variable en funcion del tipo de proteina de reserva y el cultivar. Asi, Gallardo
et al. (2007) determinaron que las principales SSPs de la especie modelo de legumbre
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Medicago truncatula L., 11S leguminas y 7S vicilinas, son sintetizadas en un orden temporal
especifico y se acumulan en distintas cantidades relativas durante el desarrollo de la semilla.
Guo et al. (2012) determinaron que 5 tipos de SSPs del trigo (y-gliadinas, globulinas,
proteinas similares a la avenina, triticina y gluteninas de bajo peso molecular) se acumulan de
manera diferencial en el proceso de desarrollo del grano. Las SSPs de la colza Brassica napus
L. (napinas, cruciferinas y oleosinas) parece que se acumulan sélo en las etapas tempranas e
intermedias del desarrollo de la semilla (Borisjuk et al. 2013; Gacek et al. 2018). En su
conjunto, estas observaciones plantean la cuestion de cuales son los mecanismos responsables
de la acumulacion diferencial de las isoformas de las proteinas de reserva en el proceso del
desarrollo de la semilla. Por otra parte, también se sugiere que la movilizacion de las SSPs
tiene una importancia especial en la etapa de la germinacion de la semilla y el consiguiente
crecimiento de la planta (Tan-Wilson and Wilson 2012; Mouzo et al. 2018a). En este sentido,
los andlisis protedmicos basados en la 2-DE revelaron que la acumulacion de las proteinas de
reserva también puede tener lugar en etapas tardias del desarrollo de la semilla y en el
comienzo de la germinacion. Chibani et al. (2006) demostraron que los precursores de las
cruciferinas, una de las principales SSPs de Arabidopsis thaliana L., son acumulados por
sintesis de novo en las etapas tardias del desarrollo de la semilla. Ademas, un estudio de la
terminacion de la dormancia en Arabidopsis sugiere que el acido giberélico (GA) esta
implicado en el procesamiento de las formas precursoras de las SSPs y la acumulacion de sus
formas procesadas en semillas maduras (Gallardo et al. 2002). Por dltimo, es destacable la
investigacion que revela una degradacion diferencial de las isoformas de la principal proteina
de reserva de la judia comun (Phaseolus vulgaris L.), la faseolina, en la finalizacion de la
dormancia de la semilla y su consiguiente germinacion (Lopez-Pedrouso et al. 2014a). No
solo se describe la movilizacion de las SSPs, sino que también se trata de comprender como

se regula estudiando los cambios en sus PTMs entre las que se destaca a la fosforilacion.
1.6. Fosforilacion en proteinas de reserva de semilla seca

Un paso previo a la asignacion de un posible rol funcional a la fosforilacion de las
SSPs, es la identificacion y caracterizacion de sus isoformas fosforiladas. EI conocimiento de
la presencia de fosforilaciones en distintos tipos de SSPs en una amplia variedad de especies
se ha incrementado de manera notable en los ultimos 25 afios. En la revision de Mouzo et al.
(2018a) se muestra el estado de conocimiento actual sobre la fosforilacion en SSPs. Se ha

detectado la presencia de isoformas fosforiladas de proteinas de reserva de tipo globulina en
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semillas de: Arabidopsis, arroz (Oryza sativa L.), colza (B. napus), girasol (Helianthus
annuus L.), judia comun (P. vulgaris), pino (Pinus Sylvestris L.) y trigo (Triticum aestivum
L.) (Agrawal and Thelen 2006; Irar et al. 2006; Wan et al. 2007; Ghelis et al. 2008; Capraro
et al. 2011; Guo et al. 2012; Meyer et al. 2012; Kovaleva et al. 2013; Quiroga et al. 2013;
Han et al. 2014; Lopez-Pedrouso et al. 2014a; Dong et al. 2015). A su vez, otro tipo de
proteinas de reserva como son las albuminas de semillas de Arabidopsis y de pino, las
glutelinas de semillas de arroz y las prolaminas de semillas de trigo también presentan
isoformas fosforiladas (Tilley and Schofield 1995; Facchiano et al. 1999; Irar et al. 2006;
Wan et al. 2007; Kovaleva et al. 2013; Lin et al. 2005). Para comprender como se regula la
movilizacion de las SSPs, es necesario estudiar las correlaciones entre los cambios de su nivel
de fosforilacion y las variaciones en su abundancia relativa (Agrawal and Thelen 2006). A su
vez, si se estudian los cambios dindmicos de la fosforilacion de las proteinas en un plano
espacial y temporal, se mejorara notablemente el conocimiento sobre el rol de la fosforilacion
en los mecanismos de control de este proceso bioldgico (Kersten et al. 2009).

1.6.1. Técnicas protedmicas para el estudio de la fosforilacion de las SSPs

El analisis de las isoformas fosforiladas de las proteinas de reserva basadas en perfiles
optimizados 2-DE tiene algunas ventajas importantes con respecto a los andlisis basados
principalmente en la utilizacion de la MS, hecho que se explica en la revision de Mouzo et al.
(2018a). En la Tabla 1 se muestran los estudios registrados en la literatura cientifica que se
han basado en la técnica 2-DE para el analisis de la fosforilacion en las proteinas de reserva.
La estrategia estandar de los analisis fosfoprotedbmicos de caracter cuantitativo utilizan la
digestion quimica o enzimatica de una mezcla de proteinas, asi se transforman en péptidos
con los que se produce un espectro MS/MS (Silva-Sanchez et al. 2015). El principal
inconveniente de esta metodologia es su limitacion para asignar un fosfopéptido de manera
especifica a una unica isoforma debido a la alta redundancia de los péptidos y de los sitios de
fosforilacion (Rabilloud 2014). En este sentido, es destacable el hecho de que las isoformas de
las proteinas de reserva son codificadas por familias génicas que muestran una alta homologia
de secuencia, por ejemplo, las isoformas de patatina son codificadas por una familia
multigénica constituida por unos 10-18 genes por genoma haploide (The Potato Genome
Sequencing Consortium 2011) que tienen una homologia de secuencia de mas de un 90%
(Mignery et al. 1984, 1988). A su vez, hay otros factores que pueden hacer que se alcancen
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Tabla 1. Lista de estudios fosfoprotedmicos de SSPs basados en 2-DE. Fuente: Mouzo et al. (2018a).

Storage Protein Type Storage Protein Subtype Seed Stage Additional Techniches Species Reference
Globulin 12S cruciferin Development Pro-Q DPS, Rapeseed Agrawal and Thelen (2006)
LC-MS/MS (Brassica napus L.)
12S triticin Development Pro-Q DPS, Wheat Guo et al. (2012)
Globulin 3 MALDI-TOF, (Triticum aestivum L.)

12S cruciferin

7S phaseolin

12S cruciferin

Cupin

Globulin 3

Albumin 2S napin
Glutelin N/A

Dormancy

Dormancy

Germination

Germination

Germination

Germination

Dormancy

Development

MALDI-TOF/TOF
1-DE, Pro-Q DPS,
Inmunoblotting,
LC-MS/MS
Pro-Q DPS, HF-P,
MALDI-TOF,
MALDI-TOF/TOF
Western blotting,
MALDI-TOF,
MALDI-TOF/TOF
Pro-Q DPS,
MALDI-TOF/TOF
Pro-Q DPS,
LC-MS/MS
1-DE, Pro-Q DPS,
Inmunoblotting,
LC-MS/MS
Pro-Q DPS,
LC-MS/MS

Arabidopsis thaliana L.

Common bean

(Phaseolus vulgaris L.)

Arabidopsis thaliana L.

Rice
(Oryza sativa L.)
Wheat
(Triticum aestivum L.)

Arabidopsis thaliana L.

Rice

(Oryza sativa L.)

Irar et al. (2006);
Wan et al. (2007)

Lépez-Pedrouso et al. (2014a)

Ghelis et al. (2008)

Han et al. (2014)

Dong et al. (2015)

Irar et al. (2006);
Wan et al. (2007)

Lin et al. (2005)

N/A, Not Available
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conclusiones erroneas en los anélisis de PTMs basados exclusivamente en técnicas de MS.
Estos factores son: la coelucion de péptidos, la pérdida del grupo fosforilo en el proceso de la
ionizacion, la transferencia de fosfatos a residuos aceptores, la falta de reproducibilidad y el
bajo numero de réplicas biologicas utilizadas (Gonzalez-Sanchez et al. 2013; Rabilloud
2014). Algunas de estas desventajas son aplicables a métodos basados en MS muy utilizados
en protedmica cuantitativa como son la union estable de is6topos con aminoacidos en cultivos
celulares (SILAC) y la unidn de etiquetas isobaricas para la cuantificacion relativa y absoluta
(iTRAQ). Por otra parte, las técnicas de enriquecimiento de fosfoproteinas son utilizadas de
forma frecuente antes de los analisis de MS debido a la baja cantidad de fosfopéptidos
presentes en la muestra biologica (Gonzalez-Sanchez et al. 2013; Silva-Sanchez et al. 2015).
En el caso de las proteinas de reserva la aplicacién de técnicas de enriquecimiento de
fosfopéptidos no es necesaria porque son proteinas que presentan altos niveles de
fosforilacion (LoOpez-Pedrouso et al. 2014a). Ademaés, la cromatografia de afinidad
inmovilizada del ion metal (IMAC) y dioxido de titanio (TiO2) no permiten un andlisis del
estatus de fosforilacion en las distintas isoformas de proteinas de reserva, lo que si posibilitan
es la identificacion de sus sitios de fosforilacién (Gonzalez-Sanchez et al. 2013; Silva-
Sanchez et al. 2015).

1.6.2. Fosforilacion de las SSPs en el desarrollo y la dormancia de la semilla

Los estudios fosfoprotedmicos indican que las proteinas de reserva estan fosforiladas y
pueden desarrollar una funcion importante en el desarrollo de la semilla y su germinacion
(Mouzo et al. 2018a). En este sentido, Meyer et al. (2012) hicieron un estudio a gran escala
del subproteoma enriquecido de fosfoproteinas en 5 estados de desarrollo de la semilla en soja
(Glycine max L.), colza (B. napus) y Arabidopsis. Estos investigadores identificaron un total
de 2.001 fosfopéptidos y 1.026 sitios de fosforilaciébn no ambiguos en un total de 956
proteinas no redundantes, entre las que se incluyen a las proteinas de reserva. Una fraccion
considerable de las fosfoproteinas, 25%, resultaron ser proteinas de reserva que contienen el
motivo de fosforilacion X-S-D-X. Donde X puede ser cualquier aminoacido, S es el
aminoacido Ser y D es el aminoacido Asp. Mediante la combinacion de la 2-DE con un
método de desfosforilacion quimica que emplea acido fluorhidrico piridina (HF-P), se
determind una elevada tasa de fosforilacion (PR) en isoformas de la proteina de reserva
mayoritaria en semillas en estado de dormancia de la judia comun, la faseolina (Lopez-

Pedrouso et al. 2014a). Ademas, el analisis in silico de los fosfopéptidos revel6 la presencia
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del sitio de fosforilacion X-S-D-X en los fosfopéptidos de la faseolina. Razdn por la cual este
péptido parece ser una diana de fosforilacion en proteinas de reserva en el desarrollo de la

semilla.

Los mapas 2-DE indican que la acumulacién de isoformas de proteinas de reserva en
el desarrollo de la semilla tiene patrones variables (Mouzo et al. 2018a). El primer estudio en
el que se detectd y cuantificd fosfoproteinas en el desarrollo de la semilla fue realizado por
Agrawal and Thelen (2006). Estos investigadores obtuvieron un perfil de fosfoproteinas en B.
napus analizando los mismos cinco estados de desarrollo de la semilla que estudiaron Meyer
et al. (2012). Esto se consiguié mediante la técnica 2-DE acoplada a la tincion especifica de
proteinas fosforiladas con el tinte fluorescente Pro-Q Diamond (Pro-Q DPS). Para la
identificacion de sitios de fosforilacion utilizaron la cromatografia liquida de alta resolucion
combinada con la espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Los resultados del
estudio indican que el 40% de las subunidades de la proteina de reserva cruciferina
incrementan su fosforilacion en el desarrollo de la semilla, a diferencia del resto de las
subunidades en las que generalmente se disminuye. A su vez, algunas subunidades
fosforiladas de cruciferina muestran una mayor representacion en estados tardios del
desarrollo de la semilla (Agrawal and Thelen 2006; Meyer et al. 2012). En las proteinas de
reserva del altramuz blanco (Lupinus albus L.) también se detecté un aumento del nivel de
fosforilacion de sus isoformas durante el desarrollo y maduracion de la semilla (Capraro et al.
2011).

Los complejos mecanismos regulatorios subyacentes bajo los cambios dinamicos en el
estatus de fosforilacion de las SSPs no se conocen en profundidad (Mouzo et al. 2018a). Sin
embargo, se reconoce que un entramado de proteinas quinasas, proteinas fosfatasas y
fitohormonas participan en la sefializacion celular y en las rutas metabdlicas que controlan los
niveles de fosforilacién/desfosforilacion de las proteinas de reserva. La proteina CK2 es una
quinasa que fosforila a los residuos aminoacidicos Ser y Thr. Esta Ser/Thr quinasa esta
presente en todas las células eucariotas y estd implicada en la regulacion de mudltiples
procesos de desarrollo y crecimiento de las plantas, asi como en las rutas de sefializacion
celular de la fitohormona acido abscisico (ABA) (Mulekar and Huq 2014; Vitela et al. 2015;
Montenarh and Gotz, 2018). Irar et al. (2006) utilizaron mapas 2-DE para realizar el perfil de
fosfoproteinas de proteinas abundantes en embriogénesis tardia (LEA) y proteinas de reserva

a partir de un subproteoma enriquecido en fosfoproteinas de semillas de Arabidopsis. Estos
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investigadores identificaron varios sitios de fosforilacion en SSPs y proteinas anélogas a las
mismas, determinando una mayor probabilidad de fosforilacion de CK2 sobre los residuos
aminoacidicos Ser y Thr mediante analisis in silico a partir de los datos obtenidos por
MALDI-TOF MS y LC MS/MS. Por otra parte, la proteina fosfatasa ABI1 es un regulador
negativo de la sefializacion inducida por ABA e interacciona con proteinas ligadas al sistema
ubiquitina-proteosoma (UPS) (Gosti et al. 1999; Ludwikéw 2015). Wan et al. (2007)
demostraron que las cruciferinas de A. thaliana pueden ser una diana in vivo para ABI1 en el
desarrollo de la semilla. Para ello emplearon mapas 2-DE acoplados a técnicas de deteccion
inmunoldgicas de cruciferinas fosforiladas. Estos investigadores también encontraron que el
nivel de fosforilacion de las cruciferinas en residuos de Ser y Thr son diferentes al comparar
semillas mutantes para ABI1 con semillas silvestres, por lo que se sugirié que la fosforilacion

sobre Ser y Thr esta implicada en la sefializacion celular inducida por ABA.
1.6.3. Fosforilacion de las SSPs en la germinacion de la semilla

En la germinacion de la semilla se han monitorizado los cambios en la cantidad de las
proteinas de reserva junto con el nivel de fosforilacion de las mismas utilizando mapas de
referencia 2-DE (Ghelis et al. 2008; Lépez-Pedrouso et al. 2014a; Han et al. 2014; Mouzo et
al. 2018a). Ghelis et al. (2008) demostraron una variacion del nivel de fosforilacion sobre
residuos aminoacidicos de Tyr en precursores de cruciferina y de algunas subunidades de esta
proteina de reserva en semillas de Arabidopsis. Mas concretamente, determinaron que su
nivel de fosforilacion esta modulado en respuesta a la fitohormona ABA utilizando mapas 2-
DE, e identificaron los residuos de Tyr fosforilados mediante la técnica western blot. Asi, se
reveld que las cruciferinas de semillas tratadas con ABA tienen un nivel de fosforilacion
notoriamente superior comparado con las cruciferinas de semillas control. En el caso del
arroz, Han et al. (2014) detectaron que las proteinas de reserva de la superfamilia de las
cupinas tienen su nivel de fosforilacion mas alto en la etapa de la germinacion tardia de la
semilla. Utilizando mapas 2-DE DIGE, Dong et al. (2015) determinaron que se incrementa el
nivel de fosforilacion de una SSP minoritaria, la globulina 3, en semillas de trigo en la
primera fase de la germinacion de la semilla. Algunas isoformas de proteinas de reserva del
altramuz blanco también incrementan su nivel de fosforilacion al inicio del proceso de la
germinacion de la semilla (Capraro et al. 2011). En la judia comun, el anélisis de los patrones
de la faseolina mediante mapas 2-DE junto con el tratamiento de desfosforilacion quimica con

HF-P, revel6 cambios en el estatus de fosforilacion en la transicion de semilla seca a semilla
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germinada (Lopez-Pedrouso et al. 2014a). Los cambios en la tasa de fosforilacion de las
proteinas son indicativos de un posible cambio funcional que afecte a su abundancia (Miernyk
and Hajduch 2011; Wu et al. 2011; Lopez-Pedrouso et al. 2014a, Mouzo et al. 2018a). Un
dato muy importante y relevante es el descubrimiento de que las isoformas de faseolina
altamente fosforiladas son degradadas en semillas germinadas (L6pez-Pedrouso et al. 2014a).
Estos resultados suponen una prueba en favor de la existencia de un mecanismo de
degradacion dependiente de la fosforilacion que desempefia un rol clave en la movilizacion de
la faseolina. También se ha sugerido que la fosforilacion puede causar cambios
conformacionales en las proteinas fosforiladas (Wan et al. 2007), lo que podria promover su
movilizacion en el proceso de la germinacion. En lineas generales, se desconoce las rutas
moleculares, los sitios de fosforilacion y las quinasas/fosfatasas especificas que controlan las
variaciones en el estatus de fosforilacion de las SSPs. A su vez, no se conocen los
mecanismos que regulan la movilizacion de las VSPs, como es el caso de la patatina en el

tubérculo de la patata.
1.7. Ciclo bioldgico del tubérculo de la patata

El ciclo biolégico del tubérculo se compone de las siguientes fases: tuberizacion,
dormancia, liberacion de la dormancia, brotacién y desarrollo de la planta (Figura 1). El
proceso de la tuberizacion es la formacion de un tuberculo a partir de un tallo subterraneo
denominado estoldn (Dutt et al. 2017). El estolén se forma a partir de los brotes axilares
situados en la base de dicho tallo en el momento que se detiene su crecimiento longitudinal y
se desarrolla horizontalmente con un crecimiento diageotrépico (Vreugdenhil and Struik
1989). En un instante determinado, la punta del estolon sufre una serie de cambios
metabolicos que inducen una transicion de un crecimiento por extension a un crecimiento
radial inicidndose asi la formacién del tubérculo (Vreugdenhil and Struik 1989; Dutt et al.
2017). Una vez se inicia la formacion del tubérculo, éste entra en lo que se conoce como fase
de dormancia que se define como un impedimento temporal del crecimiento de toda estructura
que contenga un meristemo (Lang et al. 1987). Los meristemos, son las regiones o zonas de
las estructuras vegetales que presentan células con la capacidad de dividirse formando células
de distintos tejidos de la planta (Bennett and Scheres 2010). Si se clasifican en funcién del
mecanismo que produce el bloqueo del crecimiento de las estructuras que contienen
meristemos, existen tres tipos de dormancia en el tubérculo: endodormancia, ecodormancia y

paradormancia (Akesonova et al. 2013; Mani et al. 2014; Sonnewald and Sonnewald 2014).
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En la endodormancia, o dormancia profunda, el crecimiento del meristemo se bloquea por la
accion de factores fisioldgicos internos como, por ejemplo, la accion de la fitohormona ABA.
Por otra parte, el crecimiento se puede detener por la presencia de factores fisioldgicos
externos al meristemo (paradormancia), o por causa de otros factores ambientales
desfavorables (ecodormancia). Estos conceptos se han explicado para la dormancia de brotes
que forman tallos, pero también se utilizan para aquellos a partir de los cuales se producen
tubérculos (Chao et al. 2007; Suttle 2007).
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Figura 1. Diagrama esquematico de las fases del ciclo de vida del tubérculo de la patata.

Paradormancia
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Existe debate en lo referente a cual es el punto en el que se produce el inicio de la
dormancia del tubérculo. Teniendo en cuenta la definicion de Lang et al. (1987), se puede
considerar que la dormancia comienza en el inicio del proceso de tuberizaciéon. En ese
momento, se impide que continte el crecimiento del estolén que origina la formacion del
tubérculo. Por otra parte, existen investigadores que consideran que el inicio de la dormancia
tiene lugar en los periodos tempranos del proceso de tuberizacién en los que se genera
tubérculos jovenes (Hemberg 1985; Claassens and Vreugdenhil 2000). Sin embargo, el
criterio mas aceptado es que el inicio de la dormancia profunda se produce en el instante en
que el tubérculo completa su desarrollo alcanzando su tamafio final, o lo que es lo mismo, el
instante en el que se cosecha (Lang et al. 1987; Burton 1989; Akesonova et al. 2013; Mani et
al. 2014; Sonnewald and Sonnewald 2014). A diferencia de las semillas ortodoxas, los
tubérculos mantienen un estado de méaxima hidratacion en la etapa de la endodormancia
(Suttle 2007; Aksenova et al. 2013). A pesar de que en este punto los tubérculos son
metabdlicamente activos, dicha actividad se mantiene a niveles muy bajos (Macdonald and
Osborne 1988; Suttle 2004). De hecho, se reduce de manera severa la tasa de respiracion
celular con la que se produce energia para el desarrollo del sistema biologico (Burton 1989).
También se mantiene sin apenas variaciones el contenido de proteinas, acidos nucleicos y
lipidos en los tejidos del tubérculo (Burton 1989). En la endodormancia del tubérculo no se
desarrolla el proceso de la brotacion, aunque los tubérculos estén sometidos a condiciones
ambientales que puedan favorecer su inicio (Akesonova et al. 2013; Mani et al. 2014,
Sonnewald and Sonnewald 2014). En las revisiones de estos investigadores se describe que
los efectos fisiologicos de la endodormancia en el tubérculo se pueden mantener por
exposicién a condiciones ambientales desfavorables para el desarrollo de la brotacion y
crecimiento de las plantas jovenes (ecodormancia). Por ejemplo, el almacenamiento de los
tubérculos en camaras con una temperatura de entre 0 y 4 °C evita que se produzca su
brotacion por un tiempo limitado, por lo que ese proceso no se produce en el invierno. En
suma, la dormancia del tubérculo es un mecanismo de supervivencia que aumenta la

probabilidad de que el desarrollo de la planta tenga lugar en un entorno favorable.

Una vez se produce la cosecha del tubérculo, el punto de escisién del estoldn
constituird su meristemo apical. Este meristemo no reanudard su crecimiento hasta que se
produzca la liberacion de la dormancia (Peterson et al. 1985). Una de las principales

caracteristicas que define a la endodormancia es el impedimento del transporte de nutrientes
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desde las células del parénquima del tubérculo hacia el meristemo apical (Viola et al. 2007,
Sonnewald and Sonnewald 2014). Dicho transporte se realiza mediante estructuras que se
conocen como conexiones simplasticas, las cuales resultan ser elementos cruciales en las
interacciones que se establecen entre las células meristematicas y los tejidos del tubérculo
(Viola et al. 2001; Viola et al. 2007). En los tubérculos en estado de endodormancia se
impide el transporte simplastico de metabolitos desde los tejidos del tubérculo hacia las
células meristematicas que originan los brotes (Viola et al. 2007; Sonnewald and Sonnewald
2014). Las células meristematicas a partir de las cuales se producen los brotes se sitGan debajo
de los que se conocen como los ojos del tubérculo, que son unas estructuras superficiales de
profundidad variable (Peterson et al. 1985; Sonnewald and Sonnewald 2014). El transporte de
nutrientes si que se desarrolla en el momento en el que se reanuda el crecimiento activo del
brote apical (Viola et al. 2007; Sonnewald and Sonnewald 2014). Este hecho resalta la
importancia de la generacion de conexiones simplasticas entre los tejidos de almacenamiento
del tubérculo y las células del meristemo para el desarrollo del brote apical (Hancock et al.
2008). La fase de la endodormancia finaliza con la construccion de estas conexiones
simplasticas que permiten el suministro de nutrientes y, en consecuencia, el meristemo apical
puede iniciar su desarrollo para producir el primer brote (Viola et al. 2007; Sonnewald and
Sonnewald 2014). En el instante en el que el brote apical se ha desarrollado con una longitud
de 2 mm, se denomina rotura de brote. En adelante, se desarrolla el brote apical y se produce
una nueva dormancia, conocida como dominancia apical o paradormancia, en la que se
impide de manera temporal la generacion de brotes laterales (Suttle 2007; Viola et al. 2007,
Teper-Bamnolker et al. 2012; Akesonova et al. 2013; Mani et al. 2014; Sonnewald and
Sonnewald 2014).

En lo referente a la brotacion del tubérculo, el mecanismo especifico que regula su
bloqueo y posterior progresion no se conoce en profundidad. Una de sus caracteristicas
relevantes es la paralizacion del ciclo celular en la transicion entre las fases GO y G1
(Campbell et al. 1996). Al término de la fase G1, la célula ha crecido sin sintetizar la cantidad
de DNA necesario para la continuacion de la mitosis. En este instante se produce un punto de
control clave en el desarrollo del ciclo celular entre las fases G1 y S, la fase S es la etapa en la
que se sintetiza el DNA (Van’t Hof 1973). Algunos de los agentes claves que participan en la
regulacion del blogueo del ciclo celular en este punto temporal, y su superacion, son los

siguientes: diciclinas (CYCD), ciclinas dependientes de quinasas (CDK), histonas H3 y H4, y
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otras proteinas (Berckmans and de Veylder 2009). En el momento en el que se reanuda la
brotacion del tubérculo tras la terminacion de la fase de la endodormancia, las células
meristematicas que desarrollan los brotes contintan la progresion del ciclo celular mediante la
activacion de los genes que regulan la replicacion del DNA (Campbell et al. 2008; Senning et
al. 2010; Hartmann et al. 2011). Al comienzo del proceso de la brotacion, aparte de
producirse una activacion de la sintesis de &cidos nucleicos, se detecta una aceleracion de la
respiracion celular y cambios en el proteoma (Macdonald and Osborne 1988; Desiré et al.
1995; Korableva and Platonova 1995; Suttle 2004; Aksenova et al. 2013). Aungue se produjo
avances notables en la comprensién del proceso de la brotacion, sigue sin conocerse en detalle
las rutas de sefializacion celular que intervienen en la regulacion de la division celular en las

celulas de los brotes.
1.8. Movilizacion de la patatina en el ciclo bioldgico del tubérculo de la patata

El mecanismo de movilizacion de las VVSPs es diferente en comparacion con el de las
SSPs (Staswick 1990; Miintz 1998; de Souza Candido et al. 2011). En el caso de la patatina,
Lehesranta et al. (2006) describieron diferencias en su abundancia en el transcurso del ciclo
bioldgico del tubérculo. De manera mas especifica, determinaron que las isoformas de
patatina se incrementaron en el desarrollo del tubérculo, se mantuvieron en cantidades
elevadas en el inicio de la brotacion y permanecieron constantes hasta que los tubérculos
desarrollaron brotes de aproximadamente 20 cm de longitud. Visser et al. (1994) también
detectaron que la patatina se acumul6 desde el inicio del desarrollo de la tuberizacion en los
estolones que se diferencian para formar un nuevo tubérculo. La acumulacion de la patatina
en el desarrollo del tubérculo se relacion6 con un aumento en la abundancia de los inhibidores
de proteasas (Lehesranta et al. 2006). Las variaciones observadas en la cantidad de la patatina
y de los inhibidores de proteasas es consistente con los cambios detectados en la expresién de
sus genes codificadores. Asi, los genes que codifican la proteina patatina se activan en el
proceso de la tuberizacion (Hendricks et al. 1991; Bachem et al. 2000; Ronning et al. 2003:
Kloosterman et al. 2005; Stupar et al. 2006). De manera coordinada, también se incrementa la
expresion génica de los inhibidores de proteasas en los estadios iniciales del desarrollo del
tubérculo (Hendricks et al. 1991; Ronning et al. 2003).
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Una vez se ha completado el desarrollo del tubérculo éste se encuentra en la etapa de
endodormancia, que es seguida por un mecanismo de terminacion de la misma (Akesonova et
al. 2013; Mani et al. 2014; Sonnewald and Sonnewald 2014). En el proceso de la liberacién
de la dormancia del tubérculo, Campbell et al. (2008) hipotetizan que se genera un descenso
en la expresion de los genes asociados con la tuberizacion, como es el caso de la patatina. De
hecho, estos investigadores detectaron una menor expresion génica de la patatina en
tubérculos en fase de no-dormancia comparados con tubérculos en estado de dormancia. Este
hecho es indicativo de un salto en el metabolismo del tubérculo que se convierte en un tejido
que sirve como fuente de recursos para el desarrollo del brote que generard una nueva planta.
A su vez, los anélisis de la expresion génica han demostrado que los transcritos de patatina se
siguen expresando al comienzo de la brotacion del tubérculo (Bachem et al. 2000; Ronning et
al. 2003; Campbell et al. 2008). Estos estudios también sugieren que la patatina se sintetiza en
el tubérculo tras la salida de la dormancia para asegurar el desarrollo y crecimiento del brote.
En la brotacion del tubérculo, también se detecté un incremento del catabolismo de las
proteinas de reserva que supera a la sintesis de las mismas generando como balance neto una
degradacion (Weeda et al. 2010). En este sentido, se observo una activacion de las proteasas
que contribuyen a la movilizacion de las proteinas de reserva (Mintz et al. 2001; Schlereth et
al. 2001). La patatina es susceptible a la accion de las proteasas del tubérculo degradadoras de
residuos aminoacidicos de cisteina (Kumar et al. 1999). La accién de las Cys proteasas es
complementaria a la de las proteasas que degradan residuos aminoacidicos de Ser que también
pueden actuar en la degradacién de las proteinas de reserva (Shutov and Vaintraub 1987;
Dunaevsky and Belozersky 1989). Una vez el tubérculo brotado desarrolla el crecimiento de
una planta joven, se produce una degradacion o inactivacion de los inhibidores de proteasas,
lo que implica que se aumenta la actividad de las proteasas generandose asi un descenso en la
abundancia de la patatina en el tubérculo (Weeda et al. 2010). Para poder avanzar en la
comprension de como se regula la movilizaciéon de la patatina en el tubérculo, es necesario
ahondar en el conocimiento de las PTMs presentes en sus isoformas y los cambios dinamicos

que puedan sufrir.
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OBJETIVOS

1. Obtencion de un mapa de referencia 2-DE de alta resolucion de la principal proteina
de reserva de la patata (Solanum tuberosum L.), la patatina, en tubérculos en estado de
rotura de brote. Para ello se empleard una combinacion de las siguientes técnicas
protedmicas: electroforesis bidimensional (2-DE) y espectrometria de masas (MALDI-
TOF y MALDI-TOF/TOF MS).

2. Detectar en las isoformas de patatina de tubérculos en estado de rotura de brote la
presencia de modificaciones co- y postraduccionales como son las glicosilaciones y las
fosforilaciones. En el caso de la deteccion de glicosilaciones, se realizard un
tratamiento de desglicosilacion enzimatica con anterioridad al desarrollo de la 2-DE.
Por otra parte, para identificar la presencia de isoformas fosforiladas de patatina se
tefiirdn los geles 2-DE con un tinte fluorescente especifico de fosfoproteinas (Pro-Q
DPS). A su vez, se cuantificara el estatus de fosforilacion de las isoformas de patatina
aplicando un tratamiento de desfosforilacion quimica con &cido fluorhidrico piridina
(HF-P) antes de la realizacion de la 2-DE. En esta ocasion, se tefiiran los geles 2-DE
con el tinte fluorescente SYPRO Ruby.

3. Dilucidar si la fosforilacion tiene una funcion en el mecanismo de movilizacion de la
patatina en las siguientes etapas del ciclo de vida del tubérculo: endodormancia, rotura
de brote, brotacién y crecimiento de la planta. Con este fin, se cuantificara el estatus
de fosforilacion y la abundancia relativa de la patatina presente en los tubérculos de
cada una de las etapas indicadas. Asi, se determinara si existe una relacion entre los
cambios del estatus de fosforilacion de la patatina y las variaciones en su abundancia

relativa comparando el conjunto de etapas del tubérculo a analizar.

29






3. MATERIAL Y METODOS







MATERIAL Y METODOS

3.1. Material bioldgico y preparacion de muestra

Para el andlisis protedmico se emplearon tubérculos de patata de la variedad cv.
Kennebec cosechados en una finca experimental localizada en Xinzo de Limia (Ourense,
Espafia). Se tomaron como muestra 4 réplicas biologicas en las siguientes fases del ciclo
bioldgico del tubérculo: endodormancia, rotura de brote, brotacion y crecimiento de la planta.
En la Figura 2 se muestra una representacion esquematica de las etapas estudiadas en el ciclo
bioldgico del tubérculo. Los tubérculos en estado de endodormancia se recogieron en la
cosecha y se liofilizaron. Para la liofilizacion de las muestras se utilizé una Stoppering Tray
Dryer (Labconco, Kansas City, MO, USA). Antes de su liofilizacion, los tubérculos en estado
de rotura de brote se almacenaron durante 8 semanas en condiciones de oscuridad y
temperatura ambiente hasta la formacion de un brote apical de 2 mm. Los tubérculos en
estado de brotacion se conservaron durante 14 semanas en las mismas condiciones,
generandose asi brotes de 5 cm. Finalmente, para la obtencion de tubérculos en la etapa de
crecimiento de la planta se tomaron tubérculos brotados y se dispusieron en macetas siendo
enterrados en tierra fertilizada. Estos tubérculos se hidrataron con una frecuencia de riego de 3
veces por semana y se desarrollaron en una camara climatica Fitoterm 13000 E (Aralab, Rio
de Mouro, Portugal) con un fotoperiodo de 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad con una
temperatura de 22°C y 18°C respectivamente. Después de dos semanas, se generaron una
media de 7 tallos por tubérculo con una longitud aproximada de 12 cm cada uno. Antes de la
extraccion de la proteina, las muestras se trituraron con un mortero y se homogeneizaron

guardandose en un congelador a -80 °C.
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Figura 2. Diagrama esquematico de las etapas analizadas del ciclo bioldgico del tubérculo de patata de la

variedad cv. Kennebec. Fuente: Bernal et al. (2019).

3.2. Extraccion y cuantificacion de la proteina

Las proteinas del tubérculo liofilizado se separaron del resto de componentes celulares
empleando el método de extraccién con fenol siguiendo los pasos descritos por Saravanan and
Rose (2004). Se partié de 200 mg de muestra que se resuspendid en el bafer de extraccion
(DTT 2%, EDTA 50 mM, KCI 100 mM, PMSF 1 mM, sacarosa 700 mM, Tris-HCI 500 mM a
pH=8,0) y se incubd durante 10 min en un bafio de hielo. Se afiadié fenol saturado con Tris-
HCI (pH 6,6-7,9), y se incub6 otros 10 min a temperatura ambiente. La fase fenolica se
recuper6 después de centrifugar la muestra (4.500 rpm, 4 °C, 15 min) utilizando una
centrifuga Labofuge 400R (Heraues, St Luis MO, USA). A continuacion, se repitieron los
pasos de resuspension de la muestra en bufer de extraccion y de adicion de fenol saturado con
Tris-HCI (pH 6,6-7,9) con sus correspondientes incubaciones, y se recupero la fase fendlica
tras la centrifugacion. Las proteinas disueltas en la fase fendlica se precipitaron por la adicién
de amonioacetato 0,1 M disuelto en metanol enfriado incubdndose un minimo de 4h a -20 °C.
El pellet de proteinas se lavo en 3 ocasiones con amonioacetato 0,1 My DTT 10 mM disuelto
en metanol, esta solucion se enfrio a -20 °C. Tras cada lavado se recuperd el pellet de

proteinas centrifugando la muestra (4.500 rpm, 4 °C, 15 min). Por Gltimo, la muestra se lavd
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con una solucion de acetona al 80 % y DTT 10 mM enfriada a -20 °C recuperandose la
proteina por centrifugacion. Finalmente, el pellet proteico se resuspendio en bufer de lisis
(CHAPS 4%, DTT 10 mM, PharmalyteTM pH 3-10 al 2%, tiourea 2 M y urea 7 M). La
concentracion de la proteina se determind empleando el método de Bradford, para ello se
utilizé el kit comercial CB-X (G-Biosciences, St. Louis, MO, USA) y un lector de
microplacas Chromate (Awareness Technology INC., Palm City, FL, USA). Se sigui6 las
indicaciones del fabricante para la eliminacion de agentes que interfieren en la medicion, y se

empled la proteina seroalbumina bovina (BSA) para la realizacion de una recta de calibrado.
3.3. Electroforesis bidimensional (2-DE)

Se realiz6 un estudio preliminar para la optimizacion de los perfiles 2-DE de la
patatina en las muestras de tubérculo de la variedad cv. Kennebec utilizando distintas
concentraciones de proteina total cargada (75-100 pg), rangos de pH (4-7 y 4,7-5,9) en la
primera dimension, y concentraciones de acrilamida de un 10-12% en la segunda dimension.
Los perfiles 2-DE de alta resolucion de las isoformas de patatina en las distintas etapas del
ciclo de vida del tubérculo se obtuvieron utilizando las condiciones electroforéticas detalladas
a continuacion. Se partio de un extracto de proteina total del tubérculo de 75 pg disuelto en
bufer de lisis y de rehidratacion (azul de bromofenol 0,002%, CHAPS 4%, tiourea 2 M y urea
7 M). Se cargo el extracto proteico en unas tiras IPG (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
USA) de 24 cm de longitud, con un gradiente lineal de pH 4,7-5,9, junto con un 0,6% de DTT
y un 1% de IPG bufer (Bio-Rad Laboratories). Debido al cese de produccion de tiras IPG de
24 cm con un gradiente lineas de pH 4,7-5,9, éstas se utilizaron sélo con las extracciones de
proteinas de tubérculos en la etapa de rotura de brote. Para los extractos de proteina de
tubérculo en el resto de las etapas del tubérculo se empled tiras IPG de la misma longitud con
un gradiente lineal de pH 4-7. El isoelectroenfoque (IEF) de la primera dimension se
desarroll6 en una maquina PROTEAN IEF cell system (Bio-Rad Laboratories) después de
hidratar las tiras IPG un tiempo de 12 h con un voltaje de 50 V. A continuacion, se aplico un
ascenso escalonado del voltaje hasta que se alcanzé un total acumulado de 70 kVh. Después
del IEF las tiras se equilibraron en dos pasos sucesivos de 15 min cada uno realizados a
temperatura ambiente. Para ello se emplearon las siguientes disoluciones: disolucién de
equilibrado I (DTT 1%, glicerol 30%, Tris 50 mM a pH 8,8, urea 6 M y SDS 2%) y
disolucién de equilibrado 11 (glicerol 30%, iodoacetamida 4%, SDS 2%, Tris 50 mM a pH 8,8

y urea 6 M). Tras la primera dimension, se desarrolld la segunda dimensién de la
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electroforesis en geles SDS-PAGE al 10% utilizando una méquina Ettan DALTSsix vertical
slab gel system (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) y Tris-glicina-SDS (glicina 384 mM, SDS
0,2% y Tris 50 mM) como bufer de los electrodos. La proteina migré dentro del gel 2-DE con
una corriente eléctrica constante de 16 mA por réplica a 25 °C por un tiempo de
aproximadamente 15 h hasta que se dejé de apreciar el frente de azul de bromofenol. Una vez
completada la segunda dimension, se aplicaron protocolos de tincion fluorescente sobre los
geles y se digitalizaron las imagenes empleando el aparato Gel DocTM XR+ system (Bio-Rad

Laboratories).
3.3.1. Protocolo de tincién Pro-Q DPS

Al comienzo de la 2-DE, se mezclaron los 75 g de proteina del tubérculo de patata
con 5 pg del marcador de fosfoproteinas y de peso molecular PeppermintStick™ (Molecular
Probes). El PeppermintStick contiene tanto proteinas desfosforiladas (avidina, 18,0 kDa; B-
galactosidasa, 116,25 kDa; lisozima, 14,4 kDa y BSA, 66,2 kDa) como proteinas fosforiladas
(B-caseina, 23,6 kDa; y ovoalbimina, 45,0 kDa) que constituyen respectivamente controles de
fosforilacion negativos y positivos. La identificacion de los fosfopéptidos presentes en los
geles 2-DE fue posible gracias a la tincion con un tinte fluorescente especifico para
fosfoproteinas, el Pro-Q Diamond phosphoprotein stain (Pro-Q DPS, Molecular Probes,
Leiden, The Netherlands). El protocolo de tincion se desarroll6 de acuerdo con lo descrito por
Agrawal and Thelen (2005) con algunas modificaciones menores (Lopez-Pedrouso et al.
2014a). Después de la segunda dimension, los geles se fijaron con acido acético al 10% vy
metanol al 50% por un tiempo de 60 min. A continuacion, se realizaron dos lavados de agua
destilada sucesivos de 15 min cada uno, tras los cuales se incubaron los geles con el Pro-Q
DPS durante 2 h. Después de la tincion se aplicd una solucion de destefiido (acetonitrilo
(ACN) pH 4,0 al 20% Yy acetato de sodio 50 mM) realizando 4 lavados de 30 min cada uno.
Por ultimo, se lavaron los geles con 2 incubaciones en agua de 5 min y se procedié a la

digitalizacion de la imagen de los geles tefiidos con Pro-Q DPS.
3.3.2. Protocolo de tincién SYPRO Ruby

Al término de la 2-DE, los geles se fijaron durante al menos 3 h con &cido acético al
10% y metanol al 40%, a continuacidn, se realizaron 3 lavados de 30 min con agua destilada.

Los geles se incubaron toda la noche con el tinte fluorescente SYPRO Ruby (Lonza,
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Rockland, ME, USA) y se termino realizando dos lavados de 30 min con agua destilada antes
de la digitalizacion de la imagen.

3.4. Tratamiento de desfosforilacion quimica

El tratamiento de desfosforilacién quimica de la proteina se realiz6 antes de la 2-DE
empleando como agente desfosforilante el HF-P a una concentracion del 70%. Para ello se
siguen los pasos del protocolo desarrollado por Kuyama et al. (2003) y Kita et al. (2006) con
algunas pequefias modificaciones descritas por Lopez-Pedrouso et al. (2014a). 1 mg de
proteina total del tubérculo de patata se mezcl6 con el marcador de fosforilacion ovoalbumina
de huevo del pollo y se incubd con HF-P al 70% en un bafio de hielo por un tiempo de 2h. La
reaccion se par6 neutralizando la solucion con NaOH 10 M. Las sales presentes en la muestra
se limpiaron por disolucién en agua destilada que se elimind por centrifugacion empleando
tubos de ultracentrifugacion Amicon Ultra-4 centrifugal filter devices (Millipore, Billerica,
MA, USA). Finalmente, la proteina se resuspendio en 300 uL de budfer de lisis y se limpia de
nuevo la proteina desfosforilada empleando el kit comercial Clean-up (GE Healthcare) de
acorde con las indicaciones del fabricante. En cada réplica biologica se realiz6 a mayores una
muestra control que reproduce el protocolo descrito sin el paso de la incubacion con HF-P al
70%. Una vez se obtuvieron las muestras controles y desfosforiladas, se desarrollé la 2-DE
empleando el protocolo de tincion SYPRO Ruby descrito en el subapartado anterior.

3.5. Tratamiento de desglicosilacion enzimatica

El tratamiento de desglicosilacion enzimatica de la proteina se realizé antes de la 2-
DE. Para ello, se empleé la enzima péptido-N-glicosidasa F (PNGasa F, New England
Biolabs, Ipswich, MA, USA) siguiendo las indicaciones del fabricante. La PNGasa F (25
U/mL) se incubd con 75 pg de proteina del tubérculo de patata en estado de rotura de brote
por un tiempo de 2h, y se disolvio en el bufer de reaccion (New England Biolabs) hasta

alcanzar un volumen final de 20 pL.
3.6. Analisis de iméagenes

En las imégenes de los patrones 2-DE se midié manualmente tanto el pl como la M, de
los spots identificados como isoformas de patatina. El pl de los spots se determiné a partir de
su posicion en las tiras IPG una vez realizado el IEF. Y la M, de la proteina se estimé
utilizando marcadores de peso molecular (Fermentas, Ontario, Canada) cuyo rango oscila

entre 15 y 200 kDa y con el marcador ovoalbumina presente en el Peppermint. Para el calculo
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de la PR por el método del HF-P, se analizaron las imégenes digitalizadas de los geles 2-DE
utilizando el programa informatico PDQuest Advanced software v. 8.0.1 (Bio-Rad
Laboratories). En los geles 2-DE se marcaron los spots en cada una de las réplicas bioldgicas
y se determino el volumen del spot después de realizar una sustraccion del “background” o
ruido de fondo. A su vez, se realiz6 una normalizacién en la que se tiene en cuenta la
densidad total de los spots validados en cada gel considerando solo a los spots que son
reproducibles en al menos la mitad de las réplicas bioldgicas. Todos los analisis automaticos

se han comprobado manualmente.
3.7. Digestion en gel

El procedimiento de digestion en gel con la consiguiente identificacion de la proteina
patatina por MS se realizé con los spots de los mapas de referencia 2-DE de los tubérculos en
estado de endodormancia y rotura de brote. Los spots de interés se escindieron de los geles 2-
DE y se sometieron a una digestion en gel siguiendo los pasos descritos por Jensen et al.
(1999). Los spots escindidos fueron sometidos a las reacciones quimicas de reduccion y
alquilacion con una solucién de DTT 10 mM disuelto en bicarbonato de amonio 50 mM, e
iodoacetamida 55 mM disuelta en bicarbonato de amonio 50 mM. Se limpiaron las piezas de
los geles con bicarbonato de amonio 50 mM disuelto en metanol al 50%, y se deshidrataron
por adicion de ACN secdndose a continuacion con la maquina SpeedVac (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). En la digestion proteolitica se incubaron, durante 16 h a
37°C, las piezas de los geles secas con una tripsina modificada del cerdo (Promega, Madison,
WI, USA) que es afiadida con una concentracion final de 20 ng/uL disuelta en bicarbonato de
amonio 20 mM. La extraccién de los péptidos se realiz6 en 3 incubaciones, de 20 min cada
una, con 40 uL de ACN al 60% en &cido férmico al 0.5%. Los extractos de los péptidos se
juntaron y se concentraron en la maquina SpeedVac guardandose finalmente en un congelador
a -20°C.

3.8. Espectrometria de masas (MS)

Las muestras secadas se disolvieron en 4 uL de acido féormico al 0,5%. Vollimenes
equivalentes (0,5 uL) de las soluciones de los péptidos y de la matriz, que consiste en 3 mg de
a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid (a-CHCA) disuelto en 1 mL de ACN al 50% y acido
trifluoroacético (TFA) al 0.1%, se depositaron en una placa 384 Opti-TOF MALDI plate
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando el método de la capa fina. Los datos
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de MS se obtuvieron mediante un andlisis automatico utilizando un analizador 4800 MALDI-
TOF/TOF analyzer (Applied Biosystems). Los espectros de MS se adquirieron utilizando un
reflector de iones en modo positivo con el aparato Nd:YAG, que realiza un promedio de 1.000
disparos con un laser que tiene una longitud de onda de 355 nm, como calibracion interna se
utilizé al menos 3 picos autoliticos de tripsina. Todos los espectros MS/MS se desarrollaron
por seleccion de los picos precursores con una resolucion de anchura a media altura de pico
(FWHM) de 300 realizando una supresion metaestable. Los andlisis automatizados de los
datos de masas se obtuvieron utilizando el programa informatico 4000 Series Explorer
Software v. 3.5 (Applied Biosystems). La huella dactilar de la masa peptidica (PMF) y los
datos de los espectros de péptidos fragmentados de cada muestra se combinaron empleando
los programas GPS Explorer Software v. 3.6 y Mascot software v. 2.1 (Matrix Science,
Boston, MA, USA) para realizar una busqueda en la base de datos S. tuberosum
UniProt/SwissProt. Se indicaron como criterios de busqueda: una tolerancia del precursor de
50 ppm, una tolerancia del fragmento MS/MS de 0,6 Da, la carbamidometil cisteina (CAM)
como modificacion fija, la metionina oxidada como modificacion variable y permitiendo la
pérdida de un punto de rotura. Todos los espectros y todos los resultados de la base de datos
se cotejaron e inspeccionaron manualmente utilizando el software indicado previamente. Las
proteinas en las que se detectd al menos 2 péptidos generando un Mascot Score
estadisticamente significativo (p-valor < 0,05) fueron seleccionadas como identificaciones
positivas. Ademas, en los tubérculos en estado de rotura de brote se identifico a los
fosfopéptidos de patatina seleccionando como modificaciones variables los residuos de:
fosfoserina, fosfotirosina y fosfothreonina. Se emple6 la base de datos Swiss-Prot y se
utilizaron los datos de los espectros obtenidos con anterioridad. Los andlisis de los sitios de
fosforilacion se realizaron utilizando la base de datos de proteinas fosforiladas en plantas
Plant Protein Phosphorylation DataBase (P*DB) (Yao et al. 2012) junto con la herramienta de

prediccion de sitios de fosforilacion Musite (Gao et al. 2010).
3.9. Andlisis Estadistico

Para analizar el estatus de fosforilacion de las isoformas de patatina en las distintas
etapas del ciclo de vida del tubérculo, se calcul6 la PR en cada spot de los geles 2-DE de
acuerdo con la férmula descrita por Lopez-Pedrouso et al. (2014a), como se describe a

continuacion:
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PR = [(T - D)/ T] x 100

Donde T y D son los volumenes de un spot determinado en geles 2-DE de muestras
controles (volumen de la proteina total) y en geles 2-DE de muestras tratadas con HF-P

(volumen de proteina desfosforilada) respectivamente.

En la etapa de rotura de brote de los tubérculos, se calcularon los intervalos de
confianza (ClIs) bootstrap no paramétricos para el valor promedio de la PR de cada uno de los
spots de patatina mediante el método del percentil con correccion de sesgo (Efron 1982). Para
cada set de N (=4) estimaciones, se obtuvieron 2.000 muestras bootstrap de tamafio N con un
reemplazamiento que sigue el algoritmo de Monte Carlo. Los Cls con una confianza
estadistica del 95 y 99% se calcularon para las medias observadas utilizando la distribucion de
las 2.000 réplicas bootstrap. El sesgo, bias, es la proporcion de réplicas bootstrap de la media
cuyo valor es inferior a la estima original de la media. EI CI bootstrap con correccién de
sesgo se calculd utilizando la distribucion normal teérica conforme a lo descrito por Efron
(1982), para ello se empled el software DIANA (C. Zapata, no publicado). A su vez, se
calculd los pardmetros de estadistica descriptiva, el test de normalidad de Kolmogorov-
Smirnov, asi como los coeficientes de correlacion no paramétricos de Spearman entre las
variables: PR, V y pl. Para el desarrollo de estos calculos se empled el software estadistico
IBM SPSS Statistics 21 (SPSS, Chicago, IL, USA). Los datos de PR se agruparon en clusteres
utilizando el método del promedio no ponderado por pares de grupos (UPGMA). El
dendrograma UPGMA se derivo de la matriz de pares de valores PR utilizando el programa
informéatico NTSYSpc v. 2.1 software (Applied Biostatistics, Setauket, NY, USA).

En el conjunto de las distintas etapas del ciclo bioldgico del tubérculo estudiadas, se
compararon las medias PR de las isoformas de patatina empleando las pruebas estadisticas
ANOVA de un factor y el analisis a posteriori de Tukey-Kramer utilizando el software IBM
SPSS Statistics 21. Se empled un test de estadistica paramétrica tras comprobar la normalidad
de la variable PR utilizando sus valores promedio en cada uno de los spots de patatina, al ser
el numero de datos promedio inferior a 30 se empleé el test de normalidad de Shapiro-Wilk.
El andlisis a posteriori de Tukey-Kramer se utilizd por ser las poblaciones a comparar de
distinto tamafio muestral. A su vez, se calcularon los intervalos de confianza al 95% de la
media de las PR de las isoformas de patatina en cada una de las etapas del ciclo biolégico del
tubérculo analizadas. Por otra parte, se estudié las diferencias en PR de las isoformas de
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patatina categorizdndolas en dos tipos: Kuras y no-Kuras. En el caso de las isoformas de
patatina de tipo Kuras no se emplearon valores promedio, aun asi, se comprob6 la normalidad
de la variable PR utilizando el test de Shapiro-Wilk, y se realizaron los test ANOVA de un
factor y el andlisis a posteriori de Tukey Kramer. Esto mismo se realizé para el analisis de las
isoformas de patatina de tipo no-Kuras con la diferencia de que en esta ocasion si se
emplearon los valores promedio de su PR. A mayores, se comprobé si existen diferencias
estadisticamente significativas en el conjunto de etapas analizadas del ciclo biologico del
tubérculo comparando las isoformas de patatina de tipo Kuras y no-Kuras empleando la
prueba de rango con signo de Wilcoxon. Ademas, se comprobo la existencia de diferencias en
el estatus de fosforilacion de las isoformas de patatina en la liberaciéon de la endodormancia
del tubérculo. Para ello se agruparon los datos de la PR de las isoformas de patatina de los
tubérculos en la etapa de rotura de brote, brotacion y crecimiento de la planta en un grupo
denominado etapa de no-endodormancia. La deteccion de diferencias en la media de la PR de
las isoformas de patatina se realiz6 empleando el test t de student. Finalmente, se calculd la
abundancia relativa de la patatina como la suma, en cada una de las réplicas, de los volimenes
de sus spots en los tubérculos de las distintas etapas analizadas del ciclo del tubérculo. A su
vez, se midieron los cambios en la abundancia relativa de la patatina calculando los Cls
bootstrap utilizando el método percentil con correccion de sesgo (Efron 1982). Los analisis
bootstrap se realizaron con el software DIANA de acuerdo con la descripcion de Franco et al.
(2015).
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4.1. Mapa 2-DE optimizado de las isoformas de patatina

La optimizacion del patron 2-DE de la patatina se realizd estudiando tubérculos de
patata de la variedad cv. Kennebec en estado de rotura de brote. Asi, se lograron perfiles 2-DE
de alta resolucidn en los que se describe a la patatina como una compleja agrupacion de spots
que muestran una notable variacion en su M, y pl (Figura 3). La mejoria en la calidad del
patron 2-DE de la patatina se logré ensayando diversas condiciones experimentales en lo que
se refiere a la separacion de sus isoformas en funcion de su pl y de su M. La utilizacion de
tiras zum para la realizacion del IEF, empleando un rango de pl de 4,7-5,9 en vez de 4-7,
permite un aumento considerable de la capacidad de distinguir la presencia de mdaltiples
polipéptidos con un pl muy préximo, por no decir equivalente. Por otra parte, se aplicé una
baja cantidad de proteina en el desarrollo de la 2-DE para mejorar la resolucion de proteinas
con una alta abundancia relativa aplicando. Asi, se consigue mejorar de manera significativa
la separacion de las distintas isoformas de patatina utilizando en cada réplica biolédgica 75 pg
de proteina del tubérculo en vez de 400 pg. Para optimizar dicha separacion, no solo se redujo
la cantidad de proteina, sino que también se varié el porcentaje de acrilamida en el gel de la
segunda dimension. Asi, se utilizaron geles 2-DE con una concentracion de acrilamida del
10% para favorecer la separacion de las proteinas con una alta M. En su conjunto, las
variaciones técnicas aplicadas lograron una reduccién significativa de los efectos que
disminuyen la definicion de los spots como son el streaking, y el background en el gel 2-DE.
El streaking y el background introducen ruido de fondo dificultando la identificacién del spot
y la cuantificacién de su volumen. De este modo, se consigue mejorar la definicion de los
spots identificados como isoformas de patatina en los patrones 2-DE, lo que posibilita una
descripcion detallada de su perfil en términos cualitativos y cuantitativos. A nivel cualitativo,
se distinguio6 un total de 20 spots que contienen isoformas de patatina que se distribuyen en 3
filas situadas en distintos niveles. Las isoformas de patatina presentan una M, que oscila entre
40,1 y 43,0 kDa y un rango de pl que varia de 4,8 a 5,3. La singularidad del patron de la
patatina radica en su complejidad por tener duetos verticales (spots n® 2-3, 5-6, 7-8, 15-16 y
19-20) y duetos horizontales (spots n® 1y 4, 9-10, 11 y 13, 17-18) que se alternan, asi como

spots que se intercalan en un nivel intermedio entre los pares de isospots (ej. spot n° 14).
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Figura 3. Mapa 2-DE de alta resolucion de las isoformas de patatina en tubérculos maduros de la variedad cv.
Kennebec. La imagen muestra los spots de patatina numerados consecutivamente en un orden de pl creciente. La
2-DE se desarrollé utilizando tiras IPG de 24 cm con un gradiente lineal de pH 4,7-5,9 en la primera dimension,
y geles de acrilamida al 10% en la SDS-PAGE. En cada gel se analizé 75 ug de proteina y se tifié con el tinte
fluorescente SYPRO Ruby. Las flechas indican la posicion de la ovoalbdmina (45,0 kDa) que es el marcador de
peso molecular en el gel. La masa M, de los spots se infiri6 a partir de la posicion de la ovoalblmina y de los
marcadores estandar de peso molecular que varian de 15 a 200 kDa, y sus pls se estimaron en funcién del pH
lineal de la tira. Fuente: Bernal et al. (2017).

4.2. ldentificacion de las isoformas de patatina en los mapas 2-DE optimizados

Practicamente la totalidad de los spots indicados en la Figura 3 se han identificado
como polipéptidos de patatina. Las identificaciones se realizaron por medio de las técnicas
MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF MS, los resultados se muestran en la Tabla 2. A
excepcion del spot n° 3, débilmente tefiido, todos los spots se identificaron con un Mascot
Score estadisticamente significativo (p-valor < 0,05) cuyo rango de valores oscila entre 60 y
550. Las técnicas de MS permiten la identificacion de péptidos que forman parte de la
secuencia aminoacidica de alguna proteina identificada previamente. Asi, se logré identificar
a los polipéptidos de los spots del patréon 2-DE a partir de un nimero variable de péptidos,
entre 2 y 13, que representan un 11-58% de la secuencia aminoacidica de distintas isoformas
de patatina. Los datos detallados de los peptidos identificados por MS junto con su masa
molecular experimental se muestran en el Anexo I. A partir de los analisis de MS se confirmo
que los spots numerados s6lo contienen polipéptidos de patatina. Sin embargo, la mayoria de
las identificaciones son ambiguas y compatibles con la presencia simultanea de distintos tipos

de isoformas de patatina. De hecho, las identificaciones posibles mas probables alcanzan un
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namero de hasta 24 isoformas de patatina distintas, cuyos nombres de acceso en la base de
datos UniProt son los siguientes: PATO, PATO03, PAT04, PATO05, PAT06, PATO07, PATOS,
PAT10, PAT11, PAT12, PAT14, PAT15, PATB1, PATB2, PATD2, PATD3, PATIJL,
PATML1, PATM2, PATMS3, PT2K1, PT2K3, PT2K4 y PT3K1. Los spots n® 1, 2 y 4 son los
que tienen una M, mas alta dentro del patron 2-DE y se identificaron sin ambigiiedad como la

isoforma de patatina de tipo Kuras PT3K1.

Tabla 2. Proteina, fosfopéptido y sitios de fosforilacion en los spots 2-DE de patatina de tubérculos cv.

Kennebec en estado de rotura de brote que se han identificado con las técnicas de espectrometria de masas
MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF. Fuente: Bernal et al. (2017).

Spot Match./ Mascot Protein name  Phosphopeptides/
no.2 cov. (%)° Score (type?) Phosphosites
1 4.84 7124 191 Patatin (PT3K1) 11
2 4.88 13/58 571 Patatin (PT3K1) 7/17
3 4.90 - - Unidentified -
4 4.93 5/16 158 Patatin (PT3K1) -
5 4.96 3/8 106 Patatin (various) -
6 4.96 5/21 >60-187  Patatin (various) -
7 5.02 11/40 >60-200  Patatin (various) -
8 5.02 6/25 >60-297  Patatin (various) -
9 5.05 7/28 >60-324  Patatin (various) 1/1
10 5.08 5/11 >60-199  Patatin (various) 1/1
11 5.12 9/32 >60-337  Patatin (various) 37
12 5.13 8/30 >60-298  Patatin (various) -
13 5.14 9/31 >60-475  Patatin (various) 1/1
14 5.16 9/31 >60-267  Patatin (various) -
15 5.20 2/11 >60-103  Patatin (various) 4/9
16 5.20 10/40 >60-440  Patatin (various) 4/10
17 5.23 5/25 >60-123  Patatin (various) -
18 5.25 9/31 >60-259  Patatin (various) 5/9
19 5.29 3/9 >60-129  Patatin (various) -
20 5.27 10/41 >60-550  Patatin (various) 4/8

2 Gel position of assigned spots is shown in Figure 3.

b Experimental pl value.

¢ Matched peptides and percentage of the polypeptide sequence covered by matched

peptides.
4 pT3K1, abbreviation for Patatin-3-Kura 1.

47



RESULTADOS

4.3. Glicosilacion de las isoformas de patatina en los mapas 2-DE optimizados

El mapa 2-DE de la patatina permitio, a su vez, la deteccion de sus isoformas
glicosiladas utilizando la enzima glicosidasa PNGasa F. Esta enzima presenta la actividad de
inducir una N-desglicosilacion en las cadenas polipeptidicas, por tanto, la comparacion del
patron 2-DE de la patatina antes y después del tratamiento con la PNGasa F permite
identificar la presencia de N-glicosilaciones en sus isoformas. Asi, se observo la existencia de
3 niveles de spots diferenciados en su M, que se juntan, practicamente en su totalidad, en un
unico nivel de spots con un aparente descenso en su M, despues de la incubacion con PNGasa
F (Figura 4). Los spots 12 y 15 son los Gnicos que no se movilizaron tras el tratamiento con la
enzima PNGasa F. Tomando estos datos en su conjunto, se puede concluir que existen grados
variables de glicosilacion en las isoformas de patatina presente en los patrones 2-DE de los
tubérculos en estado de rotura de brote. Este hecho explica que la glicosilacion es uno de los

principales factores que contribuyen a la heterogeneidad en la M; de la patatina.
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Figura 4. Perfil 2-DE de las isoformas de patatina desglicosiladas en tubérculos de patata de la variedad cv.

Kennebec en estado de rotura de brote. Se aplico un tratamiento de desglicosilacién enzimatica con la enzima

PNGasa F antes de la realizacion de la 2-DE.
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4.4. ldentificacion de las isoformas fosforiladas de la patatina en los perfiles 2-DE
optimizados

El Pro-Q DPS se utilizé para la identificacion multiplex de las isoformas de patatina
fosforiladas en los geles 2-DE. En la Figura 5 se muestran los patrones 2-DE representativos
de la patatina en los tubérculos en estado de rotura de brote tefiidos con los tintes
fluorescentes Pro-Q DPS y SYPRO Ruby. Los 20 spots del patrén de referencia de la patatina
muestran sefiales fluorescentes tras la tincion con Pro-Q DPS. Para validar si el tinte Pro-Q
DPS tifie de manera especifica a las proteinas fosforiladas, se empled el marcador estandar de
fosforilacion, Peppermint, con controles positivos y negativos. Empleando las condiciones
experimentales apropiadas para la obtencion de un mapa de la patatina mediante la técnica 2-
DE, se observaron cuatro proteinas marcadoras: p-galactosidasa, BSA, ovoalbumina y f-
caseina. La p-galactosidasa y la BSA son marcadores negativos, o de ausencia de
fosforilacion, a diferencia de la ovoalbumina y la B-caseina que son marcadores positivos de
fosforilacion. Utilizando el tinte Pro-Q DPS se detectd sefial fluorescente para la ovoalbumina
y la B-caseina, pero no asi para la B-galactosidasa y la BSA. Por lo que se concluye que la
sefial del Pro-Q DPS identifica de manera especifica a las isoformas de patatina fosforiladas
en sus perfiles 2-DE (Figura 5b). Resultados similares se obtuvieron en las patatinas de los
tubérculos no brotados de los cultivares cvs. Agria, Amanda y Ivory Russet (datos no
mostrados). Por lo tanto, podemos concluir que la fosforilacion es una PTM ubicua asociada

con las isoformas de patatina.

El mapeo 2-DE de las isoformas fosforiladas es mas informativo que la identificacion
exacta de los sitios de fosforilacion para la evaluacién de su significado bioldgico. A pesar de
ello, los andlisis predictivos de los sitios de fosforilacion suponen una evidencia adicional de
si una proteina determinada presenta fosforilaciones o no. Motivo por el cual se realizé una
identificacion prospectiva de los fosfopéptidos y los sitios de fosforilacion en las isoformas de
patatina. Esto se logré por medio de su busqueda en MASCOT utilizando los datos
espectrales obtenidos por MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF MS. De esta forma, se revel6 la
presencia no redundante de 22 fosfopéptidos de patatina que contienen 49 sitios de
fosforilacion (Tabla 3). La comparacion de nuestros resultados con investigaciones a gran
escala en otras especies utilizando la base de datos P°DB (Yao et al. 2012) sugiere que la

mayoria de los sitios de fosforilacion se han identificado por primera vez en este estudio. Asi,
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no se identificaron sitios de fosforilacion ortélogos equivalentes con los detectados en las
plantas: A. thaliana, M. truncatula, arroz, colza, maiz y soja.

(a) 2-DE reference map of the patatin

4.8 pl 5.3
v v

M, (kDa)

Ovalbumin

M, (kDa)
45 —

40 —

Figura 5. Mapa 2-DE de los spots de patatina fosforilados en tubérculos (cv. Kennebec) en estado de rotura de
brote. (a) Perfil de referencia de los spots de patatina fosforilados en geles tefiidos con el tinte fluorescente
SYPRO Ruby que tifie a las proteinas de forma inespecifica. (b) Perfil de los spots de patatina fosforilados
obtenido en el mismo gel realizando la tincion especifica de fosfoproteinas con el tinte fluorescente Pro-Q DPS.
La fosfoproteina ovoalbimina se utilizd como marcador de fiabilidad de la especificidad de la tincién con Pro-Q

DPS empleando nuestras condiciones experimentales. Fuente: Bernal et al. (2017).
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Tabla 3. Fosfopéptidos no redundantes y sitios de fosforilacion de la patatina en tubérculos de patata (cv.

Kennebec) en estado de rotura de brote identificados mediante los programas MASCOT y Musite a partir de los
datos de espectrometria de masas (MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF MS).

Spot no.2 Patatin name Phosphopeptides and phosphosites®
1 PT3K1 TPELDAK
2 PT3K1 VQENPLTGT*TTK
MLLLSLGTGT*TSEFDK
SVSEDNHETYEVALK
WGILQWMSPLWEMR
MILATTSSTFASLEEMVTVLSIDGGGIK
MYDICYSTAAAPTFFPPHYFATNTSNGDK
2,11 PT3K1, Patatin mix MYDICYSAAAAPTYFPPHYFATNTINGDK
9 Patatin mix SFLILFFMILATTSSTCAK
10, 13,15,16,20 Patatin mix TYTAEEAAK
11 Patatin mix VHQALTEVAISSFDIK
SFLILSVMILATTSSTFASLEEMVTVLSIDGGGIK
15 Patatin mix LEEMVTVLSIDGGGIK
MYDICYSTAAAPIYFPPHHFVTHTSNGAR
15,16 Patatin mix VQENALTGT*TTEMDDASEANMELLVQVGETLLK
16,18,20 Patatin mix SLDYK
16,20 Patatin mix WMLAIQQMTNAASSYMTDYYISTVFQAR
18 Patatin mix SLNYK
THTAEETAK
DSPETYEEALK
VQENALTGT*TTK
20 Patatin mix MATTK

2Spot code numbers according to Figure 3.

b Phosphorylation sites identified by MASCOT search are underlined. Putative phosphorylation sited using the

Musite program are indicated by an asterisk.
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4.5. Cuantificacion de la fosforilacion de las isoformas de patatina en los perfiles 2-DE
optimizados

El cambio en el estatus de fosforilacion de las isoformas de patatina se estimo
cuantificando las variaciones detectadas en su patron 2-DE tras el tratamiento de
desfosforilacion quimica con HF-P. En la Figura 6 se muestra una imagen representativa del
patron de la patatina en geles 2-DE obtenidas antes y después del tratamiento con HF-P.
Notese que la totalidad de los spots del marcador proteico de fosforilacion, ovoalbumina,
experimentaron un salto basico en su pl después del tratamiento con HF-P, lo que indica que
el HF-P tuvo tiempo suficiente para la realizacion de una completa desfosforilacion de los
polipéptidos de patatina. Con respecto a los perfiles 2-DE de la patatina desfosforilada,
podemos resaltar dos observaciones importantes. La primera, es que todos los spots de
patatina de las muestras controles permanecen después de la desfosforilaciéon con una
aparente disminucion en su volumen. De lo que se infiere que no todos los polipéptidos de
patatina presentes en el patron 2-DE tienen péptidos fosforilados, sino que los spots de
patatina contienen una mezcla de péptidos fosforilados y no fosforilados. En segundo lugar, el
rango de pl en el que se localizan las isoformas de patatina aumenta de 4,8-5,3 a 4,8-5,5 en
los patrones 2-DE desfosforilados con HF-P. Este hecho se puede explicar por la aparicion de
hasta 7 spots nuevos (n® 21-27) en los perfiles de patatina desfosforilada apareciendo en
posiciones relativas mas basicas dentro de los geles 2-DE. Dichos spots nuevos se observaron
en regiones de pl mas bien basico (spots n® 24-27), que intermedio (spots n® 22, 23) o
acidico (spot n° 21). Los analisis de MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF MS confirmaron que
estos spots nuevos contienen patatina (datos no mostrados), y por lo tanto son isoformas en
las que se produjo un salto basico en su pl después del tratamiento de desfosforilacion

quimica con HF-P.

52



RESULTADOS

(a) 2-DE reference map of the patatin
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Figura 6. Perfil 2-DE de la patatina desfosforilada con HF-P en tubérculos (cv. Kennebec) en estado de rotura
de brote. (a) Perfil de referencia de la patatina sin el tratamiento de desfosforilacion quimica en geles tefiidos con
SYPRO Ruby. (b) Perfil de la patatina después de la desfosforilacién quimica con HF-P en geles tefiidos con
SYPRO Ruby. Los circulos cerrados indican la aparicién de spots nuevos en el gel obtenido tras la
desfosforilacién quimica en comparacion con el perfil de referencia. La identificacion de los spots nuevos como
isoformas de patatina se realizé con las técnicas MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF MS. Fuente: Bernal et al.
(2017).
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El estatus de fosforilacion en cada spot de patatina se evalu6 con la medida PR,
utilizando los volimenes 2-DE obtenidos en el programa informéatico PDQuest a partir de los
mapas de referencia y los perfiles desfosforilados. En la Tabla 4 se muestran: los valores de la
media (£SE, error estandar) de la PR de cada spot, los Cls bootstrap de la PR calculados con
una confianza estadistica del 95y 99%, los valores promedios de los volimenes de los spots y
sus pls. No se cuantificd la PR del spot n® 19 por presentar un volumen por debajo del limite
de deteccion, de manera que al aplicar la sustraccion de background con el PDQuest no se
podia calcular de manera fiable. Teniendo en cuenta la totalidad del resto de spots, se resuelve
que los valores medios de PR de las isoformas de patatina tienen un rango de 4,6-52,3% y un
promedio (£SE) de 34,4 + 2,8%. En el andlisis minucioso de las diferencias en PR entre las
distintas isoformas de patatina, resulta interesante el hecho de que los spots no estan
fosforilados de manera uniforme. Los CI bootstrap al 95 y 99% revelan diferencias
estadisticamente significativas (p-valor < 0,05) entre muchos pares de spots. En consecuencia,
los spots de patatina se agruparon en funcién de su valor PR utilizando un dendrograma
UPGMA. El dendrograma resultante muestra que las isoformas de patatina se pueden
clasificar en tres agrupaciones con diferencias estadisticamente significativas en su PR (p-
valor < 0,01) como muestran sus Cls bootstrap al 99% (Figura 7). En particular, los spots (n®
13 y 20) del tercer grupo formaron un claster (PR media = 8,3%) bien separado de los otros
dos grupos restantes con una PR media de 44,0 y 30,1% respectivamente.

54



RESULTADOS

Tabla 4. Valores promedio (£SE) de la PR y Cls bootstrap de los spots de patatina estimados a partir de las 4

réplicas biologicas de tubérculos en estado de rotura de brote de la variedad cv. Kennebec. Fuente: Bernal et al.

(2017).
Spot No.2 ol Mean (= SE) PR P( éB < é » 95% bootstrap ClI ~ 99% bootstrap Cl
(CL, CU)® (CL, cu):
1 4.84 39.75+ 2.53 0.53 35.6,44.1 34.6,44.3
2 4.88 41.21 +6.07 0.57 31.9,52.9 30.1, 545
3 4.90 43.05+2.88 0.55 37.5,47.9 37.4,49.3
4 4.93 28.11+4.35 0.76 23.8,325 23.8,325
5 4.96 42.83 +2.02 0.56 40.1, 46.9 39.4,48.3
6 4.96 52.34 +4.10 0.57 46.4, 60.4 44.5,61.8
7 5.02 39.01+4.11 0.51 32.4,45.6 30.4,45.7
8 5.02 27.19+5.61 0.52 16.9, 35.0 15.3, 35.0
9 5.05 32.48 + 3.30 0.51 26.7,37.3 22.9,38.0
10 5.12 30.48 +4.72 0.57 23.3,40.2 22.6,424
11 5.12 25.13+4.31 0.57 18.8, 33.1 16.6, 34.1
12 5.13 51.39 + 5.52 0.55 41.2, 60.6 40.0, 62.1
13 5.14 4.60 £ 2.04 0.75 2.6,6.6 2.6,6.6
14 5.16 44.34 £ 9.37 0.52 25.7,57.3 25.0,59.0
15 5.20 41.87 + 3.80 0.52 35.7,49.3 34.7,51.2
16 5.20 26.99 + 8.37 0.58 18.1, 37.0 10.4,37.0
17 5.23 35.96 + 2.42 0.53 32.9,40.9 32.2,42.8
18 5.25 34.16 + 4.09 0.53 26.2,39.6 25.6, 40.0
19 5.29 N/A N/A N/A N/A
20 5.27 11.95+4.63 0.55 6.8, 20.9 5.6, 20.9

@ Gel position of assigned spots is shown in Figure 3.

® The bootstrap distribution is median biased if the probability (P) of éB < é;ﬁ 0,05, which was

calculated from 2.000 bootstrap replicate; the symbols are the bootstrap mean and the sample mean
estimates, respectively.

¢ Cl — Confidence interval; CL — lower bound; CU — upper bound.

9N/A = not available, weekly stained spot with a volume below the limit of detection.
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Figura 7. Evaluacién de la PR diferencial de los spots de patatina (tubérculos en estado de rotura de brote).
(a) Dendrograma UPGMA obtenido a partir de la matriz de diferencia de medias en PR entre los pares de spots
de patatina. La numeracion de los spots se corresponde con lo indicado en la Figura 3. (b) Valores promedio de
la PR de cada uno de los tres grupos principales de spots observados en el analisis UPGMA. Se realiz6 un
remuestreo bootstrap (2000 réplicas) para determinar los Cls al 99% de la media de los valores PR de cada
grupo. Los valores PR de cada spot se calcularon utilizando la formula PR = [(T — D)/T] x 100, donde T y D
representan el volumen del spot en los perfiles de patatina de referencia y perfiles de patatina desfosforilada

respectivamente. Los volimenes de los spots en las 4 réplicas bioldgicas se determinaron empleando el software
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Para el célculo de las correlaciones entre las variables PR, pl y volumen se considerd
los valores de los spots de patatina cuyo calculo fue posible en méas de un 50% de las réplicas
bioldgicas, por este motivo, se descartaron los valores de los spots n® 4 y 13. En dichos spots
hubo dos réplicas en las que no fue posible el calculo de su PR debido a la presencia de un
mayor volumen en la muestra desfosforilada que en la muestra control. Este resultado carece
de sentido biolégico y se debe a la suma de los péptidos que no estan fosforilados con los
péptidos desfosforilados que tenian previamente un pl menos elevado. Utilizando los datos
mostrados en el Anexo Il, se determind por medio del test de Shapiro-Wilk que las
distribuciones de los datos de las variables volumen y pl de los polipéptidos de patatina no se
ajustan a una distribucién normal gaussiana. Por consiguiente, para el establecimiento de
relaciones entre las variables estimadas se empled el coeficiente de correlacion no
paramétrico de Spearman (rs). Asi, se detectd una relacion negativa estadisticamente
significativa entre los volimenes de los spots de patatina y su correspondiente valor de PR (rs
=—0,42, p-valor < 0,01, n = 70). Esto implica que con un incremento en la abundancia de los
péptidos fosforilados no se va a producir necesariamente un aumento en su estatus de
fosforilacion. Por lo tanto, los cambios dindmicos en el estatus de fosforilacion de las
proteinas deben ser explicados por otro factor que no sea el cambio en su abundancia proteica.
En este sentido, se detectd una correlacion negativa estadisticamente significativa entre las
variables PR y pl de los spots de patatina (rs = —0,31, p-valor < 0,01, n = 70). Como se espera
si se cumple la hipétesis de la fosforilacion diferencial, las isoformas de patatina mas
fosforiladas tienen un menor pl y se localizan en posiciones mas acidicas en el gel 2-DE.
Ademas, cabe destacar que los niveles de fosforilacion se calcularon utilizando la medida del
PR, la cual tiene en cuenta la cantidad de proteina total presente en cada spot. De este modo,
la estimacion del estatus de fosforilacion de las isoformas de patatina obvia la posibilidad de
que el cambio en PR se produzca por una mayor o menor abundancia de la misma. Tomando
estos datos en su conjunto, se puede concluir que la fosforilacion diferencial en las isoformas
de patatina parece ser genuina y no puede ser explicada sélo por cambios en la abundancia de
las proteinas. Como se explica en subapartados posteriores, la identificacion y el mapeo de las
isoformas fosforiladas de la patatina supone un avance que nos permite profundizar en el
conocimiento del mecanismo de movilizacion de esta VSP en el proceso de la brotacion del

tubérculo.
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4.6. Perfil 2-DE de las isoformas de patatina en el ciclo de vida del tubérculo

Los patrones 2-DE de alta resolucion de la patatina se obtuvieron no solo en
tubérculos en estado de rotura de brote, sino también en tubérculos en las etapas de:
endodormancia, brotacién, y crecimiento de la planta (Figura 8a). Para la obtencion de
patrones 2-DE de las isoformas de patatina se emplearon tiras de pl 4-7 en vez de 4,7-5,9
teniendo en cuenta que no se produjo variaciones notables en sus patrones de referencia. De
esta forma se distinguié un rango de 17-20 spots de patatina en el conjunto de etapas del ciclo
bioldgico del tubérculo analizadas. Las isoformas de patatina se localizan en una zona del gel
2-DE que contiene spots con una M, que varia de 40,0 a 45,0 kDa y con un pl que oscila entre
4,8y 5,4. Al igual que en los patrones 2-DE de patatina obtenidos en tubérculos en estado de
rotura de brote, sus isoformas se distribuyen en duetos de spots horizontales y verticales
alterndndose entre si en un total de 3 niveles con distinto M;. La 2-DE muestra cambios
cualitativos y cuantitativos entre isoformas de patatina, no solo por la presencia o ausencia de
spots, sino también por diferencias en el volumen relativo de los mismos (Tabla 5).
Centrandonos en los cambios cualitativos de los patrones 2-DE, la variacion méas destacable
es la ausencia de los spots n® 1, 3 y 4 en los tubérculos en etapa de endodormancia en
comparacion con los tubérculos en estado de rotura de brote (Figura 8a). Los spots n® 1y 4,
identificados como isoformas de patatina de tipo Kuras PT3K1, se localizan en una posicién
mas acida con respecto a las isoformas de patatina de tipo no-Kuras. Considerando la
correlacion negativa que hallamos entre el pl y la PR de las isoformas de patatina en los
tubérculos en estado de rotura de brote, podriamos afirmar que en la salida de la
endodormancia del tubérculo se acumulan las isoformas de patatina aparentemente mas

fosforiladas.
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(A) Phosphorylated pattern

(B) Dephosphorylated pattern
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Figura 8. Perfiles 2-DE de alta resolucion de la patatina en las siguientes etapas del ciclo de vida del tubérculo
(cv. Kennebec): endodormancia, rotura de brote, brotacion y crecimiento de la planta. En cada una de las etapas
se analizaron 4 réplicas bioldgicas empleando la 2-DE con las condiciones experimentales descritas en la seccién
de material y métodos. (A) Perfiles 2-DE de la patatina sin desfosforilar tefiidos con SYPRO Ruby. (B) Perfiles
de la patatina desfosforilada con HF-P y tefiidos con SYPRO Ruby. Los circulos indican la aparicion de spots
nuevos de patatina en los perfiles desfosforilados. Como marcador de fosforilacion se empled a la ovoalblmina
(45 kDa), la cual se desfosforilé por completo en los geles de los perfiles de patatina desfosforilada. Fuente:
Bernal et al. (2019).
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Tabla 5. Valores promedio (£SE) de los volimenes de los spots identificados como patatina en las siguientes etapas del ciclo biolégico del tubérculo de la patata (cv.

Kennebec): endodormancia, rotura de brote, brotacion y crecimiento de la planta. Fuente: Bernal et al. (2019).

Volume

SpotNo.2  pl Endodormancy Bud Break Sprouting Plant Growth Mean (£SE)
1 4.84 N/AP 12,050 + 1,142 15,723 + 1,026 14,181 + 1,548 13,985 + 1,065
2 488 10,732+ 3,108 41,867 + 6,605 52,352 + 4,589 43,124 £ 9,139 37,019 £ 9,069
3 4.90 N/AP 6,562 + 621 N/AP N/AP 6,562
4 4.93 N/AP 14,580 + 2,165 16,359 + 3,352 12,041 £ 1,532 14,327 £ 1,253
5 496 16,567 £ 2,399 20,124 + 884 47,632 £ 4,740 28,141 + 4,706 28,117 £ 6,941
6 4.96 4,367 + 1,078 11,115 £+ 2,623 23,960 + 2,472 15,874 £ 1,290 13,829 £ 4,120
7 502 25,718 +1,864 49,656 + 8,585 57,000 + 5,878 44,531 + 4,391 44,226 + 6,679
8 5.02 29,058 + 3,399 41,209 £ 6,638 84,447 £ 27,174 74,025 + 7,132 57,185 + 13,144
9 505 38,651+ 3,841 42,687 + 7,477 81,641 + 12,434 48,856 + 8,811 52,959 + 9,788
10 5.12 127,074+ 12,545 212,111 + 28,417 194,709 + 20,987 203,463 + 21,496 184,339 + 19,416
11 512 184,421 +10,173 191,235 + 30,176 212,584 + 14,805 149,824 + 18,564 184,516 + 13,027
12 513 29,886 + 1,647 40,287 + 9,062 53,083 £ 9,119 57,128 + 8,961 45,096 + 6,212
13 5.14 56,120 £ 8,600 130,622 + 24,500 71,544 + 11,279 73,049 + 8,274 82,834 + 16,382
14 516 15,477 +2,289 13,087 £ 3,074 45,092 + 5,892 30,191 + 6,300 25,962 + 7,414
15 520 88,487 + 3,452 141,180 * 22,364 98,921 + 8,566 67,200 + 10,762 98,947 + 15,548
16 520 76,364 +12,313 99,953 + 15,356 146,326 + 22,966 90,283 + 8,177 103,231 + 15,159
17 523 22,560 + 3,018 25,589 + 3,888 32,293 + 4,031 29,025 + 6,539 27,367 £2,107
18 525 47,433 £5,222 33,075 +5,073 45,834 £ 5,890 47,751 + 6,288 43,523 + 3,508
19 5.29 6,778 £ 1,033 19,938 + 4,147 N/AP N/AP 13,858 + 6,580
20 527 17,078 £1,023 74,519 + 12,005 108,063 + 11,664 72,308 + 8,002 67,992 + 18,840

2 Gel position of assigned spots is shown in Figure 8. ° N/A = not accessible, spot signal of volume under the limit of detection.
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4.7. ldentificacion de las isoformas fosforiladas de la patatina en perfiles 2-DE de
tubérculos en estado de endodormancia

Los péptidos de los spots presentes en los tubérculos en estado de endodormancia se
identificaron como isoformas de patatina utilizando las técnicas MALDI-TOF y MALDI-
TOF/TOF MS. Las identificaciones se muestran en la Tabla 6, la numeracion se asigno de
acorde con los patrones 2-DE de la patatina obtenidos en los tubérculos en estado de rotura de
brote. Los spots (n® 6 y 19) débilmente tefiidos no se pudieron identificar, y la Gnica isoforma
de patatina que se identifico sin ambigliedad es la Kuras PT3K1 (spot n° 2). Todas las
identificaciones se realizaron con un Mascot Score estadisticamente significativo (p-valor <
0,05) con un rango de valores que oscila entre 106 y 571. Esto se logr6 mediante la
identificacion de un nimero de péptidos que varia de 3 a 13 y representan un 8-58% de la
secuencia aminoacidica de las isoformas de patatina identificadas. Por medio de los analisis
de MS se corrobora la existencia exclusiva de isoformas de patatina en los spots numerados
de los perfiles 2-DE (Figura 8). En total, hay 26 posibles identificaciones de isoformas de
patatina con los siguientes nombres abreviados en la base de datos UniProt: PAT01, PAT02,
PATO03, PATO04, PATO05, PATO06, PATO07, PAT10, PAT11, PAT12, PAT13, PAT14, PAT15,
PAT16, PATA2, PATA3, PATB1, PATB2, PATI]1, PATM1, PATM2, PATM3, PT1K2,
PT2K1, PT2K3 y PT3K1 (Anexo Ill). La equivalencia en la identificacion de spots en las
etapas de la endodormancia y de la rotura de brote permite asumir que los tubérculos en
estado de brotacion y crecimiento de la planta también contienen isoformas de patatina. En su
conjunto, la patatina se puede clasificar en isoformas PT3K1 identificadas sin ambiguedad
(spots n° 1, 2 y 4) e isoformas con identificaciones ambiguas (spots n° 3 y 5-20). En el
presente trabajo de investigacion, se denominan respectivamente como isoformas de patatina

de tipo Kuras e isoformas de patatina de tipo no-Kuras.
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Tabla 6. Isoformas de patatina identificadas en los spots 2-DE de los perfiles de tubérculos de patata (cv.
Kennebec) en estado de endodormancia por medio de las técnicas de espectrometria de masas MALDI-TOF y
MALDI-TOF/TOF. Fuente: Bernal et al. (2019).

Spot No.2  plP Patatin name (Abbrev.) Mascot Sequence Matched

Score Coverage (%)  peptides
2 4.88  Patatin-3-Kuras 1 (PT3K1) 571 58 13
5 4.96 Other isoforms 106 8 3
6 4.96 - - - -
7 5.02 Other isoforms 200 40 11
8 5.02 Other isoforms 299 25 6
9 5.05 Other isoforms 324 28 7
10 5.08 Other isoforms 135 28 10
11 5.12 Other isoforms 337 32 9
12 5.13 Other isoforms 127 19 10
13 5.14 Other isoforms 178 26 10
14 5.16 Other isoforms 267 31 9
15 5.20 Other isoforms 146 17 7
16 5.20 Other isoforms 294 27 12
17 5.23 Other isoforms 181 20 8
18 5.25 Other isoforms 251 34 13
19 5.29 - ) -
20 5.27 Other isoforms 215 27 10

a Gel spot position is shown in Figure 8. ® Experimental pl value.
4.8. Fosforilacidn de las isoformas de patatina en el ciclo de vida del tubérculo

La tincion Pro-Q DPS se empled para la deteccion de la presencia de isoformas de patatina
fosforiladas en los patrones 2-DE de las distintas etapas analizadas del ciclo de vida del
tubérculo. En la Figura 9 se representan los perfiles tipicos de la patatina, tefiidos con los
tintes fluorescentes SYPRO Ruby y Pro-Q DPS, en los tubérculos en estado de:
endodormancia, rotura de brote, brotacion y crecimiento de la planta. La totalidad de los spots
identificados como isoformas de patatina presentan sefial fluorescente al tefiirse con Pro-Q
DPS. Este hecho indica que el conjunto de las isoformas de patatina tienen polipéptidos
fosforilados en todas las etapas del ciclo bioldgico del tubérculo que se han estudiado. La
tincion especifica de las fosfoproteinas en los geles 2-DE se corrobora por la deteccién de
sefial fluorescente Unicamente en los marcadores de fosforilacion positiva del Peppermint,

ovoalbimina y p-caseina.
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Figura 9. Deteccion de las isoformas de patatina fosforiladas en las siguientes etapas del ciclo de vida del

tubérculo de patata (cv. Kennebec): endodormancia, rotura de brote, brotacion y crecimiento de la planta.

(A) Perfiles de referencia 2-DE de la patatina tefiidos con el tinte fluorescente SYPRO Ruby. (B) Perfiles 2-

DE de la patatina fosforilada tefiidos con el tinte fluorescente especifico para fosfoproteinas Pro-Q DPS. La

ovoalbimina se utilizo como marcador de fosforilacién para validar la fiabilidad del método. Fuente:

Bernal et al. (2019).
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Después de la tincion con Pro-Q DPS, se realiz6 el tratamiento de desfosforilacion
quimica con HF-P para cuantificar la PR de las isoformas de patatina en las distintas etapas
analizadas del ciclo de vida del tubérculo de la patata. Asi, se obtuvo otro patron 2-DE de la
patatina después de ser desfosforilada con HF-P en tubérculos en estado de endodormancia,
rotura de brote, brotacién y crecimiento de la planta (Figura 8b). Comparando el patrén
desfosforilado con el patron control, préacticamente todos los spots que contienen isoformas de
patatina muestran una disminucién aparente en la intensidad de la sefial fluorescente que
emite el tinte SYPRO Ruby sin llegar a desaparecer por completo. Por consiguiente, se
deduce que el conjunto de isoformas de patatina de los tubérculos en las distintas etapas
analizadas no tienen la totalidad de sus polipéptidos fosforilados. De este modo, se explicd
que en los spots coexisten una mezcla de péptidos fosforilados y no fosforilados en cada una
de las isoformas de patatina. A su vez, se detectd la aparicion de spots nuevos en la region
maés basica del gel en los patrones 2-DE de patatina desfosforilada como consecuencia del
salto basico en su pl producido por la retirada de grupos fosfato. De esta forma, el rango de pl
de las isoformas de patatina en los perfiles 2-DE se incrementa de 4,8-5,3 a 4,8-5,4. En lo que
se refiere al marcador de fosforilacién ovoalbimina, la totalidad de sus polipéptidos muestran
una traslacion a posiciones méas basicas dentro de los geles 2-DE de proteina desfosforilada.
Este hecho valida la efectividad del tratamiento con HF-P para desfosforilar las isoformas de

patatina.

Los valores de las medias de PR (xSE, error estandar) de las isoformas de patatina en
cada una de las etapas analizadas del ciclo biologico del tubérculo se resumen en la Tabla 7.
Los cambios en la PR de las isoformas de patatina se determinaron empleando las medias de
los volimenes de los spots en los patrones 2-DE de las muestras desfosforiladas y de las
muestras controles. El valor de PR no se calcul6 en el caso de: los spots n® 6, 13 y 19 de los
tubérculos en estado de endodormancia; los spots n® 4, 13 y 19 de los tubérculos en estado de
rotura de brote y el spot n°® 13 de los tubérculos brotados. Se establecid el criterio de no
considerar el dato si la PR del spot no se puede calcular en al menos un 50% de las réplicas
bioldgicas. Dicho célculo no es posible si el volumen del spot desfosforilado es superior al
volumen del spot control. Al aplicar la formula de calculo de la PR se obtendria un valor
negativo, por lo que se descarta el dato al carecer de significado biologico. Asi, se determind
que todos los spots contienen isoformas fosforiladas porque el valor de su PR siempre es

superior a 0, lo que es coherente con los resultados obtenidos en los experimentos de tincion

64



RESULTADOS

especifica de fosfoproteinas con el Pro-Q DPS. A su vez, los valores de PR de las isoformas
de patatina son muy diferentes y heterogéneos. El valor de la PR promedio minima es de
10,9% en el spot n° 11 de tubérculos en estado de endodormancia, y el valor maximo es de
53,2% en el spot n° 14 de tubérculos en estado de brotacion. En ningun caso el valor de la PR
es del 100%, lo que se supone una prueba adicional en favor de que los spots de patatina
contienen una mezcla de isoformas fosforiladas y desfosforiladas.

Tabla 7. Valores promedio (+SE) de la PR de los spots de patatina en las siguientes etapas del ciclo biologico

del tubérculo de patata (cv. Kennebec): endodormancia, rotura de brote, brotacidn y crecimiento de la planta.
Fuente: Bernal et al. (2019).

PR
Spot No.2  pl Endodormancy Bud Break  Sprouting Plant Growth  Mean (£SE)

1 4.84 N/A 39.8+25 519+5.2 33.1+£56 416+55
2 4.88 38.1+£53 41.2+6.1 52.4+59 39.6+5.7 42.8+3.3
3 4.90 N/A 43.1+29 N/A N/A N/A

4 4.93 N/A N/A 39.7+54 23.0+46 31.4+84
5 4.96 27119 42.8+2.0 43264 30.5+4.4 35.9+42
6 4.96 N/A 52.3+4.1 384+44 275+£52 39472
7 5.02 32.3+45 39.0+41 42.5+59 269+58 35.2+35
8 5.02 15.3+3.8 272+5.6 27.0+x46 29.1+51 246+3.2
9 5.05 27.3+24 325+£33 405%5.1 31.4+£57 329+28
10 5.12 320+£40 30547 235+6.1 40.0+6.4 31.5+34
11 5.12 109+6.9 25.1+43 264144 25.2+6.3 21.9+37
12 5.13 283+24 51.4+55 52.7+42 319+7.0 41.1+64
13 5.14 N/A N/A N/A 26.0+7.2 N/A®

14 5.16 50.1+49 443+94 53.2+75 33.3+£59 452+44
15 5.20 414+24 419+38 441+55 28.0+5.3 38.8+£3.7
16 5.20 128+3.1 27.0+84 17.2+43 25.1+51 20.6+£3.3
17 5.23 23.8+36 36.0+24  39.8+6.3 29.3+4.6 322+35
18 5.25 29.6+53 342+41 51.6+45 229+46 345+6.1
19 5.29 N/A N/A N/A N/A N/A

20 5.27 116+2.0 119+46 25.6+£6.3 29.2+49 196 +4.6

Mean (+SE) 27231 36.5+£25 394+28 296+1.1

2 Gel position of assigned spots is shown in Figure 2.

N/A = not accessible, spot signal of volume under the limit of detection.
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Las PR promedio (+SE) de las isoformas de patatina en los tubérculos en las etapas
analizadas muestran diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0,05), entre al
menos dos de sus estadios, lo que se dedujo empleando el test de diferencia de medias
ANOVA. La deteccion concreta de entre qué estadios del tubérculo se producen las
diferencias estadisticamente significativas se pudo determinar calculando los intervalos de
confianza de los promedios, asi como realizando un andlisis estadistico a posteriori. En la
Figura 10 se muestra un histograma que representa los valores promedios de las PR promedio
de las isoformas de patatina, junto con sus intervalos de confianza, en el conjunto de las
etapas del ciclo bioldgico del tubérculo analizadas. A su vez, se indica entre qué etapas se
hallaron diferencias estadisticamente significativas en la PR promedio de las isoformas de
patatina empleando el analisis a posteriori de Tukey-Kramer. Asi, se determind que la PR
promedio (£SE) de la patatina en tubérculos en estado de endodormancia (27,2 + 3,1) es
estadisticamente diferente (p-valor < 0,01) de la PR promedio (+SE) de la patatina en
tubérculos brotados (39,4 + 2,8). Por otra parte, la PR promedio (+SE) de los tubérculos
brotados muestra una diferencia estadisticamente significativa (p-valor < 0,05) con respecto a
la PR promedio (xSE) de los tubérculos en estado de crecimiento de la planta (29,6 £ 1,1).
Por ultimo, hay que decir que la PR promedio (£SE) de la patatina de los tubérculos en estado
de rotura de brote, 36,5 £ 2,5, no presenta diferencias estadisticamente significativas con
respecto al resto de etapas analizadas. Aunque en la diferencia de medias de la PR promedio
de la patatina en tubérculos en estado de endodormancia y de rotura de brote se obtuvo un p-
valor de 0,052, que estd muy proximo a ser estadisticamente significativo con un nivel de
confianza o = 0,05. Tomando estos datos en su conjunto, se demuestra que la PR promedio de
la patatina aumenta en la transicion de tubérculos en estado de endodormancia a tubérculos
brotados. A su vez, se evidencia que dicha PR promedio de la patatina disminuye al

compararse tubérculos que han formado una nueva planta con tubérculos brotados.
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Figura 10. Histograma que representa los valores promedio de las PR de las isoformas de patatina con sus
respectivos intervalos de confianza en cada una de las etapas del ciclo biolégico del tubérculo analizadas:
endodormancia, rotura de brote, brotacion y crecimiento de la planta. Las letras dispuestas sobre los Cls al 95%
indican las diferencias estadisticamente significativas obtenidas al aplicar el andlisis a posteriori de Tukey-
Kramer. Si las letras son equivalentes quiere decir que las PR promedio de las isoformas de patatina son

similares. Fuente: Bernal et al. (2019).

4.8.1. Estatus de fosforilacidn de las isoformas de patatina de tipo Kuras y no-Kuras

El anélisis de las diferencias en PR de las isoformas de patatina de tipo Kuras y no-
Kuras se realizé6 comparando sus valores medios en las distintas etapas del ciclo bioldgico del
tubérculo analizadas. Empleando la prueba de rango con signo de Wilcoxon (p-valor < 0,01)
se demuestra que la PR promedio de las isoformas de patatina de tipo Kuras es mas elevada
que la de las isoformas de patatina de tipo no-Kuras en el conjunto de las etapas del ciclo
bioldgico del tubérculo analizadas (Figura 11). Ademas, las lineas de tendencia que describen
como cambia la fosforilacion de las isoformas de patatina de tipo Kuras y no-Kuras en las
distintas etapas del tubérculo tienen el mismo comportamiento. Asi, la PR de ambos tipos de
isoformas de patatina se incrementa desde los tubérculos en estado de endodormancia hasta

los tubérculos en la etapa de brotacion. De hecho, el valor maximo de la PR se obtiene en los
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tubérculos brotados, y disminuye en tubérculos que desarrollaron el crecimiento de una nueva
planta. El test de diferencia de medias ANOVA muestra que en ambos tipos de isoformas de
patatina se detectaron diferencias estadisticamente significativas (p-valor < 0,05) entre las PR
estimadas en al menos 2 de las etapas del ciclo biologico del tubérculo. En el caso de las
isoformas de patatina de tipo Kuras, se detectdé una diferencia estadisticamente significativa
(p-valor < 0,01, analisis a posteriori de Tukey-Kramer) al compararse la estima de la PR en
los tubérculos en estado de brotacion con la PR de los tubérculos en estado de crecimiento de
la planta. De esta forma, se demuestra que la PR de las isoformas de patatina de tipo Kuras es
maés elevada en tubérculos brotados que en tubérculos que han formado una nueva planta.
Analizando las isoformas de patatina de tipo no-Kuras con el test de Tukey-Kramer, se
detect6 una diferencia estadisticamente significativa (p-valor < 0,05) entre su PR promedio en
los tubérculos en estado de endodormancia y su PR promedio en los tubérculos en estado de
brotacion. Asi, se sefiala que la PR promedio de las isoformas de patatina de tipo no-Kuras es
mas elevada en tubérculos brotados que en tubérculos en estado de endodormancia. A su vez,
si se engloba a las isoformas de patatina de tipo no-Kuras de los tubérculos de la totalidad de
etapas de no-endodormancia en unico grupo y se compara su PR con la de los tubérculos en
estado de endodormancia, se obtiene una diferencia estadisticamente significativa (p-valor <
0,05; test t de Student). Por lo que se concluye que en la liberacion de la etapa de la
endodormancia se produce un incremento del estatus de fosforilacion de las isoformas de

patatina de tipo no-Kuras.
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Figura 11. Cambios dindmicos en las PR promedio de las isoformas de patatina de tipo Kuras y no-Kuras
en el conjunto de etapas del ciclo bioldgico del tubérculo analizadas: endodormancia, rotura de brote,
brotacién y crecimiento de la planta. Los tridngulos y los cuadrados indican los valores medios de las PR de

las isoformas de patatina de tipo Kuras y no-Kuras respectivamente. Fuente: Bernal et al. (2019).

4.9. Cambios en la abundancia de la patatina en el ciclo bioldgico del tubérculo

En cada una de las etapas del ciclo de vida del tubérculo de la patata se calculo la
abundancia relativa de la patatina (Anexo V). Dicha abundancia relativa se estimd sumando
los valores de los volumenes de los spots en cada una de las réplicas bioldgicas. Con estos
datos, se calculd el promedio de la abundancia relativa junto con el CI bootstrap al 95 %
utilizando el método del percentil con correccion de sesgo como se muestra en la Figura 12.
De este modo, se demostr6 que se produce una acumulacion estadisticamente significativa de
las isoformas de patatina en los tubérculos en estado de rotura de brote comparados con los
tubérculos en la etapa de la endodormancia. Este resultado podria estar relacionado con los
cambios encontrados en el estatus de fosforilacion de la patatina una vez se ha producido una
completa liberacion de la dormancia del tubérculo. A su vez, es destacable el menor tamafio
de rango del CI que se calculo para la abundancia de la patatina de los tubérculos en estado de

endodormancia. Esta particularidad sugiere un control muy estricto de los niveles de
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expresion de la patatina en la etapa de la endodormancia del tubérculo indicando que esta
V'SP puede desempefar un papel fundamental en este proceso bioldgico. Por otra parte, los
cambios de fosforilacion detectados en la patatina en la continuacion de la brotacion del
tubérculo podrian estar relacionados con variaciones en su abundancia relativa. En este
sentido, los calculos del CI bootstrap al 95% mediante el método del percentil con correccion
de sesgo muestran una disminucion de la abundancia relativa de la patatina al compararse
tubérculos que han formado una nueva planta con tubérculos brotados. Resulta interesante el
hecho de que también se haya detectado una disminucion de la PR de las isoformas de
patatina de tipo Kuras en tubérculos que formaron una nueva planta. Si la degradacion de las
isoformas de patatina se produce por un mecanismo aleatorio, no se espera que varie su
estatus de fosforilacion. Sin embargo, el cambio en el estatus de fosforilacion de las isoformas
de patatina de tipo Kuras sugiere que son degradadas de forma preferencial con respecto a las

isoformas de tipo no-Kuras.
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Figura 12. Cambios dindmicos en la abundancia relativa de la patatina analizando las siguientes etapas del
ciclo biolégico del tubérculo (cv. Kennebec): endodormancia, rotura de brote, brotacion y crecimiento de la
planta. Para la abundancia relativa de la patatina en cada una de las etapas se calculé el ClI bootstrap al 95%

utilizando el método del percentil con correccidn de sesgo. Fuente: Bernal et al. (2019).
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5.1. Mapa 2-DE optimizado para identificar isoformas de patatina fosforiladas

La 2-DE optimizada es muy util para identificar y separar las isoformas de las
proteinas de reserva (Barta et al. 2012; de la Fuente et al. 2012; Lépez-Pedrouso et al. 2014a,
b; Mouzo et al. 2018a, b). La 2-DE acoplada a técnicas de MS es una estrategia analitica de
uso tradicional y frecuente en el estudio de la diversidad de las proteinas de reserva en una
gran variedad de especies vegetales como, por ejemplo: Arabidopsis, arroz (O. sativa), colza
(B. napus), judia comun (P. vulgaris), Medicago, patata (S. tuberosum) y trigo (T. aestivum)
(Agrawal and Thelen 2006; Bauw et al. 2006; Chibani et al. 2006; Irar et al. 2006; Lehesranta
et al. 2006; Gallardo et al. 2002, 2007; Wan et al. 2007; Ghelis et al. 2008; de la Fuente et al.
2011, 2012; Bérta et al. 2012; Guo et al. 2012; Han et al. 2014; Lépez-Pedrouso et al. 2014a,
b; Mouzo et al. 20183, b). Los perfiles 2-DE de alta resolucion han contribuido a incrementar
el conocimiento de las proteinas de reserva en lo referente a la identificacion y cuantificacion
de la abundancia relativa de sus isoformas, y a la deteccién de modificaciones co- y
postraduccionales (de la Fuente et al. 2012; Lépez-Pedrouso et al. 2014a; Mouzo et al.
2018a). La 2-DE optimizada permitié separar la mayoria de las isoformas de proteinas de
reserva con un éxito notable. Las proteinas de reserva son solubles y muy abundantes siendo
las mayoritarias dentro de las semillas. Estas proteinas tienen un rango de M, y de pl que esta
dentro de los limites de resolucion de los mapas 2-DE optimizados.

Utilizando la 2-DE optimizada, hemos detectado la presencia de hasta 20 spots
identificados como isoformas de patatina con una resolucién lo suficientemente buena como
para separarlos entre si permitiendo el calculo de su abundancia relativa. Aparte de la
patatina, la Unica proteina de reserva en la que se obtuvo un mapa 2-DE de alta resolucién es
la faseolina (Bérta et al. 2012; de la Fuente et al. 2012; Lopez-Pedrouso et al. 20144, b;
Mouzo et al. 2018a, b). En la Figura 13 se muestra la comparacion de los patrones 2-DE
optimizados y no optimizados de la patatina presente en tubérculos en estado de rotura de
brote que se ha analizado en este estudio, y de la faseolina analizada en semillas durmientes
(de la Fuente et al. 2012; Lopez-Pedrouso et al. 2014a, b). Como se puede apreciar, los
protocolos 2-DE optimizados permiten ofrecer iméagenes de los geles de muy alta calidad con
las isoformas de proteinas de reserva bien separadas, contenidas en spots muy bien definidos
dispuestos en hileras. Los perfiles 2-DE de la faseolina y de la patatina estan compuestos por

un amplio numero de spots que se organizan en agrupaciones dispuestas en la misma region
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del gel, con un rango de valores de M; y de pl que oscilan entre 40-50 kDa y 4.5-5.3
respectivamente. Los perfiles de las proteinas de reserva también pueden estar formados por
multiples agrupaciones de spots distribuidos en todo el gel 2-DE y no sélo en una region en
concreto. Asi, en la Figura 14 observamos como las isoformas de las proteinas de reserva de
semillas de soja, glicinina y B-conglicinina, se distribuyen por todo el mapa 2-DE en

contraposicion con lo que sucede en el caso de la faseolina y de la patatina.
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Figura 13. Imagenes de geles 2-DE estandar (a) y optimizadas (b) de las isoformas de faseolina (arriba) y
patatina (abajo) en semillas de la judia comun (P. vulgaris) y en tubérculos de patata (S. tuberosum). En los geles
2-DE estandar se analizaron 400 g de proteina total utilizando tiras IPG de 24 cm con un gradiente de pH lineal
4-7 en la primera dimension. En la segunda dimension (SDS-PAGE) se emplearon geles de acrilamida al 12%
(w/v). Los geles fueron tefiidos con el tinte fluorescente SYPRO Ruby. Las imagenes de los geles 2-DE
optimizados para los perfiles de alta resolucién se obtuvieron utilizando las mismas condiciones experimentales,

con la diferencia de que sélo se analizé 75 g de proteina total. Fuente: Mouzo et al. (2018a).
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Figura 14. Imagen en gel del perfil de alta resolucion de las proteinas de reserva (subunidades de B-conglicinina

y glicinina) de la soja (G. max) utilizando la técnica 2-DE optimizada: Fuente: Mouzo et al. (2018a).

La técnica de la 2-DE es muy util para la identificacion de modificaciones co- y
postraduccionales que hacen que varie el pl y/o la M de las proteinas como son las
fosforilaciones o las glicosilaciones (Rabilloud 2014; Rabilloud and Lelong 2011). Los
perfiles 2-DE optimizados permiten la deteccion de glicosilaciones y fosforilaciones en las
multiples isoformas de la patatina y de la faseolina (Figura 15). Cabe destacar que este estudio
es el primero en identificar a la patatina como una proteina fosforilada y en cuantificar su
estatus de fosforilacién. En ambas proteinas de reserva la tasa de fosforilacion es mas elevada
en isoformas con un pl mas acidico, y las isoformas de mayor M presentan un mayor nimero
de glicosilaciones. Comparando las tasas de fosforilacion, las isoformas de patatina presentes
en tubérculos en estado de rotura de brote tienen una PR promedio sensiblemente inferior a la
de las isoformas de faseolina en semillas durmientes (LOpez-Pedrouso et al. 2014a). La
presencia de fosforilaciones también se detect6 en isoformas de SSPs de tipo globulina,
albimina, glutelinas y prolaminas de una gran variedad de especies: Arabidopsis, arroz
(Oryza sativa L.), colza (B. napus), girasol (Helianthus annuus L.), pino (Pinus Sylvestris L.)
y trigo (Triticum aestivum L.) (Tilley and Schofield 1995; Facchiano et al. 1999; Lin et al.
2005; Agrawal and Thelen 2006; Irar et al. 2006; Wan et al. 2007; Ghelis et al. 2008; Guo et
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al. 2012; Meyer et al. 2012; Kovaleva et al. 2013; Quiroga et al. 2013; Han et al. 2014; Dong
et al. 2015). Sin embargo, empleando protocolos 2-DE para el estudio de proteomas
completos o metodologias que no empleen geles de electroforesis, con enriquecimiento de
fosfoproteinas en algunos casos, no se logrd cuantificar el estatus de fosforilacion de las
isoformas de proteinas de reserva de manera especifica. En contraposicién, la mejora de la
calidad de los mapas de referencia 2-DE permite cuantificar el estatus de fosforilacion de las

isoformas de proteinas de reserva diferenciandolas entre si.
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Figura 15. Imagen en gel de las isoformas de la faseolina (arriba) y de la patatina (abajo) diferencialmente
fosforiladas (P) y glicosiladas (G) obtenidas empleando la técnica 2-DE optimizada. Fuente: Mouzo et al.
(2018a).

5.1.1 Glicosilacion de las isoformas de patatina en los mapas 2-DE optimizados

La deteccion y cuantificacion de las isoformas de proteinas de reserva glicosiladas
puede realizarse por distintos métodos, incluyendo a la desglicosilacién enzimatica de los
extractos de proteina total (de la Fuente et al. 2012), tincidn en gel de electroforesis con el
tinte fluorescente Pro-Q Emerald (Mehta-D’souza 2012) y enriquecimiento de glucopéptidos
utilizando una columna de cromatografia liquida de interaccion hidréfila zwitteridnica
(HILIC) o cromatografia de afinidad empleando una columna de concanavalina-A-sefarosa
(Duranti et al. 1994; Dam et al. 2013). La deteccion de los péptidos glicosilados es dificil
empleando s6lo andlisis de MS porque las glicosilaciones cambian la
hidrofobicidad/hidrofilicidad del péptido (Rabilloud et al. 2010). Las isoformas glicosiladas
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de proteinas de reserva pueden ser identificadas de manera eficiente por medio de las
variaciones de M detectados en perfiles 2-DE optimizados de isoformas desglicosiladas con
una enzima glicosidasa como es la PNGasa F (de la Fuente et al. 2012). En la Tabla 8 se
muestra los estudios de glicosilaciones en SSPs y VSPs basados en la utilizacion de la 2-DE
en combinacion con otras técnicas y tratamientos como, por ejemplo, la desglicosilacion
enzimatica. El empleo de la desglicosilacion enzimética de las proteinas con la PNGasa F es
un método muy efectivo para la eliminacion de casi todos los oligosacaridos unidos mediante
enlaces de tipo N- (Tarentino et al. 1985). En dicho estudio se explica que se consigue la N-
desglicosilacion por medio de la hidrdlisis del enlace que se genera entre el extremo terminal
del monosacarido N-acetilglucosamina (GIcCNACc) y el nitrogeno de la amida del aminoacido
Asn.

Por medio de la utilizacién de experimentos de desglicosilacion enzimatica con
PNGasa F utilizando tubérculos en estado de rotura de brote, hemos inferido que la
heterogeneidad en la M de las isoformas de patatina se debe en gran medida a la presencia de
N-glicosilaciones. Esta heterogeneidad en M, se podria explicar por una glicosilacién
diferencial de las isoformas de patatina como consecuencia de la presencia de un mayor o
menor nimero de sitios de N-glicosilacién en su secuencia. En esta linea, la literatura
cientifica argumenta que la presencia de grandes diferencias en M entre isoformas de patatina
se puede explicar por la presencia de hasta 5 sitios potenciales de N-glicosilacion en residuos
aminoacidicos de Asn y Thr que no estan necesariamente unidos en su totalidad a cadenas de
glucanos (Sonnewald et al. 1989b; Pots et al. 1999a; Bauw et al. 2006; Wellinder and
Jorgensen 2009; Barta et al. 2012; Lattova et al. 2015). El primer estudio que detectd la
presencia de glicosilaciones en la proteina patatina lo realizaron Sonnewald et al. (1989b).
Previamente se habia deducido la presencia de sitios potenciales de glicosilacion, pero no se
habia confirmado la presencia/ausencia de cadenas glucidicas in vivo. Estos investigadores lo
lograron introduciendo un gen de patatina en hojas de la planta del tabaco y determinaron la
presencia de glicosilaciones en 2 de los 3 residuos aminoacidicos de Asn que se habian
propuesto como sitios de N-glicosilacién. En la literatura cientifica también se refrenda
nuestra observacion experimental de que practicamente la totalidad de isoformas de patatina
presentan glicosilaciones. En este sentido, Pots et al. (1999a) sugirieron que puede haber
patatinas glicosiladas en un Unico sitio de glicosilacion, a diferencia de otras isoformas que lo

estan en 2 o incluso en hasta 3 posiciones. Este hecho se dedujo por medio de diferencias en
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Tabla 8. Lista de estudios glucoproteémicos de SSPs y VSPs basados en 2-DE. Fuente: Mouzo et al. (2018a).

Storage protein Type Storage Protein Subtype Additional Techniques Species Reference
Globulin 7S vicilin 1-DE, Glycoprotein staining Cocoa vean Kumari et al. (2016)
(Theobroma cacao L.)
7S phaseolin 1-DE, Fluorography, Common Bean Lioi and Bollini (1984);
Radioactive labelling of sugars, (Phaseolus vulgaris L.) Paaren et al. (1987);
Concanavalin A binding, de la Fuente et al. (2012)
Immunoaffinity chromatography,
N-Deglycosylation,
7S convicilin N-Deglycosylation Lotus Dam et al. (2013)
(Lotus japonicus L.)
Glutelin N/A Glycoprotein staining Rice Lin et al. (2005)
LC-MS/MS (Oryza sativa L.)
Lectin N/A N-Deglycosylation Lotus Dam et al. (2013)
(Lotus japonicus L.)
Vegetative Patatin N-Deglycosylation, Potato Bauw et al. (2006);

MALDI-TOF, MALDI-TOF/TOF

(Solanum tuberosum L.)

Barta et al. (2012);

N/A, not available
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su My estudiadas por MS en las patatinas de 3 cultivares distintos de tubérculo de patata. Barta
et al. (2012) confirmaron los resultados de Pots et al. (1999b) al relacionar la heterogeneidad
en My de las isoformas de patatina en los mapas 2-DE con la presencia de grados variables de
glicosilacion. Mediante la técnica MALDI-TOF MS, determinaron que las diferencias de M,
entre las hileras de spots de patatina es de aproximadamente 1,2 kDa, lo que se corresponde
con el tamafio molecular de un azlcar denominado antenna. Ademas, estos investigadores
establecieron que las isoformas de patatina glicosiladas en uno o dos de los sitios potenciales
de glicosilacion son las mas frecuentes. En consonancia con lo descrito en estos experimentos,
Bauw et al. (2006) confirmaron la presencia de 2 de los 3 sitios de glicosilacion mediante
analisis PMF empleando técnicas de MS. Dichos sitios de glicosilacion se detectaron en los
spots de mayor M, de los perfiles 2-DE de la patatina, identificados como la isoforma PT3K1.
A su vez, en dicho estudio se describio la existencia de otras isoformas de patatina de tipo
Kuras que no tenian sitios potenciales de glicosilacion, e isoformas que presentaron un unico

sitio potencial de glicosilacion.

En los perfiles 2-DE de patatina que hemos obtenido tras el tratamiento de
desglicosilacion enzimatica con PNGasa F, se detecté que el 100% de las isoformas de
patatina de tipo Kuras PT3K1 presentan N-glicosilaciones. En apoyo de esta observacion,
Wellinder and Jagrgensen (2009) concluyeron que la glicosilacion parece estar presente en
todas las isoformas de patatina de tipo Kuras debido a la ausencia de polipéptidos no
glicosilados tras la realizacion de un tratamiento de desglicosilacion enzimatica. Esto lo han
inferido estudiando la presencia de glicosilaciones en las cadenas polipeptidicas de las
isoformas de patatina en tubérculos de la variedad cv. Kuras. El analisis lo realizaron
mediante la técnica nano-LC-MS/MS, la cual combinaron en un segundo experimento con la
desglicosilacion de la patatina con la glucopeptidasa A. Mediante los experimentos de
desglicosilacion enzimatica de la patatina, determinaron en qué posiciones de la secuencia
aminoacidica estdn glicosiladas. EI numero de posiciones glicosiladas que muestran las
isoformas de patatina son los siguientes: 1 (PT1K2, PT2K1, PT2K2, PT2K3 y PT2K4), 2
(PT1K1) y 3 (PT3K1 y PT4K1). Cabe destacar que la isoforma PT3K1 es una de las que
mayor grado de glicosilacion presenta, lo que podria explicar el hecho de que hallamos
apreciado su desaparicion en los perfiles 2-DE de la patatina tras el tratamiento con la enzima
glicosidasa PNGasa F. Por otra parte, Lattova et al. (2015) analizaron el numero y el tipo de

glucanos que se unen a los sitios de glicosilacion de las cadenas polipeptidicas de las
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isoformas de patatina por medio de ensayos MALDI-TOF/TOF MS y de desglicosilacion
enzimética con PNGasa A. Este estudio lo realizaron en tubérculos de patata de distintas
especies del género Solanum, lo que sugiere que la glicosilacion es una modificacion co- y

postraduccional ubicua en el caso de la proteina patatina.

En lo referente al significado bioldgico que puede tener la glicosilacion en la patatina,
se ha sugerido un rol importante en su transporte intracelular, asi como en su estabilidad
proteica y posible movilizacion (Sonnewald et al. 1989b; Wellinder and Jgrgensen 2009;
Santos et al. 2013). La correcta glicosilacion de los polipeptidos de patatina permite que se
produzca el transporte intracelular de los mismos hacia las vacuolas (Sonnewald et al. 1989b).
Centrandonos en la estabilidad proteica de la patatina, Wellinder and Jgrgensen (2009)
analizaron la estructura de la isoforma de patatina PAT17 de Solanum cardiophyllum Lindl.,
que es muy similar a las isoformas de patatina de tipo Kuras de S. tuberosum, para analizar la
posicion de las cadenas de los glucanos. Dichos glucanos se situaron sobre Asn y Thr
expuestas hacia el exterior en la region superficial de la estructura molecular. Estos
investigadores sugirieron que estos glucanos pueden tener una funcién de proteccion frente al
desplegamiento proteico. Por otra parte, el mapeo de isoformas glicosiladas de patatina en los
geles 2-DE podria permitir investigar en futuros estudios si la glicosilacion tiene un rol
funcional en la movilizacién de la patatina. En este sentido, Santos et al. (2013) identificaron
por primera vez que una enzima glicosidasa ubicuamente distribuida, la glucésido-hidrolasa
B-N-acetilhexosaminidasa (B-NAHasa), esta implicada en la movilizacion de la proteina de
reserva a-conglutina en el proceso de germinacion de la semilla del altramuz blanco (L.

albus).
5.1.2. Identificacion de las isoformas de patatina en los mapas 2-DE optimizados

Al igual que en investigaciones previas, hemos identificado como isoformas de
patatina a los polipéptidos presentes en los perfiles 2-DE de los tubérculos, lo que se logré
utilizando la técnica de la MS (Lehesranta et al. 2005; Bauw et al. 2006; Barta et al. 2012).
La identidad de las isoformas de patatina en los perfiles 2-DE de tubérculos en estado de
endodormancia y de rotura de brote se confirm6 empleando las técnicas MALDI-TOF y
MALDI-TOF/TOF MS. Asi, hemos comprobado que la identificacion de las isoformas de
patatina en los mapas 2-DE son equivalentes en ambas etapas del ciclo biologico del
tubérculo. Este hecho nos permite asumir que todos los spots numerados de los perfiles 2-DE
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de los tubérculos en las distintas fases analizadas contienen polipéptidos de patatina. Por otra
parte, cabe decir que la realizacion de perfiles 2-DE de la patatina combina un doble sistema
de separacion de la proteina en funcion de su pl y su My, lo que permite detectar un alto
numero de isoformas de patatina. En nuestro caso, empleando tubérculos de la variedad cv.
Kennebec hemos detectado hasta 20 spots 2-DE con un total de 26 identificaciones posibles

de isoformas de patatina.

En el conjunto de isoformas de patatina identificadas en nuestro trabajo, solo la
PT3K1 se ha identificado sin ambigliedad. Este hecho podria explicarse por el hallazgo de
Bauw et al. (2006) en el que determinaron que la isoforma de patatina mas diferenciada a
nivel genético es la PT3K1. Estos investigadores estudiaron las isoformas de patatina
presentes en tubérculos de la variedad cv. Kuras, y las catalogaron en 3 grupos basandose en
los andlisis de arboles filogenéticos UPGMA de las secuencias de sus cDNAs. Asi, se
detectaron isoformas de patatina especificas de tipo Kuras incluyéndose de manera exclusiva
en el tercer grupo a la patatina PT3K1. Ademas, se clasificaron las isoformas de patatina
PT1K1y PT1K2 en el primer grupo, y a las variantes PT2K1, PT2K2, PT2K3 y PT2K4 en el
segundo grupo. Estos investigadores también determinaron que las isoformas de patatina
presentes en los tubérculos de la variedad cv. Kuras muestran un alto grado de homologia, de
hecho, sus secuencias aminoacidicas son idénticas en un 80-95% de los casos. Al igual que en
nuestro estudio, las isoformas de patatina contenidas en los spots 2-DE de mayor M se
identificaron como isoformas de patatina PT3K1. La enorme ambigiedad existente en la
identificacion de las isoformas de patatina es consecuencia de la enorme similitud de sus
respectivas secuencias aminoacidicas. Dicha homologia se puede relacionar con el alto grado
de similitud de las secuencias de los genes codificadores para las distintas isoformas de
patatina (Mignery et al. 1984, 1988). De hecho, tanto en el caso de la patatina de clase | como
en la patatina de clase Il, se estimd una homologia de aproximadamente un 98% en sus
secuencias nucleotidicas (Mignery et al. 1984). Este grado de homologia se corrobord por
medio de los analisis de secuenciacién génica en los que se determind que un promedio de
97,8% de las secuencias de los exones, que es la parte del gen que se expresa, son

equivalentes (Mignery et al. 1988).
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5.2. Perfil 2-DE de las isoformas de patatina en el ciclo de vida del tubérculo

En los mapas 2-DE optimizados de la patatina se detect6 la presencia de una gran
rigueza de isoformas de esta VSP en tubérculos recién cosechados en estado de
endodormancia. Lehesranta et al. (2006) estudiaron los cambios en el proteoma de la patata
en las distintas fases de desarrollo del tubérculo, asi como en tubérculos completamente
formados y brotados. En lo referente a los cambios detectados en la patatina, cabe decir que
observaron una acumulacién de la misma en el proceso de desarrollo del tubérculo. De hecho,
algunas isoformas de patatina incrementan su abundancia relativa en el momento en que el
tamario de los tubérculos en desarrollo aumenta de 1-2 cm a 2-2,5 cm de didmetro. En apoyo
de esta conclusion, Kloosterman et al. (2005) analizaron la expresion génica de las isoformas
de patatina en el desarrollo del tubérculo y su almacenamiento una vez se ha cosechado.
Realizaron un analisis a nivel transcripcional utilizando microarrays de cDNAs para estudiar
los cambios en expresion génica en etapas equivalentes a las descritas por Lehesranta et al.
(2006). De esta forma, concluyeron que la expresion génica de las isoformas de patatina, asi
como de los inhibidores de proteasas, incrementa en el desarrollo del tubérculo. A su vez,
otros estudios de expresion génica detectaron un incremento de la transcripcion de genes
codificadores de isoformas de patatina desde el inicio de la tuberizacion hasta la finalizacion
de este proceso (Bachem et al. 2000; Ronning et al. 2003; Stupar et al. 2006). Por otra parte,
Weeda et al. (2009) corroboraron que se produce un incremento progresivo de la expresion
génica de los inhibidores de proteasas desde que el estolon comienza a desarrollar el
tubérculo. Estos investigadores detectaron que los inhibidores de proteasas se expresan hasta
finalizar la formacion del tubérculo, hecho que correlacionan con un descenso en la actividad
de las proteasas y un incremento de la expresion proteica de la patatina. En suma, el balance
neto de estos sucesos genera una acumulacién progresiva de la patatina que se ve favorecida
por la inhibicién de la accidn de las proteasas causada por un aumento en la cantidad de los
inhibidores de las mismas. Por lo tanto, en los andlisis tanto a nivel genético como a nivel

protedmico se concluye que la patatina aumenta su abundancia en el desarrollo del tubérculo.

En lo referente a los cambios detectados en el perfil 2-DE de las isoformas de patatina
en el conjunto de etapas del tubérculo analizadas, el principal cambio cualitativo que se
detectd es la acumulacion de isoformas de patatina de tipo Kuras en la salida de la
endodormancia. A su vez, se observaron cambios cuantitativos estadisticamente significativos

en la abundancia relativa de las isoformas de patatina al compararse tubérculos en estado de
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endodormancia con los tubérculos del resto de etapas analizadas. En consonancia con nuestros
resultados, Weeda et al. (2010) sefialaron que la expresion genica de la patatina es elevada en
el proceso de salida de la endodormancia antes de que se generen brotes visibles. De acuerdo
con esta apreciacion, Ronning et al. (2003) indicaron que se produce una alta expresion de los
genes codificadores para isoformas de patatina e inhibidores de proteasas analizando
tubérculos en estado de rotura de brote. De esta forma, los datos de expresion génica son
congruentes con la idea de que la proteina patatina se sigue sintetizando en el punto de la

rotura de brote.

En nuestros resultados también se detectdé una disminucion de la abundancia relativa
de la patatina entre los tubérculos brotados y los tubérculos en la etapa de formacion de la
planta. Contradictoriamente, Lehesranta et al. (2006) afirmaron que las isoformas de patatina
acumuladas en el desarrollo del tubérculo permanecen con una abundancia relativa constante
hasta el desarrollo de tubérculos con brotes de aproximadamente 20 cm de longitud. Esta
discrepancia puede explicarse por el hecho de que realizaron un analisis 2-DE del proteoma
completo del tubérculo, lo que les resta poder resolutivo para poder realizar una estimacion
con mayor precision y exactitud. En nuestro caso se realizé un analisis 2-DE enfocado en la
optimizacion del estudio de la patatina mejorando notablemente la calidad de los resultados
obtenidos. En consonancia con nuestras observaciones, Weeda et al. (2010) detectaron un
descenso progresivo de la abundancia relativa de la patatina en el transcurso de los procesos
de la brotacion del tubérculo y de la generacion de la nueva planta. Ello lo lograron
empleando técnicas de electroforesis monodimensional (1-DE) junto con ensayos de actividad
enzimatica de la patatina. Asi, determinaron que la patatina experimenta una disminucién en
su cantidad relativa en la brotacion del tubérculo. Dicho descenso en la cantidad relativa de la
patatina entre tubérculos en estado de endodormancia y tubérculos que forman plantas
jévenes es de aproximadamente un 57%. Este hecho corrobora la funcion de la patatina como
la principal proteina de reserva del tubérculo de la patata, al movilizarse en el proceso de la
brotacion del tubérculo y el desarrollo de una nueva planta. Estos investigadores también
analizaron los cambios en la actividad de las proteasas, asi como en la cantidad de los
inhibidores de proteasas. De este modo, detectaron que se produce un incremento de la
actividad de las proteasas en la brotacion del tubérculo y en la formacion de la nueva planta.
A su vez, en dicho trabajo se relaciond el aumento en la actividad de las proteasas con la

movilizacién de la patatina por ser sucesos simultaneos en el tiempo. Los cambios en la
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actividad de las proteasas son coherentes con las variaciones en la cantidad de inhibidores de
proteasas. En el momento en el que la cantidad de los inhibidores de proteasas disminuye, la
actividad de las proteasas aumenta y la patatina se degrada. La disminucion de la cantidad
relativa de las isoformas de patatina podria producirse por la accién de las Cys proteasas
presentes en el tubérculo de la patata, asi como de otras Ser proteasas que degradan proteinas
de reserva (Shutov and Vaintraub 1987; Dunaevsky and Belozersky 1989; Kumar et al.
1999).

Otra explicacion posible de la disminucién de la abundancia de la patatina en
tubérculos que han formado una nueva planta podria ser el decaimiento de los niveles de
expresion génica de la patatina en la etapa de la brotacion del tubérculo. En este sentido,
Weeda et al. (2010) detectaron que la expresion génica de la patatina disminuy6 de manera
progresiva desde el inicio de la produccion de brotes visibles. Aun asi, en el inicio de la
brotacion del tubérculo se observd un nivel de expresion relativamente alto de los genes
codificadores de isoformas de patatina (Bachem et al. 2000; Ronning et al. 2003; Campbell et
al. 2008). Al continuar el proceso de la brotacion del tubérculo, la expresion de los genes
codificadores de patatina es practicamente no detectable hasta la produccién de lo que sera la
nueva planta (Weeda et al. 2010). De acuerdo con este hallazgo, Campbell et al. (2008)
determinaron que algunas isoformas de patatina disminuyen su expresion génica en tubérculos
que se han superado por completo la etapa de la dormancia produciendo el desarrollo de
brotes con un crecimiento notable. Una vez se inicia la produccion de las plantas jovenes a
partir de los brotes, se observd un incremento de la expresion génica de las isoformas de
patatina en el momento en que el crecimiento de la planta progresa y se maduran sus tejidos
(Weeda et al. 2010). En resumen, se puede inferir que la proteina patatina esta siendo
degradada a la vez que es sintetizada en la brotacion del tubérculo y la formacion de la nueva
planta, lo que explicaria por qué en nuestros resultados no se detect6 una degradacion clara y
notable de sus isoformas. En el caso de la principal SSP de la judia comun si que se
observaron isoformas degradadas en semillas germinadas (LOpez-Pedrouso et al. 2014a). La
sintesis y degradacion simultanea de las isoformas de patatina en el tubérculo podria permitir
que el suministro de nutrientes a la planta nueva que se esta formando no cese. De esta forma
se estaria movilizando la patatina hasta que se produzca la senescencia de los tejidos del

tubérculo.
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5.3. Fosforilacion de la patatina en el ciclo de vida del tubérculo
5.3.1. Estatus de fosforilacion de la patatina en tubérculos en estado de endodormancia

La deteccion de la presencia de isoformas de patatina fosforiladas en tubérculos en
estado de endodormancia podria explicarse por la presencia de proteinas quinasas que la
fosforilen. Este hecho no se ha demostrado en el caso de la patata, pero si en semillas de la
especie modelo Arabidopsis (Irar et al. 2006). Estos investigadores afirmaron que las SSPs de
Arabidopsis pueden ser fosforiladas por la proteina quinasa CK2, la cual estd presente en
todas las células eucariotas. También se comprob6 que la proteina quinasa CK2 esta
implicada en la fosforilacion de proteinas cuya expresion esta controlada por la fitohormona
ABA (Plana et al. 1991; Goday et al. 1994). El tratamiento de semillas de Arabidopsis con la
fitohormona ABA, que estimula la acumulacion de determinadas proteinas, induce un
incremento de la fosforilacion en residuos de Tyr de SSPs de tipo globulina (Ghelis et al.
2008). Estos investigadores obtuvieron estos resultados empleando la técnica de la 2-DE
combinada con el western blot para la deteccion de spots fosforilados, y la MALDI-TOF/TOF
MS para la identificacion de las proteinas. Extrapolando las investigaciones realizadas en
semilla seca a lo que podria estar sucediendo en el tubérculo de la patata, resulta curioso el
hecho de que la fitohormona ABA este presente en altas cantidades en la fase de la
endodormancia del tubérculo (Aksenova et al. 2013; Mani et al. 2014; Sonnewald and
Sonnewald 2014). Las rutas de transduccion de sefiales que regula la fitohormona ABA
podrian modular directa o indirectamente la fosforilacion de la patatina al mismo tiempo que

esta VSP se acumula en el proceso de la tuberizacion.

5.3.2. Cambios en el estatus de fosforilaciéon de la patatina en la liberacién de la

dormancia del tubérculo

El estatus de fosforilacion de la patatina aumenta en el momento en que se produce
una total liberacién de la dormancia del tubérculo, o lo que es lo mismo, en la etapa de la
brotacién. Analizando semillas de: el altramuz blanco, el arroz, la colza, el girasol, la judia
comln vy el trigo; se detectd un incremento del nivel de fosforilacion de las proteinas de
reserva durante el proceso de maduracién de la semilla alcanzandose sus niveles mas altos en
semillas germinadas (Agrawal and Thelen 2006; Capraro et al. 2011; Quiroga et al. 2013,
Han et al. 2014; Lopez-Pedrouso et al. 2014a; Dong et al. 2015). Por consiguiente, parece que
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el estatus de fosforilacion de las proteinas de reserva aumenta en la liberacion de la dormancia
de la semilla.

Aunque no se ha demostrado, la proteina quinasa SnRK1 podria estar implicada en el
mecanismo de fosforilacion de la patatina en la liberacion de la dormancia. En la revision de
Sonnewald and Sonnewald (2014) se explica lo que se conoce sobre la regulacion del proceso
de la brotacion del tubérculo, en el cual la proteina quinasa SnRK1 tiene un rol relevante.
Estos investigadores explican que en la dormancia del tubérculo los niveles de sacarosa en las
células del parénquima, que son las que aportan nutrientes para el desarrollo del brote, son
bajos. En el momento en que el nivel de sacarosa es escaso, la cantidad del disacarido
trehalosa-6P disminuye. Si los niveles de trehalosa-6P son bajos, se activa la ruta de
transduccion de sefiales que regula la quinasa SnRK1 con el resultado final de favorecer la
movilizacion de reservas (Debast et al. 2011). Esta movilizacion inducida por SnRK1 es
iniciada por la rotura del almiddn y por la activacion del catabolismo de la fitohormona ABA
(Debast et al. 2011; Sonnewald and Sonnewald 2014). En futuros estudios seria interesante
analizar si la regulacion de la salida de la dormancia del tubérculo inducida por parte de la
quinasa SnRK1, de forma coordinada con las rutas de transduccion de sefiales controladas por

la fitohormona ABA, tiene un efecto indirecto sobre la fosforilacion de la patatina.
5.3.3. Cambios en el estatus de fosforilacion de la patatina en la brotacion del tubérculo

Una vez se ha producido la liberacién de la dormancia del tubérculo, las isoformas de
patatina incrementan su estatus de fosforilacién alcanzando su valor maximo en la etapa de la
brotacion. En apoyo de nuestros resultados, Lopez-Pedrouso et al. (2014a) detectaron que
varias isoformas de la principal SSP de la judia comin aumentan su estatus de fosforilacion al
comparar semillas germinadas con semillas en estado de dormancia. Ademas, se ha detectado
la presencia de isoformas fosforiladas de proteinas de reserva presentes en semillas
germinadas de otras especies (Kovaleva et al. 2013; Quiroga et al. 2013; Han et al. 2014;
Dong et al. 2015). Centrandonos en lo que pasa en las etapas iniciales de la germinacion de la
semilla, Dong et al. (2015) determinaron que la fosforilacion de una isoforma de proteina de
reserva minoritaria de semillas de trigo se fosforila preferentemente en la primera fase de la
germinacion. Los restantes estudios analizaron qué sucede con la fosforilacion de las SSPs
una vez que las semillas han completado todas las fases de su germinacion, y seran discutidos

en el ultimo subapartado de la discusion.
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Por otra parte, la mayor PR de las isoformas de patatina en los tubérculos brotados
podria estar relacionada con la accion de una proteina quinasa dependiente de calcio,
StCDPK1, que es expresada en las células meristematicas localizadas bajo los ojos de los
tubérculos en el proceso de la brotacion (Santin et al. 2017). EIl promotor del gen StCDPK1
contiene un elemento regulador cis del factor embrionario de semillas de soja (SEF1) que se
asocia con la regulacion de la expresion de proteinas de reserva (Lessard et al. 1991; Santin et
al. 2017). SEF1 esta presente en el promotor de los genes que codifican para las isoformas de
proteina de reserva de tipo globulina, y actta favoreciendo la acumulacion diferencial de
SSPs en la morfogénesis de la semilla (Lessard et al. 1991). La presencia del elemento SEF1
en el promotor de la proteina quinasa StCDPK1 (Santin et al. 2017), podria ser indicativo de
una posible relacion entre la expresion de StCDPKL1 y la movilizaciéon de VSPs en el caso del
tubérculo de la patata. A su vez, resulta interesante el hecho de que la fitohormona GA
incremente su abundancia en tubérculos brotados, siendo su biosintesis modulada por
sensores de calcio en el proceso de la germinacion de las semillas de Arabidopsis (Li et al.
2013; Sonnewald and Sonnewald 2014). Mas concretamente, Li et al. (2013) detectaron que
semillas de Arabidopsis mutantes con pérdida de funcion en un sensor de calcio determinado,
presentan un patron de expresion génica alterado en genes que codifican proteinas que
intervienen en la ruta biosintética de la fitohormona GA. Estos investigadores también
descubrieron que este sensor de calcio interactia con una subunidad reguladora del complejo
gue conforma la proteina quinasa SnRK1. Como se explicd en el subapartado anterior, la
proteina quinasa SnRK1 tiene una funcion reguladora en el proceso de liberacion de la
dormancia e inicio del proceso de la brotacion del tubérculo. En futuras investigaciones seria
interesante estudiar la posible existencia de una relacion, directa o indirecta, entre la accion
mediada por calcio de las proteinas quinasas StCDPK1 y SnRK1 junto con la fitohormona

GA, que expligue cudl es el mecanismo de fosforilacion de la patatina.
5.3.4. Cambios en el estatus de fosforilacion de la patatina en el crecimiento de la planta

El progreso del proceso de la brotacion del tubérculo desencadena en la formacion de
una nueva planta, momento en el cual la patatina experimenta un descenso de su estatus de
fosforilacion en las isoformas de los polipéptidos no degradados. En consonancia con
nuestros resultados, la totalidad de las formas no degradadas de las isoformas de la principal
SSP de la judia comun disminuyen su PR en las semillas germinadas (LOpez-Pedrouso et al.

2014a). Estos investigadores detectaron que las isoformas de SSPs mas fosforiladas son las
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que se degradan en la transicion de semilla seca a semilla germinada, a diferencia de las
isoformas menos fosforiladas que no se movilizan, y por eso se produce un descenso de su
PR. A su vez, se detect6 una disminucion de la tasa de fosforilacion en residuos de Tyr de las
proteinas de reserva del pino en el proceso de la germinacion (Kovaleva et al. 2013). Mas
concretamente, se redujo su nivel de fosforilacion sobre residuos de Tyr a los 3 dias de haber
superado la primera fase de la germinacion de la semilla. Estos resultados los obtuvieron
empleando las técnicas de la 1-DE y el western blot realizado con anticuerpos que detectan la
presencia de fosforilaciones en residuos de Tyr. La desventaja de esta estrategia analitica
radica en su imposibilidad de afirmar que exista un cambio en el estatus de fosforilacion,
puesto que no se relativiza considerando los cambios que se producen en la abundancia de

proteina entre estadios.

Por otra parte, las proteinas de reserva de semillas de girasol y de arroz presentaron
una mayor tasa de fosforilacion en la etapa de la germinacion (Quiroga et al. 2013; Han et al.
2014). En el caso del girasol, se sefiald la posibilidad de que la fosforilacion tenga una
funcion en la movilizacion de las proteinas de reserva en la germinacion de la semilla
(Quiroga et al. 2013). Para ello, estos investigadores emplearon la técnica de la 1-DE
combinada con un inmunoblotting en el que utilizaron anticuerpos que reconocian la
presencia de fosforilaciones sobre residuos aminoacidicos de Ser. Sin embargo, esta
metodologia no permitié cuantificar en qué isoformas especificas se producen los cambios
tanto en el nivel de fosforilacion como en la abundancia relativa. Dicha determinacion si fue
posible en el estudio del nivel de fosforilacion de las proteinas de reserva de tipo globulina en
semillas de arroz utilizando la técnica 2-DE con la tincion Pro-Q DPS combinada con la
MALDI-TOF/TOF MS (Han et al. 2014). De esta forma se determiné que al menos la mitad
de las isoformas de proteinas de reserva incrementan su nivel de fosforilacién alcanzando su

valor mas alto una vez se ha completado la germinacién de la semilla.
5.4. Relacion entre el estatus de fosforilacion y la movilizacién de la patatina

Los resultados de este trabajo, junto con los estudios realizados hasta la fecha,
muestran que la fosforilacion parece tener una funcidn relevante en el proceso de
movilizacidn de las proteinas de reserva tanto en semilla seca como en semilla vegetativa. En
el caso de las etapas del ciclo bioldgico del tubérculo de patata que hemos analizado resulta

curiosa la relacion que se detecto entre los cambios en el estatus de fosforilacion de la patatina
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y las variaciones en su abundancia relativa. En el proceso de liberacién de la endodormancia
se ha detectado una acumulacién de patatina, en especial de sus isoformas mas fosforiladas
(Kuras PT3K1), a la vez que se incrementd su estatus de fosforilacion de manera gradual
alcanzando su valor maximo en la etapa de la brotacion. De forma general, parece que las
proteinas de reserva incrementan su nivel de fosforilacion en el proceso de maduracion de la
semilla y su consiguiente germinacion, lo que incluye a la fase de la liberacion de la
dormancia (Agrawal and Thelen 2006; Capraro et al. 2011; Quiroga et al. 2013; Han et al.
2014; Lopez-Pedrouso et al. 2014a; Dong et al. 2015). Este aumento en el estatus de
fosforilacion de las proteinas de reserva se produce simultdneamente con una acumulacion de
sus isoformas mas fosforiladas, que seran las que se degraden de forma preferencial en el

proceso de germinacién y desarrollo de una nueva planta.

A continuacion de la liberacion de la dormancia el tubérculo brotado continta su
desarrollo y termina generando una planta, en esta transicién se observé un descenso del
estatus de fosforilacion de la patatina concurrente con una disminucién de su abundancia
relativa. La disminucién de la PR es mas pronunciada en las isoformas de patatina mas
fosforiladas (Kuras PT3K1). De forma anéloga a lo observado en las SSPs de la judia comun
(LOopez-Pedrouso et al. 2014a), parece que las enzimas proteoliticas degradan de forma
preferencial a las isoformas de patatina mas fosforiladas. Una posible explicacion de por qué
sucede esto la hallamos en la observacion de que el nivel de fosforilacion/desfosforilacion
puede desestabilizar la estructura terciaria y cuaternaria de las proteinas de reserva facilitando
asi su rotura proteolitica (Wan et al. 2007). La patatina es un dimero de 88 kDa formado por
subunidades de aproximadamente 366 aminoacidos (17 Tyr), con cargas negativas y positivas
distribuidas en sus cadenas laterales, que estan estructurados en hélices a y hojas plegadas
(Pots et al. 1998; Ralet and Guéguen 2000; Rydel et al. 2003). Teniendo en cuenta esto,
establecemos la hipotesis de que un exceso de fosfatos con carga negativa en isoformas de
patatina altamente fosforiladas puede desestabilizar su estructura favoreciendo asi su
degradacidn proteolitica. Para comprobar la veracidad de esta hipétesis es necesario estudiar
en qué posiciones de la secuencia aminoacidica estan los sitios de fosforilacion, determinar su
estequiometria y establecer qué interacciones producen en la secuencia terciaria y cuaternaria

de la patatina.
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1. La optimizacién y obtencion de patrones de alta resolucion por medio de la técnica de
la electroforesis bidimensional (2-DE) y su combinacion con la espectrometria de
masas (MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF MS) es una excelente metodologia
protedmica para la identificacion y separacion de las isoformas de la principal proteina

de reserva del tubérculo de la patata (Solanum tuberosum L.), la patatina.

2. En tubérculos en estado de rotura de brote se corrobor6 que la glicosilacion es uno de
los principales factores que contribuyen a la heterogeneidad en la masa molecular
relativa (My) de la patatina. Hecho que se dedujo por medio de la utilizacién de un
protocolo de desglicosilacion enzimética con la enzima PNGasa F junto con la técnica
2-DE optimizada.

3. El estudio de tubérculos en estado de rotura de brote mediante la 2-DE optimizada
junto con protocolos de tincion de fosfoproteinas con Pro-Q DPS y tratamientos de
desfosforilacion quimica con écido fluorhidrico piridina (HF-P), propicid por primera
vez la identificacion de las isoformas de patatina como fosfoproteinas. A su vez, la
desfosforilacion quimica con HF-P resolvié la cuantificacion de la tasa de
fosforilacion (PR) de las isoformas de patatina, que son altamente fosforiladas y
muestran niveles de fosforilacion muy diferentes.

4. Por medio de esta metodologia protedmica también se identifico y cuantifico la
presencia de fosforilaciones en isoformas de patatina presentes en tubérculos en estado
de endodormancia, brotacion y crecimiento de la planta. La comparacion del estatus
de fosforilacién de la patatina en las cuatro etapas analizadas revel6 que la PR se
incrementa significativamente en la transicion de los tubérculos desde la etapa de
endodormancia hasta la de brotacion. Este hecho es concurrente con una acumulacién
de las isoformas de patatina de tipo Kuras en la salida de la endodormancia del
tubérculo. El estatus de fosforilacion de las isoformas de patatina de tipo Kuras es mas
elevado que el de las isoformas de patatina de tipo no-Kuras en el conjunto de las
etapas del tubérculo analizadas. Por consiguiente, se deduce que en la liberacion de la

endodormancia del tubérculo se acumulan las isoformas de patatina mas fosforiladas.
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5.

El estatus de fosforilacion de la patatina y su abundancia disminuyen
significativamente al compararse los tubérculos que han formado una nueva planta con
los tubérculos brotados. A su vez, la PR de las isoformas de patatina de tipo Kuras
decrece de forma significativa en tubérculos que han desarrollado una nueva planta.
Por lo que se deduce que la protedlisis de la patatina no se produce de forma aleatoria,
sino que las isoformas de tipo Kuras son degradadas de forma preferencial.

Los resultados del estudio permiten concluir por primera vez que la fosforilacion es un
factor relevante en la movilizacion de una proteina de reserva vegetativa (VSP), como
es el caso de la patatina. Los cambios en el estatus de fosforilacion se asocian con la
movilizacion de la patatina en la liberacion de la endodormancia del tubérculo, asi

como en el proceso de la brotacion.
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8. ANEXOS







LTT

Anexo |. Identificacién de las isoformas de patatina en los spots 2-DE de tubérculos de patata de la variedad cv. Kennebec en estado de rotura de brote empleando la
técnica MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF.

Spot No.?  Protein identity (abbrev.) Accession Mascot Score Match/Cov (%) ® Peptides identified
[M+H]+ Sequence

1 Patatin-3-Kuras 1 (PT3K1) PT3K1_SOLTU 191 7124 1,047.55 TNKPVIFTK
1,167.57 YLMQVLQEK
1,289.64 LAQEDPAFASIK
1,499.76 IFEPSGFHLVEPK
1,720.77 SVSEDNHETYEVALK
1,757.90 VHQALTEVAISSFDIK
1,825.87 QMLLLSLGTGTNSEFAK
2 Patatin-3-Kuras 1 (PT3K1) PT3K1_SOLTU 571 13/58 773.39 TPELDAK
1,047.60 TNKPVIFTK
1,167.60 YLMQVLQEK
1,289.67 LAQEDPAFASIK
1,448.72 DIIPFYFDHGPK
1,499.78 IFEPSGFHLVEPK
1,720.80 SVSEDNHETYEVALK
1,757.93 VHQALTEVAISSFDIK
1,825.91 QMLLLSLGTGTNSEFAK
1,864.87 WGILQWMSPLWEMR
3,121.43 SAASSYMNDYYLSTVFQALDSQNNYLR
3,137.41 SAASSYMNDYYLSTVFQALDSQNNYLR

SOX3ANY



811

Spot No.?  Protein identity (abbrev.) Accession Mascot Score Match/Cov (%) ® Peptides identified
[M+H]+ Sequence
3,475.54 VQENALTGTATTFDDASVANMILLVQVGENLLK
3,612.79 LADYFDVIGGTGTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
4 Patatin-3-Kuras 1 (PT3K1) PT3K1 SOLTU 158 5/16 1,167.63 YLMQVLQEK
1,289.70 LAQEDPAFASIK
1,448.76 DIIPFYFDHGPK
1,499.82 IFEPSGFHLVEPK
1,757.90 VHQALTEVAISSFDIK
5 Patatin-08 PATO08_SOLTU 106 3/8 876.42 DPAFASIR
Patatin-D2 PATD2_SOLTU 1,013.49 TYTAEETAK
Patatin-D3 PATD3_SOLTU 1,709.79 YLMQVLQENLGETR
6 Patatin-B1 PATB1_SOLTU 187 5/21 1,031.48 HSOQNNYLR
Patatin B2 PATB2_SOLTU 1,133.61 YLLQVLQEK
Patatin-2-Kuras 1 PT2K1_SOLTU 1,305.63 LAQEDPAFSSIK
Others - 1,757.88 VHQALTEVAISSFDIK
3,642.73 LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
7 Patatin-08 PATO08_SOLTU 200 11/40 876.43 DPAFASIR
Patatin-D2 PATD2_SOLTU 1,013.49 TYTAEETAK
Patatin-D3 PATD3_SOLTU 1,709.82 YLMQVLQENLGETR

SOX3ANY
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Spot No.?  Protein identity (abbrev.) Accession Mascot Score Match/Cov (%) ® Peptides identified
[M+H]+ Sequence
8 Patatin-04 PATO04_SOLTU 297 6/25 1,031.49 HSOQNNYLR
Patatin-06 PATO06_SOLTU 1,133.62 YLLQVLQEK
Patatin-2-Kuras 1 PT2K1_SOLTU 1,305.65 LAQEDPAFSSIK
Others - 1,757.91 VHQALTEVAISSFDIK
1,869.88 QMLLLSLGTGTNSEFDK
3,642.78 LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
9 Patatin-04 PATO04_SOLTU 324 7/28 759.37 SPELDAK
Patatin-06 PATO06_SOLTU 982.44 TYTAQEAAK
Patatin-2-Kuras 1 PT2K1 SOLTU 1,031.49 HSONNYLR
Others - 1,133.64 YLLQVLQEK
1,305.65 LAQEDPAFSSIK
10 Patatin-14 PAT14 SOLTU 199 5/11 759.37 SPELDAK
Patatin group M-1 PATM1_SOLTU 948.43 FAKLLSNR
Patatin group M-2 PATM2_SOLTU 982.44 TYTAQEAAK
Others - 1,031.49 HSOQNNYLR
1,047.56 TNKPVIFTK
1,133.61 YLLQVLQEK
1,305.64 LAQEDPAFSSIK
1,437.67 DSPETYEEALKR

SOX3ANY
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Spot No. 2  Protein identity (abbrev.) Accession

Mascot Score Match/Cov (%) P

Peptides identified

[M+H]+

Sequence

11 Patatin-06
Patatin group J-1
Patatin group M-1
Others

12 Patatin-06
Patatin group M-1
Patatin-2-Kuras 1

Others

PATO06_SOLTU
PATJ1_SOLTU
PATM1_SOLTU

PAT06_SOLTU
PATM1_SOLTU
PT2K1_SOLTU

337

298

9/32

8/30

922.36
1,031.49
1,047.58
1,167.58
1,305.65
1,757.92
1,853.89
1,856.02
1,869.88
3,306.61

759.37
1,031.49
1,047.57
1,133.64
1,305.65
1,757.91
1,869.88
3,642.79

MDNNADAR

HSQNNYLR

TNKPVIFTK
YLMQVLQEK
LAQEDPAFSSIK
VHQALTEVAISSFDIK
QMLLLSLGTGTNSEFDK
GIIPGTILEFLEGQLQK
QMLLLSLGTGTNSEFDK
WMLAIQQMTNAASSYMT
SPELDAK

HSQNNYLR

TNKPVIFTK

YLLQVLQEK
LAQEDPAFSSIK
VHQALTEVAISSFDIK
QMLLLSLGTGTNSEFDK
LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK

SOX3ANY
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Spot No. 2

Protein identity (abbrev.) Accession

[M+H]+

Mascot Score Match/Cov (%) ® Peptides identified

Sequence

13

14

Patatin-14

Patatin group M-1
Patatin group M-1

Others

Patatin-03

Patatin-05

Patatin-07
Others

PAT14_SOLTU 475 9/31
PATM1_SOLTU
PATM1_SOLTU

PAT03_SOLTU 267 9/31
PAT05_SOLTU
PATO07_SOLTU

759.36
1,031.49
1,047.58
1,133.64
1,305.64
1,437.67
1,757.91
1,804.93
1,869.87
3,642.78

759.37

982.46
1,031.49
1,047.58
1,133.64
1,305.64
1,757.88
1,869.87
3,642.78

SPELDAK

HSQNNYLR

TNKPVIFTK

YLLQVLQEK

LAQEDPAFSSIK

DSPETYEEALKR

VHQALTEVAISSFDIK

KLEEMVTVLSIDGGGIK

QMLLLSLGTGTNSEFDK
LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
SPELDAK

TYTAQEAAK

HSQNNYLR

TNKPVIFTK

YLLQVLQEK

LAQEDPAFSSIK

VHQALTEVAISSFDIK

QMLLLSLGTGTNSEFDK
LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK

SOX3ANY
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Spot No. 2  Protein identity (abbrev.) Accession

Mascot Score Match/Cov (%) P

Peptides identified

[M+H]+ Sequence
15 Patatin-04 PATO04_SOLTU 103 2/11 1,031.45 HSQNNYLR
Patatin-2-Kuras 1 PT2K1 SOLTU 3,642.67 LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
Patatin-2-Kuras 4 PT2K4_SOLTU
Others -
16 Patatin-04 PAT04_SOLTU 440 10/40 759.32 SPELDAK
Patatin-B2 PATB2_SOLTU 983.41 TYTAEEAAK
Patatin-2-Kuras 1 PT2K1_SOLTU 1,031.45 HSQNNYLR
Others - 1,047.55 TNKPVIFTK
1,133.59 YLLQVLQEK
1,305.59 LAQEDPAFSSIK
1,757.84 VHQALTEVAISSFDIK
1,869.81 QMLLLSLGTGTNSEFDK
3,579.31 VQENALNGTTTEMDDASEANMELLVQVGETLLK
3,642.63 LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
17 Patatin-03 PATO03_SOLTU 123 5/25 922.30 MDNNADAR
Patatin-05 PAT05 SOLTU 1,167.52 YLMQVLQEK
Patatin-07 PATO7_SOLTU 1,205.50 AEEDPAFASIR
Others - 1,757.81 VHQALTEVAISSFDIK
2,274.93 ADDASEANMELLVQVGENLLK

SOX3ANY
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Spot No. 2  Protein identity (abbrev.) Accession

Mascot Score Match/Cov (%) ® Peptides identified

[M+H]+ Sequence
18 Patatin-03 PAT03 SOLTU 259 9/31 759.32 SPELDAK
Patatin-05 PATO05 SOLTU 922.30 MDNNADAR
Patatin-07 PATO07 _SOLTU 1,047.53 TNKPVIFTK
Others - 1,167.52 YLMQVLQEK
1,205.50 AEEDPAFASIR
1,757.83 VHQALTEVAISSFDIK
1,835.84 QLLLLSLGTGTNSEFDK
2,274.97 ADDASEANMELLVQVGENLLK
19 Patatin-04 PAT04_SOLTU 129 3/9 1,031.46 HSQNNYLR
Patatin group J-1 PATJ1 SOLTU 1,305.61 LAQEDPAFSSIK
Patatin group M-1 PATM1_SOLTU 1,757.86 VHQALTEVAISSFDIK
Others -
20 Patatin-06 PAT06_SOLTU 550 10/41 759.33 SPELDAK
Patatin-15 PAT15_SOLTU 98242 TYTAEEAAK
Patatin-2-Kuras 1 PT2K1_SOLTU 1,031.45 HSQNNYLR
Others - 1,047.55 TNKPVIFTK
1,133.59 YLLQVLQEK
1,305.59 LAQEDPAFSSIK
1,757.85 VHQALTEVAISSFDIK
1,869.82 QMLLLSLGTGTNSEFDK
3,582.54 VQENALTGTTTEMDDAS
3,642.67 LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK

2 Gel position of assigned spots is shown in Figure 3. ® Matched peptides and percentage of the polypeptide sequence covered by matched peptides.

SOX3ANY
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Anexo 1. Valores promedio (+SE) de la tasa de fosforilacion (PR) de los spots 2-DE de patatina en perfiles de tubérculos de patata (cv. Kennebec) en estado de rotura de brote.

Volume without treatment HF-P

Volume with treatment HF-P

Spot no.2 pl R1 R2 R3 R4 R1 R2 R3 R4 Mean (+SE) PR
1 484 12,982 10,768 9,667 14,782 8,617 6,001 6,035 8,346 39.75 + 2,53
2 488 54,603 29,627 31,339 51,900 36,660 15,311 22,204 23,620 41.21 +6.07
3 4.90 5,090 8,111 6,355 6,691 3,291 4,114 3,572 3,760 43.05 + 2.88
4 4.93 8,828 16,644 13,963 18,883 14,427 11,241 16,016 14,396 28.11+4.35
5 4.96 19,475 18,671 19,653 22,697 11,947 9,651 11,470 13,005 42.83 +2.02
6 4.96 10,896 7,460 7,499 18,605 5,628 2,847 4,527 8,194 52.34 +4.10
7 5.02 68,889 35,244 35,098 59,392 37,805 22,215 25,196 32,236 39.01+4.11
8 5.02 55,292 28,361 31,520 49,663 36,264 18,362 22,698 44,159 27.19 +5.61
9 5.05 30,946 35,051 40,394 64,355 20,514 21,717 26,164 49,585 32.48 +3.30
10 5.12 289,167 157,253 185251 216,772 191,991 90,518 144,091 165,461 30.48 +4.72
11 5.12 104,620 197,295 223,046 239,980 82,356 129,998 189,584 167,684 25.13 +4.31
12 5.13 39,756 21,813 34,572 65,008 25,326 10,682 15,197 24,585 51.39 +5.52
13 5.14 165,844 91,260 85764 179,618 161,590 132,201 123,294 167,684 4.60 +2.04
14 5.16 7,541 8,959 14,856 20,990 6,266 3,676 7,533 10,038 44344937
15 5.20 101,458 148,517 113522 201,221 61,260 83,698 76,036 98,208 41.87 +3.80
16 5.20 69,188 121,543 78318 130,761 43,583 108,943 101,195 86,820 26.99 +8.37
17 5.23 17,093 21,994 28,224 35,043 11,085 14,442 19,330 20,034 35.96 + 2.42
18 5.25 23,685 28,077 33,483 47,056 18,445 16,858 21,382 28,975 34.16 + 4.09
19 5.29 N/A® N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A N/A
20 5.27 46,405 89,560 63,343 98,768 42,001 84,548 64,673 78,077 11.95 +4.63

2Gel position of assigned spots is shown in Figure 6. ® N/A= not available, weakly stained spot with a volume below the limit of detection.

SOX3ANY
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Anexo I11. Identificacion de las isoformas de patatina en los spots 2-DE de tubérculos de patata de la variedad cv. Kennebec en estado de endodormancia empleando la

técnica MALDI-TOF y MALDI-TOF/TOF. Fuente: Bernal et al. (2019).

Spot No.?  Protein identity (abbrev.) Accession Mascot Score  Match/Cov (%) ®  Peptides identified

[M+H]+

Sequence

2 Patatin-3-Kuras 1 (PT3K1)  PT3K1_SOLTU 571 13/58 773.39
1,047.60
1,167.60
1,289.67
1,448.72
1,499.78
1,720.80
1,757.93
1,825.91
1,864.87
3,137.41
3,475.54
3,612.79
5 Patatin-08 PAT08_SOLTU 106 3/8 876.42
Patatin-D2 PATD2_SOLTU 1,013.49
Patatin-D3 PATD3_SOLTU 1,709.79
6 _ - —

TPELDAK
TNKPVIFTK

YLMQVLQEK

LAQEDPAFASIK

DIIPFYFDHGPK

IFEPSGFHLVEPK

SVSEDNHETYEVALK

VHQALTEVAISSFDIK

QMLLLSLGTGTNSEFAK

WGILQWMSPLWEMR
SAASSYMNDYYLSTVFQALDSQNNYLR
VQENALTGTATTFDDASVANMILLVQVGENLLK
LADYFDVIGGTGTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK
DPAFASIR

TYTAEETAK

YLMQVLQENLGETR

SOX3NY
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Spot No.?  Protein identity (abbrev.) Accession Mascot Score  Match/Cov (%) ®  Peptides identified
[M+H]+ Sequence
7 Patatin-08 PATO08_SOLTU 200 11/40 759.36 SPELDAK
Patatin-D2 PATD2_SOLTU 876.43 DPAFASIR
Patatin-D3 PATD3_SOLTU 922.34 MDNNADAR
1,013.49 TYTAEETAK
1,047.58 TNKPVIFTK
1,308.60 DNPETYEEALK
1,709.82 YLMQVLQENLGETR
1,728.83 MLLLSLGTGTTSEFDK
1,757.91 VHQALTEVAISSFDIK
2,882.16 MTDAASSYMTDYYLSTVFQAQNSQK
3,569.59 VQENALTGTTTEMDDASEANMESLVQVGENLLK
8 Patatin-2-Kuras 1 (pt2k1) ~ PT2K1_SOLTU 299 6/25 1,031.49 HSQNNYLR
Patatin-B1 PATB1 _SOLTU 1,133.62 YLLQVLQEK
Patatin-04 PAT04_SOLTU 1,305.65 LAQEDPAFSSIK
Others - 1,757.91 VHQALTEVAISSFDIK

1,869.88
3,642.78

QMLLLSLGTGTNSEFDK
LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK

SOX3ANY
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Spot No. 2  Protein identity (abbrev.) Accession Mascot Score  Match/Cov (%) ® Peptides identified
[M+H]+ Sequence
9 Patatin-2-Kuras 1 (PT2K1) PT2K1_SOLTU 324 7/28 759.35 SPELDAK
Patatin-B1 PATB1_SOLTU 1,031.49 HSOQNNYLR
Patatin-04 PAT04_SOLTU 1,133.64 YLLQVLQEK
Others - 1,305.65 LAQEDPAFSSIK
1,757.90 VHQALTEVAISSFDIK
1,869.88 QMLLLSLGTGTNSEFDK
3,642.76 QMLLLSLGTGTNSEFDKAMITTPNENNRPFAAAK
10 Patatin-2-Kuras 1 (pt2k1) ~ PT2K1_SOLTU 135 10/28 758.38 SPELDAK
Patatin-04 PATO04_SOLTU 948.52 FAKLLSDR
Patatin-15 PAT15 SOLTU 1,030.49 HSQNNYLR
Others - 1,046.61 TNKPVIFTK
1,062.43 TYTAEEAAK
1,132.65 YLLQVLQEK
1,304.66 LAQEDPAFSSIK
1,436.68 DSPETYEEALKR
1,756.94 VHQALTEVAISSFDIK
1,868.92 QMLLLSLGTGTNSEFDK

SOX3NY
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Spot No.?  Protein identity (abbrev.)

Accession

Mascot Score

Match/Cov (%) °

Peptides identified

[M+H]+

Sequence

11 Patatin group J1
Patatin-04
Patatin-06
Others

12 Patatin-B2
Patatin-2-Kuras 1 (PT2K1)
Patatin-04
Others

PATJ1_SOLTU
PAT04_SOLTU
PATO06_SOLTU

PATB2_SOLTU
PT2K1_SOLTU
PAT04 SOLTU

337

127

9/32

10/19

922.36
1,031.49
1,047.58
1,167.58
1,305.65
1,757.92
1,853.90
1,856.02
3,306.61

704.28

706.28

758.38
1,030.49
1,046.61
1,062.43
1,132.65
1,304.66
1,360.54
1,436.68

MDNNADAR
HSQNNYLR

TNKPVIFTK

YLMQVLQEK

LAQEDPAFSSIK

VHQALTEVAISSFDIK
QMLLLSLGTGTNSEFDK
GIIPGTILEFLEGQLQK
WMLAIQQMTNAASSYMTDYYISTVFQAR
SLDYK

ANKASH

SPELDAK

HSQNNYLR

TNKPVIFTK

TYTAEEAAK

YLLQVLQEK

LAQEDPAFSSIK

DSPETYEEALK

DSPETYEEALKR

SOX3ANY
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Spot No.?  Protein identity (abbrev.) Accession Mascot Score  Match/Cov (%) ® Peptides identified
[M+H]+ Sequence
13 Patatin-2-Kuras 1 (PT2K1)  PT2K1 SOLTU 178 10/26 759.38 SPELDAK
Patatin-04 PATO04_SOLTU 1,030.49 HSOQNNYLR
Patatin-06 PATO06_SOLTU 1,046.61 TNKPVIFTK
Others - 1,062.43 TYTAEEAAK
1,132.65 YLLQVLQEK
1,304.66 LAQEDPAFSSIK
1,360.54 DSPETYEEALK
1,436.68 DSPETYEEALKR
1,756.94 VHQALTEVAISSFDIK
1,868.92 QMLLLSLGTGTNSEFDK
14 Patatin-03 PATO03_SOLTU 267 9/31 759.37 SPELDAK
Patatin-05 PATO05_SOLTU 982.46 TYTAQEAAK
Patatin-07 PATO7_SOLTU 1,031.49 HSOQNNYLR
Others - 1,047.58 TNKPVIFTK
1,133.64 YLLQVLQEK
1,305.64 LAQEDPAFSSIK

1,757.88
1,869.87
3,642.78

VHQALTEVAISSFDIK
QMLLLSLGTGTNSEFDK
LADYFDVIGGTSTGGLLTAMITTPNENNRPFAAAK

SOX3ANY
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Spot No.?  Protein identity (abbrev.)

Accession

Mascot Score

Match/Cov (%) °

Peptides identified

[M+H]+

Sequence

15 Patatin-2-Kuras 1 (PT2K1)
Patatin-04
Patatin-B2
Others

16 Patatin-B1
Patatin-06
Patatin-2-Kuras 1 (PT2K1)
Others

PT2K1_SOLTU
PAT04_SOLTU
PATB2_SOLTU

PATB1 SOLTU
PATO06_SOLTU
PT2K1_SOLTU

146

294

7117

12/27

758.38
1,030.49
1,046.61
1,062.55
1,132.65
1,304.66
1,436.68

758.38

947.56
1,030.49
1,046.61
1,062.43
1,126.58
1,132.65
1,280.58
1,304.66
1,436.68
1,756.94
1,868.92

SPELDAK
HSQNNYLR
TNKPVIFTK
TYTAEEAAK
YLLQVLQEK
LAQEDPAFSSIK
DSPETYEEALKR
SPELDAK

FAKLLSNR

HSQNNYLR
TNKPVIFTK
TYTAEEAAK
TNKPVIFTK
YLLQVLQEK
DSPETYEEALK
LAQEDPAFSSIK
DSPETYEEALKR
VHQALTEVAISSFDIK
QMLLLSLGTGTNSEFDK

SOX3ANY
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Spot No. 2

Protein identity (abbrev.)

Accession

Mascot Score

[M+H]+

Match/Cov (%) ® Peptides identified

Sequence

17

18

Patatin-13

Patatin-05

Patatin-03
Others

Patatin-03

Patatin-05

Patatin-07
Others

PAT13_SOLTU
PAT05_SOLTU
PAT03_SOLTU

PAT03_SOLTU
PAT05_SOLTU
PAT07_SOLTU

181

251

8/20

13/34

758.44
921.36
1,046.61
1,065.45
1,204.57
1,261.65
1,360.67
1,436.68
758.38
921.36
1,046.61
1,166.60
1,204.57
1,261.65
1,360.67
1,463.69
1,706.9
1,756.94
1,789.74
1,834.98
2,274.15

SPELDAK
MDNNADAR
TNKPVIFTK
THTAQETAK
AEEDPAFASIR
VQENALTGTTTK
RAEEDPAFASIR
DSPETYEEALKR
SPELDAK
MDNNADAR
TNKPVIFTK
YLMQVLQEK
AEEDPAFASIR
VQENALTGTTTK
RAEEDPAFASIR
DNPETYEEALKR
YLMQVLQEKLGETR
VHQALTEVAISSFDIK
YDGKYLMQVLQEK
QLLLLSLGTGTNSEFDK
ADDASEANMELLVQVGENLLK
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Spot No. 2  Protein identity (abbrev.) Accession

Mascot Score

Match/Cov (%) Peptides identified

[M+H]+

Sequence

19 - -
20 Patatin-B1 PATB1 _SOLTU
Patatin-06 PAT06_SOLTU
Patatin-2-Kuras 1 (PT2K1) PT2K1 SOLTU

Others -

215

10/27

758.38
947.56
1,030.49
1,046.61
1,062.43
1,132.65
1,304.66
1,436.68
1,756.94
1,868.92

SPELDAK
FAKLLSNR

HSQNNYLR
TNKPVIFTK
TYTAEEAAK
YLLQVLQEK
LAQEDPAFSSIK
DSPETYEEALKR
VHQALTEVAISSFDIK
QMLLLSLGTGTNSEFDK

2 Gel position of assigned spots is shown in Figure 8. ® Matched peptides and percentage of the polypeptide sequence covered by matched peptides.
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Anexo V. Valores promedio (+SE) del volumen de los spots de patatina obtenidos en tubérculos de patata (cv. Kennebec) en cada una de las siguientes etapas de su

ciclo de vida: endodormancia, rotura de brote, brotacion y crecimiento de la planta.

Volume

Spot No.2  plP Endodormancy Bud Break Sprouting Plant Growth Mean (£SE)
1 4.84 N/A 12,050 + 1,142 15,723 + 1,026 14,181 + 1,548 13,985 + 1,065
2 488 10,732+ 3,108 41,867 * 6,605 52,352 + 4,589 43,124 £ 9,139 37,019 £ 9,069
3 4.90 N/A 6,562 + 621 N/A N/A 6,562
4 4.93 N/A 14,580 + 2,165 16,359 + 3,352 12,041 + 1,532 14,327 + 1,253
5 496 16,567 + 2,399 20,124 + 884 47,632 £ 4,740 28,141 + 4,706 28,117 + 6,941
6 496  4,367+1,078 11,115 + 2,623 23,960 + 2,472 15,874 + 1,290 13,829 + 4,120
7 5.02 25,718 +1,864 49,656 + 8,585 57,000 + 5,878 44,531 + 4,391 44,226 + 6,679
8 5.02 29,058 + 3,399 41,209 £ 6,638 84,447 + 27,174 74,025 + 7,132 57,185 + 13,144
9 505 38,651 +3,841 42,687 £ 7,477 81,641 £ 12,434 48,856 + 8,811 52,959 + 9,788
10 512 127,074+ 12,545 212,111 + 28,417 194,709 + 20,987 203,463 + 21,496 184,339 + 19,416
11 5.12 184,421 +10,173 191,235 + 30,176 212,584 + 14,805 149,824 + 18,564 184,516 + 13,027
12 513 29,886 + 1,647 40,287 + 9,062 53,083 £ 9,119 57,128 + 8,961 45,096 + 6,212
13 514 56,120 + 8,600 130,622 + 24,500 71,544 + 11,279 73,049 + 8,274 82,834 + 16,382
14 516 15,477 +2,289 13,087 + 3,074 45,092 + 5,892 30,191 + 6,300 25,962 + 7,414
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Volume

Spot No.2  plI°®  Endodormancy Bud Break Sprouting Plant Growth Mean (£SE)
15 5.20 88,487 + 3,452 141,180 + 22,364 98,921 + 8,566 67,200 + 10,762 98,947 + 15,548
16 520 76,364 +12,313 99,953 + 15,356 146,326 + 22,966 90,283 + 8,177 103,231 + 15,159
17 5.23 22,560 + 3,018 25,589 + 3,888 32,293 + 4,031 29,025 + 6,539 27,367 + 2,107
18 525 47,433 +5,222 33,075 + 5,073 45,834 + 5,890 47,751 + 6,288 43,523 + 3,508
19 529 6,778 +£1,033 19,938 + 4,147 N/A N/A 13,858 + 6,580
20 527 17,078 £1,023 74,519 + 12,005 108,063 + 11,664 72,308 + 8,002 67,992 + 18,840

Mean (+SE) 46,869 + 11,705 61,072 + 13,776 77,087 £ 13,440

61,167 £ 11,452

2 Gel position of assigned spots is shown in Figure 8.
® Experimental pl value.

N/A = not accessible, spot signal of volume under the limit of detection.
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