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RESUMEN

Los microfilamentos constituyen una parte esencial de la
célula vegetal. Se les ha encontrado asociados con una gran

variedad de procesos celulares.

polen. Los anticuerpos generados contra la proteina purificada

presentan una alte especificidad y se pudieron utrilizar para
inmunocuantificaerla en diversos tejidos e inmunolocalizaria. La

clonaciébn d=)l CcDNR esté en curso y Se espera gue en el futuro se

'g

ueda tener unz idea més amplia del pepel
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proteina en los sistemas vegetales.
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INTRODUCCION

GENERALIDADES DEL CITOESQUELETO

diferenciacidn v en procesos de transformacidn celuler. EI

a) Los microtibulos (MTs) estén compuestos de Cos isociormas de

tubulina. Esta es utna proteina globular con

50 KDa en todos los sistemas gue se na estudiado. Contiene un GTP

vnido con zlta afinidad, forma estructuras fibrilares cilindrices




accesorias, conocidas como MAPs (Microtuble Asociated Proteins)
(Gelfand y Bershadsky, 18%1). Los MTs conforman la estructura

bésica de lecs undulipodiocs (cilies y flagelos eucarictes)

0

(Bermudes, et al., 1¢87; Grain, 1986; Lynn, 1981), &si como el huso

mitdtico (Gelfand, 19%91) v Jjuegan un papel importante en el

transporte axonal y de vesiculas (Gelfand, 1881).

Los MTs se crgenizan cegnaralmsnte €n "centros corcganizadores ds

microtibu

b) EI segundo grupo de elementes del cictoesguelto scon los

nm. ESTasS e€STLYructuras se encuentran en un eguilibrio dindmico

amado de "neria" (treadmilling), en donde los mondmereos de actina
gue se discciazn en un smiremo del Zilamsnto (extrems “-") =2
asocian &l Cctro extremo {extremo "+"). LCS MFs interaccionan ccn

una enorme variedad de proteinas asociadas (&BPs) (Actin Binding

Froteins), gue son las gue regulan todos los procesos en los gue

intervienen sstas ssctructuras. Las méds estudiadas de las proteinzs




cadena pesada de la miosina II, y contiene el sitio de unidn a
actina sensible a &TP. El resto de la molécula tiene funciones
variadas en las diferentes moléculas, algunas funciones son: unidn

a actina no sensible a ATP, unién a membrznas y unidn a
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calmodulina. Las miosinas II tienen una subunidad catal

de lea traduccidén (Moon et
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Shariff v Luna, 19922), asi como el moviniento v co

fagocitosis, endocitesis v exocitosis (Young et a&l., 1882) lo gue

los coleoca en una posicidn crucial dentro de la célula.

tipos: 1) keratinas é&cideas, 2) wvimentinas v desminas, 3)



neurofilamentos y 4) laminas (2lberts et al., 1989), poseen
regiones con alta similitud, asi como zonas altamente variables.
Conforman filamentos con un espesor de 10 nm y son los componentes
principales del la matriz nuclear, las ufias de los vertebradcs y el
pelo de los mamiferos. Rl parecer las proteinas citoplasmidticas

evolucionaron & partir de los genes de las laminas (Doring, 1990)

Y &n general =& encuentran expresaedads en tipcs celulares

MICROFILAMENTOS VEGETALES

Componentes proteicos del citoesqueleto de actina.

Los ¢enes de actina gque se han secuenciado en plantes
codifican rpara proteinas con una glta homologia con las actinas de
otros sistemas. Una sola especie vegetal posee familias de genes de
actina més diversas entre si gue las existentes en una scla especie
animal v la diversidad existente en una sola planta es comparable
con la

legs muy divergentes (Mezchser,

-

1991). Por ello se piensa gue las plentas deben tenener isoformas

o



de actina especializadas para funciones especificas y/o la
expresidn tejido especifica (McLean et al., 1550, Perez et al., en
prensa). También parece que existen proteinas relacionadas con
actina que tienen afinidad por DNZsa I y Que comparten algunos

epitopes con actina (McCurdy y Williamson, 1687; Williamson et al.,

1987)
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andlisis fragmentos pro

(Drukbin, 1%3%0) tienen proteines ascciadzs &
extensidén de los filamentos, forman haces, cortan filamentes o les

brinden sensibilidad a Ca2+. Este tipo de proteinas no se han

las plilantes.

No se han clonado genes vegetales ce miosina vy el estudio



bioguimico de sus productos, asi como su inmunolocalizacidn ha sido

]

dificil. Sin embargo, se ha logrado purificar wvarias micsina
vegetales (Kato y Teonomura, 1977; Chsuka v Inoue, 1879%; Vaney et
al., 1982; Turkina, 1987, Ma y Yen, 1389) y deos anticuerpos

animales han demostrado cruzar con polipéptidos vegetales en

inmunoblots (Parke et al., 1986; Grolig et al., 1¢88; Tang et al.,

otrces sistemas endonde las miosinas I son favorecidas para mover

CDPX

o]
&



purificada de cultivos en suspensién de células de soya {(Harmon et
al., 1887; Putman-Evans et al., 1880). Esta cinasa es la uinica
proteina asociada a actina, ademds de micsina, gue ha sido
caracterizada en plantas. CDPK codistribuve con actina 7 en las

raices de Allium y los tubos polinicos de Tradescantia, pero los

estudios de afinidad in vitro muestran gue no se une ni a la actina

Localizacidén ¥y funcidn de la actina y las proteinas asociadas.

Algas

Lezs alges chareceenas hen influido profundamente en lag idees
de la funcién v regulacidn de la actomiosinag <e las célules
vegetales. Las células internodales de estas algas muestran un
vigoroso flujo citoplésmico (Kuroda, 1%50). Los filamentos de

actina haces durente la interfase entre el

cortical estacionario, todces

ndoplasmética en la direccidn e

>
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al., 1976). Las miosinas estédn localizadas en 1los organelos
endoplasmdticos (Grolig et zl., 1988) lo gue apoya la hipdtesis de
que los organelos muestran movimientos dependientes cdel ATP a lo
largo de los haces de actina. La regulacidn de la interaccidn de la
actomiosina podria ser controlada por CDPX, vya gque existe un

homdélogo characezno localizado en el reticulo y organelos, asi como

(¢}

a2 lo lerco <=z lcs hacss de actina (Grolig et al., 19g8&).

Célulzs diferenciadas

2ctina

Los microfilamentos individuales se agregan en grandes haces,

diferenciados en las plantas vasculares. Estos haces se observaron

vigorecso fiujo citcpiésmico, como el tejido vascular ce la raiz o
las capas epidermales de las hojas o los colebptilos, el

citoesqueleto de &actina consiste de grandes haces subcorticales




redes tridimensionales de actina pero sin una corientacidn
preferencial,

La funcidn dominante de los grandes haces subcorticales de
actina en las células elongadas, es producir el flujo citoplésmico

o de organelcs. ZIZxiste evidencia directa de gue los haces gue

contienen actina F generan un movimiento unidireccional gque solo se

observa en laz mayveriz des las células, 1o es muy tien entendidza. La
actina periférica podrie generar el movimiento individual de

1885}, DEYC

18%0). Otro proceso con el gue se ha vinculado a la acting es en la

Q,
e
;]
[ad
[a
.
og
[od
0
-
ot
0
Q
[

ién pclar de organelos, especialmente en 21 movimien

los estatolitocs (Buchen, et &l., 18%3), v el anclajes de los



son un valioso material para estudiar la organizacidn y funcidn de
la actina. Los tubos polinicos preparados por fijacidén quimica
muestran gruesos y ondulantes haces de actina con una organizacidn
axial, prominentes en las regiones subapicales perc también se
extienden a lo largo del tubo (Heslop-Harrison v Heslop-Harrison,
1992). Los métodos alternativos para la preparacidn del tejido nhan

revelado un

Los elementos tubulares del RE y las vacuolas se encuentran ligados

F en los tubos

polinicos (Putman-Evans, et al., 168¢). 2 difersncia de la miosina,
CDPX no muestra distribuciones puntuales indicativas de una unidn

"t an




Células vegetales en divisién

Actina
Me concentraré en la organizacidén del sistema de MFs de dos

tipos celulares en divisidn que muestran caracteristicas diferentes

de arguitectura: las células, altamente vacuoladas, de cultiveos en

£n contraste, en el casoc de las células meristendticas




Gunning, 15%0). En el trigo este desmantelamiento es precedido por
una completa reorganizacidn del citcesgueleto cortical de zctina en
formaciones paralelas, ctransverszles al eje de la célula, de
filamentos corticales (McCurdy et al, 19288; McCurdy y Gunning,

1990). Una vez gue estas formaciocnes se descrganizan, normalmente

antes de la metafase, las células completan la mitosis sin MFs

1287;

tienen una polaridad neta consistente con el transporte

unidireccicnz) de vesiculas hacia lz placa ée divisidn (Xekimoto v

participe en generaxr la Zuerca gue separa & 1¢s cromesomas (Baskin

La evidencia arriba comentada sugiere diferentes funciones de

lz actina durante la mitcsis. EZn las células wvacuoladas, por




[

contraste, la migracidn nuclear v la formacidn del fracmosoma no se
observan en las células de la punta de la raiz, asi gue lcs
filamentcs de actina no se requeririan en este casc. Los filamentos
de actina en varias células vegetales son sensibles a los fijadores

quimicos (McCurdy y Gunning, 19890), por lo gue el progreso en el

conocimiento de su organizacidn durante la mitecsis sélo puede ser

electrdnica o la inmunofluorescencia, para los tejidos vegetales.

Proteinas asociadas

vegetales durante la divisidén. La inmunoilucrescencia de ambas

Células vivas

Les MTs v los M¥s se hen cbsexrvado en las células vegetales



vivas y su dinamismo se ha registrado durante la divisidn, el
crecimiento y el desarrollo. Al examinar las células vivas de los

pelos de leos estambres de Tradescantia, que fueron inyectadas con

H

aloidina fluorescente, para marcar los VMFs, se revelaron nuevos
aspectos de la preparacidn del sitio para la divisidn y la dinédmica
del citoesgueleto fregmopléstico. Durante la profasse los

n en todo el cortex celul

citocinesis los microfilamentos surgen dentro del fragmoplasto,

eventuelmente se desensamblan cuando la place celular se ha

terminado (

Transduccién de sefiales

Zn las células eucariotas, las enzimas fosfatidilinositol




se habia considerado que estas cinasas estaban exclusivemente

asociadas a la membrana, con la mayoria de la actividad en la

indicen gue &l menos una forma de PI, PIP ¥y DaG cinasa se asoccia

preferencialmente con los £filamentos de actina y/o proteinas




Relacién con la nodulacidén

Se ha sugerido gue durante el crecimiento hacia el interior de
los hilos de infeccidn que produce Rhizobium, la planta debe de

utilizar los procesos normales de crecimiento y &ivisién cesluler.

Al iniciarse el hilo de infeccidn, los procesos normales del

crecimiento apical de lcs pelecs rediculares no infectadecs mostrd
conecciones citoesguelétices entre el nicleo y la punta del pelo

radiculax en

embargo, no €s claro como esta respuesta citocldégica puede estar
asociada a lcs eventcs de sefalizzcidn de la superficie celular
(Brewin, N.J.

Mientras que el hilo de infeccidn invade a la célula en la
capa méds externa del cortex, su curso por las subsiguientes capas
celulares se encuentra praceterminado en el tejido como una

sucesidn




inmediatas arriba y abajo en las capas celulares del cortex. Estas
tiras delinean el curso del crecimiento del hilo de infeccidn. Se
han observado patrones fragmosdmicos transcelulares similares en
Tradescantia en donde los MFs de actina juegan un papel importante

en el acomodo cdel fragmosoma, el aparato transvacuolar gue anticipa

al plano de divisgidn, y en la formacidn de un sistema supracelular

futuro plano ce divisidn. Por Gltimo los filamentos de actina se




Los filamnetos de actina estén entonces participando en 1los
estadios claves de la migracidn nuclear v en el alineamiento del
plano de divisiédn (Goodbody, X.C. Lloyd, C.W. 1980).

Existen algunas similitudes interesantes entre la orientacidn

en la formacidn de la placa de divisidn del tejido dzfiado vy la

orientacidn y el crecimiento de los hilcs de infeccidn en la

hace come una estructura cilindrica que s

su composicidn es muy similer, v ambas

vesiculas derivedas del egarzto ée Go

celular madre para establecer



infeccidén puede ser reiniciado en la superficie de la célula
adjunta. Estas analogias hacen tentador sugerir que los hilos de
infeccién crecen de una célule a la siguiente "asaltando" las
estructuras citéesquelécicas~que son creadas para responder al

estimulo que produce el dafio. (Brewin, N.J. 1991).



PROFILINA

La profilina es una proteina gQue se encuentra ampliamente
distribuida en las células eucariotas y se une a los mondémeros de
actina secuestréndolos reversiblemente en un complejo de alta

polimerizecidn cde le actina. Tste ccmpledo

[t

profilina (Carisson, L. et al. 1877). Zn este trabajo S€ DPropuso

microfilamentcs.

Distribucién

La proiilina no estaba restringida &l bazo, se encontrd en una

gran variedad de tejidos y lineas celulares cultivadas (Carlsson,




la actina en las células eucariotas (Reichstein, E. et al 1670) €Ce
descubrié la presencia de profilina en el esperma dJde Thvone

(Tilney, L.G. et &al. 1983). Los anticuerpos de conejo generados

§

de 11,700 Da de Fhysarum pero con ninguna proteina de Dyctyosteli

o Naegleria (Tseng, P?.C.H. et =&l 18%8%). También se purificd

(Magdolen et &l, 1%658). Se clonaron y secuenciaciaron dcs genes de
profilina en Physarum polyvcephalum (Binette et &al. 1980). En
plantas, empleandc la fraccidn IgT del suero de un individuo

Betula verrucosa un cDKR2 con homologia la profilina (Valanta st
al, 15%1).

actina en los extractos de bazo, ademds, la profilina de bazo se




1977). En el trabajo inicial con la profilina de Acanthamoeba se

mostrd gue regulaba la polimerizacidn inhibiendo la nucleacidn. En
sistemas reconstruides, inhibie la wvelocicdad iniciszl de

polimerizacidn (fase lag) pero no la cantidad final de la actina

polimerizada. La inhibicidn podiaz ser revertida agregando nicleos

de actina T sonicados (Reichstein, E. et al 1927%). Se considerd

T
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rapidamente se ensamblaban en estos filamentos. El ensamblaje sdlo
se da en una parte cdel haz, la punta preferida de adicidn (extremo
"+"). Se demostrd la presencia e un encapuchader (caper), ya que
la actina exdégena se ensamblaba en ambos extremos. Cuando la

profilina se agregabea a los haces de Limulus, la adicidn éde actina

W

1 lado no preferido de crecimiento (extremo "-") se veia inhibida.

no puede participer en la nucleacidn O sumarse &l extremo "-

ciciones hechas directamente ccn

eleccrdnico se ha cbservado gue las altas concentracionss de la
profilina de Acanthamoeba inhiben la velocidad de elongacidn de los
filamentos de actina muscular en 50 mM KCl, pero el efecto es
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con mds fuerza que la elongacién, bajo condiciones fisioldgicas
(Tseng, P.C.H. et al 1984).

2 concentracicnes similares las dos profilinas de Acanthamoeba
prolongan la fase lenta {(lag) de la polimerizacidén de actina, e

inhiben la elongacidén débilmente en el extremo "+" con fuerza en

'

el extremo "-" del filamento (Xaiser, D.A. et al.1986).

mil veces la velocided de disociacidn del 2TP vy taempién incrementa
la velocidad &= disociacidn del Ca™ . La simulacidn cindtice moscrd

que la profil
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observados in vitro son mejor explicados por un envenenamiento
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Afinidad por actina

Estudiando el azumento en el intercabio del ATP unido a la

actina al agregar profilina, se demostrd cue la profilina v la

actina forman un complejo 1:1 con una K& = 47 puM y gue la unién de

con la azctina es répida vy reversikle. E1 complejo

de 60-80 p¥, sin relacidn con las con

La concentracidn critica ([C]) para la polimerizecidn de actina ¥y

presencia de grofiline

[C] para el ensamblaje de cada uno de

complejo proifilactina = 10 uM

profilina se puede unir cante a mondmerocs

S ouM -

M




de actina y otra para la unida & actina en el extremo "+" del
filamento. La afinidad por el extremo es 10 veces menor a la del

erencia en coenformacidn de

mondmero, presumiblemente debido a la di
las dos formas de actina o a impedimentes estéricos al extremo del

filamento (Pollard, T.D. Cooper, J.A.1884).

La profilina aislada cdel cerebro incrementa la velocidad de

macrdéiagos éel conejo

por actina no camoid

acumentina, une proteine
mondmeros de actina e€n
concentracicnes ds esta

en la concentracidn
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MgCl?, la Kd para la formacidén del complejo 1:1 entre la profilina
de Acantkamoeba y la actina de zZcanthamoeba es de 5 UM. Cuando la
actina es modificada por la adicidn de un gupo pirenilo en la
cisteina 374, la Kd incrementa a aproximadamente 40 uM pero la [C)
(0.16 uM) no cambia. La afinidad mucho mis bajia de la profilina por

la actina modificada explica 1

[\

[

s andmalas curvas de [C] obtenidas

iones en presencia v ausenciz de

profilina dieron resultados similares pera la K& (3-10 uM). Estes

P I Sy, e 2 fmmvmemmebm A2 a1 mecaemebz 2o Ta om e dgm
se determinaron por €l incremento e la (C] aparente de la actina

dimeros entrecruzados covalentemente. En laz misma solucidn

tanto para la actina no modificeda (1-2 uM), ccmo para la 100%
pirenilada (4.% i) (Lel, A.2. Xorn, E.D.1885).

El complejo formado entre profilina y &actina de bazo de

mds fuerte (K4 < 9.1 pM en 50 m XC1, y K& = 0.4 uM en

) Que el formado con la actina de misculo (Xd




evidencia de un sitio de unidén de alta afinidad a cationes
divalentes en actina, gue parece recular la interaccidén con la
profilina (Larsson, H. and Lindberg, U.1287}.

Tres diferentes métodos para determinar la constante de
disociacidn entre la actina v la profilina de plaguetas mostraron

Qque es entre 1 vy 5 uM, este valor es similar con lz actina de

misculo (Goldschmidt- Clermont et &l.

S2ib) .

w

es completamente inactivo. La

bazo de ternera Zormz comzleles



diferencia en la afinidad por PIP, es paralela a la habilidad de
estas profilinas en inhibir 1la hidrdlisis de PIP, por la

fosfolipasa C (PLC) scluble. La interaccidén de las preiilinas ceon

PIP2 es especifica con respecto de los lipidos y de las proteinas.

En  Acanthamoeba las dos isoformas deben tener funcicnes

complsjo ds nreoiilina con PIP, es ds 1
bicepas. La preiilina compite eficientemente con la fosiolipesa C

citecsdlice

bioguimica para estos eventcs ha sido incierte ©porgue lés




factor de crecimiento, su receptor con actividad de tirosina
cinasa, y la fcsfolipasa C-gema 1 soluble, sino también a la
profilina. Esta se une al substrato fosfatidilinositol
4,5-bisfosfato (PIP,) e inhibe su hidrdlisis por la £ sfolipaéa

C-gama 1 no fosforilada. La fosforilacidn ce la fosi

o
la tirosina cinasa del receptor anula el efecto inhibitorio de la

La profilina Ifue purificada a homogenidad de extractos de
Acanthamoeba cascellanii con un rendimiento del 30-45%, la proteina
de amoeba era parecida pero no idéntica a la profilina aislada por

ctro método del -
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X4 cecn un pl dce

o

concluyd gue er
relacidén molar con actina, incapacidad para unirse a DERE y sus

efectes en el ensamblaje de actina (Tilney, L.G. et al 1883)
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purifican también por afinided con Poli-L-Prolina otras des
proteinas (PBP-1,PBP-2) de embriones de pollo. PBP-1 compuesta por
dos proteinas con un P de 15 y 42 Kba, siendo PBP-2 el producto de
15:-Kba. Se confirmd gue la proteina de 42 XDa es actina por su

composicidn de aminodcides, inmunoguimica vy por polimerizacidn,

o
L

I. La composicidn de

ademés el complejo PBP-1 inhibe a la DNas

()

"

ternera como <& placsnte humanag. Las proteinags se pusden eluir

criscalizar (Lindberg et &l. 19288). Se é&plicd la poliprclina-
Sefarosa de
Acanthamoek. I M

urea y eluvendce la proteina con 6-8 M urea. EZ1 randimiento ss del




actina y a poliprolina, la formacidén de cristales, el espectro
idéntico en NMR ¥y la inhibicién de la polimerizacidn de la actina.
Tanto miosina II como C-actininz se atrapan en la matriz de
poliprolina-~-Sefarocsa, vero esta interaccidén es debida a

interacciones de la actina con la Sefarcosa (Kaiser et al. 1589).
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levadura

La purificac
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rropiedades fisicoguimicas, inmunocldgicas y estructurales
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La profil

Le}

una proteina menomérice d2 12-14 XDz, mé&s peguefia gue la profilina

de mamiferos. Tiens

desnaturalizantes,

y contiene proporcionalmente més
leucinas vy lisinas de lo qgue se nabia reportado para las profilinas

de mamifercs (Reichstein, E. et al. 1972). Una caracterizacidn més




Acanthamoeba reaccionaron solamente con un polipéptido de 11,700
entre las proteinas de la amoeba separadas por electroforesis.
Durante la crometografia en DERE de los extractos solubles de

Acanthamoeba la profilina se separd en dos fracciones, una gue no

icada de ambas

-
H

se une y otra fuertemente unida. La profilina pur

fracciones £fue idéntica por todos leos criterios probados. La

terminalil nidrofdbico y un COOH con residuos bpésicos. La regidn més

conservada es la amino terminal gue entonces se considerd la

posible regidn (zmpe et &l. 18835).

ce cuerdo & Xgrn

o

consiste en des iscformas (profilina I v II) con €l mismo peso

molecular v reactividad

puntos isoceléctricos,
carboximetil ~agarcsa v

isoeléctricos de la




posicidn 103, pero difiere en al menos 21 pesiciones, concentradas
principalmente en el centro de la proteina. Contiene dos residuos
bésicos més que profilina I, lo gue le da un pI meyor (impe et &l,

1988).

La profilina de Acanthamoeba fue entrecruzada con actina via

una unidén cero isopeptidica usando carbodimida. =1 complejo unido

comenzanao con Trp-356. ELI conjugado fue digerido con tripsina y el

péptido entrecruzado identificado por comparacidn con un patrdn




de ternera puede fraccionarse con hidroxilapatita en dos picos. Uno
con gama &actina, el otro con beta eactina, existiendo una
equimolaridad de ambas preoteinas. Las iscformas de profilina (I

intacta, II sin el glutédmico y la tirosine carboxiterminales) se

distribuyen diferente en los dos picos (PI-2 gama y PI+PII-2A beta).

PI tiene pI de 2.08 y PII son dos isoformas de 2.12 y 2.18 (Segura

proteina cinasa C (PKC) purificada de la placenta humena, con una

o
13 veces en la V con un efecto de lz mitad del méximo en 40

Yma

estimulante. Z=n

la histona tipo



monomérico®, compuesta por cintas de actina mantenidas en su sitio
por columnas de molécules de prefilina, acufiadas entre subunidades
de actina vecinas y corriendo perpendiculares & las cintas. La
comparacidén de lcs datos cbtenidos con micreoscopia electrénica,

difraccién de rayos X, espectroscopia, v bioguimica de la molécula

acti ugieren gue una simple transformacidn relacion la
de actina s o4 ple ¢ cio el ona a leas

tiene wuna =alta afinidad por poli-L-prolina. Los IgE de los

al. 1891).

Localizacidén vy concentracidn celular




se calculd que el 2% de la proteina de la amoeba es profilina y gue
la concentracidén de profilina es de 100 pmol/litro de células
(Tseng, et al. 1984).

La inmunolocalizacidén ultrazestructural de la profilina en
leucocitos humanos y plaguetas demostrd gque en ambos tipos

celulares una fraccidn se encuentra
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Se ha documentado el surgimiento reversible de compleios de

alta afinidad de profilactina en extractos de plaguetas al
activarse. Se utilizdé poliprolina-Sefarcsa para extraer la

profilina, v se determind 1

las plaguetas en descanso no contienen complejcs

pero la estimuliacidén con

complejos se correleciona temporalmente con la acumulacidn de
actina en el citcesqgueleto insoluble al detergente triten X-100
(Lind et al., 1287).

La interaccidn especifica




actina para la fcocrmacidn de estos microfilamentos. Una parte de la
naturaleza regulateria de este mecanismo es cue el
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfiato se puede unir a la profilina,
disociando el complejo profilactina y liberando a la actina para su

polimerizacidn. Esto sugiere que el ciclo del fosftidilinositol

(PI), gque 3jueca un impeortante papel en la regulacidn celular,

como con AD
caso de la trombinz) la induccidn ds la polimerizacidn e actina

puede bloguearse con aspirina. La introduccidn de Ca> en las

Después de lz activacidn <e las plaguetas, le asociacidn cde

profilina con la membrana incrementa reversiblemente. Siendo esta




estimuleo la profilactina celular estd a su mdxima concentracidn.
Después del estimulo se disocia el complejo, liberéndose lcs

mondémeros d&e actin en 10 seg, llegando la concentracidn de

v

profilactina a un minimo en 40 s y Se mantiene constante mientras
la célula se encuentre expuesta al quimiocatractor (mds de 30 min).

Si se suspende el estimulo el complejo se reasocia en 20 seg. =1

cies:

estimular su ensamblaie durente la exposicidn &l guimicatractor, la

concentracidn de profilina en los leucocitcs PMN es

polimerizar.
profilina

estado de

asi como una Gramitica reduccidén de la actina vy la O-zctininz en
las




lam2lipodial, o en los anillos contréctiles de divisidn, incluso la
citocinesis se mantuvo ncrmal. En contraste con la profilina pura,
la microinyeccidén de complejos de profilactina de alta afinidad
indujeron un incremento en la actina ¥ celular v refeorzarca la

actividad de "fruncido" (ruffling). Esto sugiere que 2l complejo se

debe disociar en la célula v qgue debe de haber varios estados de

<

codifica pera un polipéptido des 126 amincdcidos. E1 pes
moleculer deducido es de 13,3

n in vitro del transcrito del cDNA

-
(o8

producto de una traducc
correspondiente {Magdolen et al, 1988). Las cepas con disrupciones
o cdelecio

sensibles

2

2



alterada de actina (Haarer et al, 19290).
La proteina CAP es parte del complejo zdenilato ciclasa de S.
cerevisae. Su N-terminal es necesario para la respussta celular a

RAS. La perdida del C-terminal est
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nutricionales y morfoldgicos. Las mutantes en cep geman al azar y

tienen defectos en la distribucidan de actina. Los dJdefectos

levacdurza. En camrzio la scbreexrre

puede compensar perte de lecs efect
de actina en proporcidn a la concentracidn de profilina expresada.

EZsto demuestra qQue la profilin

Los estudios ce inmunciluorescencia



del sistema de VMFs). Esto indica que el secuestro de mondmeros no

4

es el nicec mecanismo mediante e

-

cual se cecntrole el balance de la

polimerizacidn de actina en levadur
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ratén tiene un 95% de homo

dos intrones v los &xones codifican para 125 amino &cidos ambos scn

€56% idénticcs entre si, I4% con icenchamosba, 46% con levadura, 22%
con ratdn, 21% con ternera v 21% con humzno. La profilina 2 se

encuentra en amoebas, cistos v esporas meduras, la profilina P en

plasmodios esferulando, no cosxisten las dos iscoformas. Zsta €3 una

Drosophila. Se clond el gen chickadee v se enccntrd gue es 40%

homélogo a la profilina cde levadura y zZcanthamoeba. Las células

nodriza gue no poseen la profilina especifica de ovario no pueden

[LES
LRy
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Figura 1. Modelo de accién de la profilina. En las células

animales el receptor del <factor de crecimiento epidérmico se
dimeriza zal recibir a factor. El dimero tiene en 1la cara
citoplésmica de la célula actividad de tirosina cinasa; entre las

varias proteinas cue fosforila se encuentra la fosfolipasa C. Unea
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por la fosfolipasa en los segundos mensajeros diacilglicerol (DAG)

e inositol trifosfato (IP;). La profilina incrementa la velocidad

del intercambio del ATP de laz actina generé&ndose mis actina AT? cus

[HY



OBJETIVOS

El citoesqguelero de actina parece ser un crganelo fundamental

excepcidn.

identiiicedo v caracterizado, como va se vid, unicamente micsin

[v]

CDPX, siendo la caracterizacidn de la miosinz todaviz deficiente.

proteinas eésociadas & actine vegetal. Entre las proteinas de mavor
importancia podria citer la profilina, a la a-actinina y & la
gelsolina. Las tres proteinas unen actina, la primera en su estado

monomérico, ia secunda en su sastado filementoso vy la dltima en




abundante en otros sistemas se selecciond para caracterizarla
detalladamente.

La eleccidén del frijol como modelo de estudio se debe
bésicamente al interés especifico de precfundizar en la

participacidén del citoescgueleto en el proceso de simbicsis con el

Como

probzblemente regula la orcanizacidn de la actina, funcicnando como

a
afinidad per poli-L-prelina, 2) la produccidn de anticuverpos

policlonalss especificos, 3) la inmunocuentificacidn de la proteina

4) y su inmunolocalizacidn.
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METODOLOGIA

Produccién de bicmaterial

Los nipocotilos y radiculas se obtuviercn en botes germinadores

el bote en é&ngulo para que terminen de escurrir. En este posicidn

se incuba el bote en la obscuridad a 30°C, las semillas se riegan
cada 12 h y se escurren de manera gue siempre se mantengan himedas,
al guinto dia las raices e hipocotiles alcenzan un tamafio promedio
de 4 cm. Se cosechan, separandec & meano el hipocotilo de los
cotiledones ¥y guardandc los hipocotilos a -70 °C hasta su uso, de
un bote germinador se obtienen aprox 100g de hipocotilos v

radiculas.



que no se dafian se enjuagan con abundante agua tridestilada estéril

y se germinan a 320 °C en charolas de aluminio estériles ccn papel

secante himedo en el fondo y tapas de papel aluminio. Al tercer dia

los germinados se siembran en un agujero de 2 cm de profundidad en
C

macetas de vermiculita, inoculdndose con Rizobium tropici |

y las hojas. Se cosecharon un

inoculecién, se& ccsechan los nddulo

4]

total de 300 plantas, con un rendimisnto aproximado de 1000 de

ojas. Este materiel se conservd a -70 ©C
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Extraccidén de la proteina

£l tejido congelado con N, liguido se pulveriza en un molino de
café y la proteina se extrae del polvo, en agitacidn constante
durante 1 hr con una solucidn samortiguadora estabilizadora de
microfiliamentos (SE¥). Esta sclucidén consta de: 10 mM EEPES (N-

[hidroxietilpiperazina-n’-[2-&cido etanesulfonicol)), 10 m¥ Acetato

de Mg, 2 m¥ ZGTA (etilen-glicol-bis{B-amincetil eter)}, 1% PTE
(polihidroxietileno~10~-tridecil eter), 1 mM PMSF (floururo fenil-
metilsulfonico) , 1 m DTT (ditiotreitol), ajustado a pH 7.4 con

chtienen homeogenizando en un morterc & 4°C, 1 g & mencs de tejido

50



con 2 vol. (2 ml o menos) de una solucidn de Tris-HCl (Tris-
(hidroximetil) amincmetane) 20 m¥, pH 8. El homogenizedo se
centrifuga en una microcentrifuga a 10 000 g durante 30 min. El

sobrenadante representa la fraccidn soluble.

Acoplamiento de Poli-L-Prolina a Sefarosa

=1 de acoplamiento se realizd ce acuerdo
Rozvcki M. =t =21. (igti). 150 mg de Poli-L-Prolina (SIGMa), PM
aprox. 10000, s2 resuspznden en 25 ml de solucidn amorriguadeors é=
acoplamiento (0.1 M N&HCO3, 0.5 a 4 ©°C
cdurante 24 hr para solubilizarle, 23050

g durante 30 min a 4 ©°C. El sobrenadante se incuba con 5 g de
Sefarcsa 4B activada con bromuro de ciazndgene (CNEr) (SIGMR). Esta
matriz se resuspendid previamente en 59 ml ds HCl1 1 =¥, pHE 3, v se
lavé con 1 1 de esta solucidn en un sistema d¢e filgracidn
(Millipore) con capacidad de 250 ml v sin filtro. S drend todo el
liguido sin secar la matriz (vol final 15ml). Este procedimiento no
debe de tardar més de 10 min. La suspensidn se incubea cdurante toda
la noche en un tubo e 50 ml con tapa de rosca a 4°C con agitacidn
continua en un agitador horizontal, La eficienciz el aceplamiento
se calcula por lecturas espectrofotométricas a 230 nm de la
solucidn antes v después del acoplamiento. Lz Sefarosa se lava con

1 1 de una solucidn de Tris-EC1l 100 mM, »E 8, en el sisctema ce

filtracidn y se incuka con 2 vol. de esta sclucidn durante custro



de saturar los posibles sitios reactivos sobrantes. La matriz se
centrifuga (500 g cdurante 5 min) y el sobrenadante se decanta. Se
equilibra con  una solucidén L (20 mM Tris-HC1, pH 8,

B-mercaptoetanol 10 mM).

Cromatografia de afinidad cca Poli-L-Prolina

Para la cromatograiia en columna se empacan 3 ml de la matriz

o

de afinidad en una columna construida con una jeringa de 20 ml a 1

imM DTT), a un flujo de 20 ml/h generado por una bomba

w

e 100 g de hipocotilos, hojes o nddulos, se carg
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a un flujo de 15 ml/h lo gue en algunos casos toma mas de 12 hrs.
La columna se lava con 20 vol. de solucidn de cromatografia y se

eluye con 25 vol. de 1la misma solucidn conteniendo 30% DMSO

(dimetil sulid sin DTT. El eluyente s& colecta en fracciones
de 10 ml y la proteina presente se precipita con DOC (deoxicolato
de sodio) 0.1 %, TCx (écido triclorocacético) 15% toda la noche, se

resuspende en 0.5 ml de

v se centriiuvga a 10000

Se Ygpite ung Vez TiEs

rpm €n una

para lavar tod ; i esuspenden en

us

% SIS

(

solucidn amer:



(dodecilsulfato de sodio), 5% 2-mercaptoetanol, 10% glicerol, 0.125
M Tris pH 6.8), se hierven durante 10 min y se cargan alicuotas de
cada fraccidn en un gel de SDS-acrilamida 15%, para analizar el

grado de pureza.

Para la cromatografia en suspensidén, 15 ml de matriz
equiliibrada se incuban con el scbrenzdante del extracto de 100 g ce

tejido, con agitacidn horizonczl durante

solucidén L. La matriz se drena y se resuspende en 10 ml de solucidn

I, con SDS a2l 2%, se incubz con agitacidn herizontal durante 1 hr a
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ifuga a 30 000 ¢ durante 0.5 hr v la pastilla
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se resuspende en 0.5 ml de acetona helada y se centrifuga durante
10 min a 10 000 g en una microfuga, se repite esta operacidn y leés
pastillas se solubilizan en solucidn amecrtiguadora de Laemmli,

hirviendo durante 10 min.

Electroforesis SDS-acrilamida:




=

HCl pH 8.8, SDS 0.1%, aPS (persuliato de amonio) 0.05%, TEMED
(N,N,N’,N’'-tetrametiletilenediamina) 0.05%. Se degasificza antes de
agregar el TEMED y una vez agregado éste, se vierte ccn la ayuda de
una pipeta en un molde plano de vidrio y alumina con separadores de

1.5 o 0.75 mm, sellado con agzrosa (0.6% en agua) en la base, se

sclucidn

Yo}
éste hea

hacer los pozos va sea de 10 & 15 cdientes o

solucidn amortiguadora en los electrodos es la misma en ambos Yy

durante 5 min, se centrifugan 5 min a 10 000 g ¥ se cargan en los

uenrite de poder a 160

rh

‘g

pozos. Se conectan los electrodos a una
volts, voltaje ceonstante, durante aprox. 1 hr a temp ambiente,
hasta que el colorante alcanza la hkase del gel. Los geles se
separan del vidrio y se enjuagan con acua tridescilada. Para tefni

la proteina se utiliza azul de coomasie R-250 al 0.125% en una
solucidn de 50% metancl, 10% &cido acéctico, 40% agua, los geles s=e

destifien en la misma solucidn sin azul de coomzsie.
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Purificacidén por electroforesis desnaturalizante

La proteina precipitada y solubilizada se carga en un minigel
preparativo de SDS-poliacrilamida 15%, 0.75 mm ée espesor, 7 cm de
largo por 8 cm de ancho, se cargan aprox 50 ug de prcteina, se tifie

por 15 min v

Electroforesis de dos dimensiones

el sistema desarrollado por O‘'Farrell, en donde se separa primero

Este sistema tembién se adsptd &l fcrmato

pequefio (Hoeier).

Los geles para realizar el iscelectroeniogue (IEF) se hacen en
tubos de vidrio con capacidad para 200 Ml ¥ 7 cm de largo. Los
tubos se laven ccn mezcla crdémica cdurante 1 hr y se enjuagan bien
con agua tridestileda, se incuban unes minutcs con KOHE 100 mM y ce
enjuagan de nuevo con egue, se les agrega etanol absoluto vy se

dej




20 mM NaOH y la del &nodo de 0.085% é&cide fosfdrico (Hoefer
scientific instruments, 1989).
Las muestras se resuspenden o diluyen en un solucidn

amortiguadora de lisis o solucidén K que consta de 2% anfclinas de

ph 5-7, 2% Wonidet P40, 1% DTT, 9.5 M urea. Se cargzan en la parte

-

ambiente y se colocen en la superficie de un gel preparestivo con
SDS como los descritos anteriormente. La electroforesis se realiza
de la misma forma.

BElectrotransferencia e inmunoensayo {(Western)

La electrotransferencia se realizd de acuerdo con el protocolo

desarrollado por Towbin (Towbin, H.T. et al. 1979), pero las
proteinzs se &adsorbieron & una membrana PVDF (Immobilon-P
Millipore) .

Después de realizar la electroforesis el gel se equilibra
durante 15 min en una solucidn amortiguadera de trensferencia 192
mv glicina, 25 mM Tris, pH 8.6, 20% metanol. La membréana de PVDF se
incuba 20 seg en 100% metanol, 1 min en agua v 1 min en solucidn de

transferencia. Se coloca el gel scbre un dos papeles filcro Whatman

¥1 humedecides con solucidén de transisrencia, vy sckre =1 gel la



membrana de PVDF cuidando gue no se atrapen burbujas, hasta arriba
se colocan otros dos papeles filtro humedecidos v estos se colocan
entre dos esponjas dentro de un cartucho que va sumergido en
solucién de transferencia en una cémara con electrodos paralelos a

los 1lados. Lla transferencia se realiza durante 2 hr a 400 m3,

corr:
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a 42°C

varias veces si se guarda con 0.01% de e&azida de sodio.
Inmediatamente se incuba durante 1 h con una dilucidn del suero de

1:10000. Se lavae 3 veces durante 5 min con laz solucidn TBEST v se

lava 3 veces por 5 min con TEST. Para revelar se prepara 10 ml ce
una sclucidn ce 10
661 de2 NET vy 323 pl cde 3CIP (PROMEGA). La membrena se incuba en

esta sclucidn de 5 & 15 min y las bandes reactivas aparecen como un

~1

w



produccién de anticuerpes

Se inmunizé a conejos Nueva Zelanda, con 5 meses de nacidos.
La banda conteniendo la proteina purificada por electroforesis se

ica en peguefios fragmentos imm x lmm, Se agrega agua hasta 1 ml v

is}

se emulsifica con un velumen igual de zdyuvante completc de

utilizando dos jeringas interconscradas parz le operacidn. Se toma

decanta v se centrifuge a2 10 000 ¢ durante 15 min a 4 °©°C, lecs
sobrenadantes se alicuotan en tubos eppendori de 1.5 ml y se

congelan a -70 gradocs hasta su uso.

Purificacidn de anticuerpos

-

Para la purificacidén de los anticuerpos se utiliza un método




banda de interés se corta y se bloguea de la misma forma que para
un Western blot, se incuba con una dilucidn 1:100 del suero en TBST
(TBS con Tween 20 al 0.05%) durante lhr y se lava extensivamente

con TBST. Los anticuerpos se eluyen incubando la banda 10 min con

W

2 ml de una solucidn de 100 mM glicina pH 2.5, los 2 ml s

recuperan ¥y se& neutralizan con 0.05 ml de Tris 2 ¥, o 8. 2 est
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Andlisis de aminodcidos

La proteina eluida de la columna de poliprolinag y sclubilizada

en un solucidn

Mercaptoetanol, se cromatografia en una columna de 1x25 cm de

Sefadex G-100 eguilibrada con la misma solucidn. Las fracciones con

R-Mercaptoe

separacidén de los amino &cidos se realizd con un cromatdgraio

oy
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composicidn cel resto de lcs emincédcides si fue determinada. Les

resultados se expresan como Hg de amindcido y se convierten a

o

molar.

in
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Secuenciacidn

La proteina purificada por afinidad se electrotransfiere con
una solucidén amortiguadora de CHES (écido cilchexilamino-

ethanosulfonico) 10 oM, pH 10, a una membrana de PVDF (Immobilon

Hg de proteina se recortan (33 mm) Ccon Tijera y se lavan con

un secuenciador automdtico.

Para la secuenciz interna se reguiers Ca una digesstidn de la

proteina. La proteina eluida de la columna e afinidad (aprox 100

enn sclucidn ds

Hg) ss sclubi

contaminantes en un gel preparativo de poliacrilaemida-S8DS. La banda
mayoritaria con un o se receorta (3 mm x 7 cm)
después de haberla endo 15 min el gel vy

destifiéndolo durante 20 min. La banda se incuba ccn varios cambics
de agua tridestilada, se corta en fragmentcos (3 mm x lcm) gue se
colocan en un tubo eppendorf con 300 pl de una solucidn
amortiguadora cde 100 mM NH,CO,, pH 7.8, 1% S£DS, se agregan 5 yg de
la proteasa VB8 de Staphyiococcus aureous disueita en la misma
solucidn y se incuba & 37 °C toda la noche. Z1 tubo se centrifuge
a 10 000 g 10 min a temperatura ambiente y la solucidn azul (el gel
pierde el ceclorante) se hierve en con un 1i/3 del wolumsn de

solucidn de Laemmli 4X y se carga en un gel preparativo de 22% de




indican arriba. Los péptidos seleccionados se recortan, se lavan

oS

cen abundante ague tridestilada v s=

3 ancuban e nuevo a 37 °C con
NH,CO;-SDS toda la noche. El péptido se dializa con una membrana de

didlisis con un corte de 3 000 contra solucidén de NH,CO, pero sin

SDS vy se secuencia mediante la dagradazcidn de Edman en 1

n

Inmunocuantificacién

Se inmunocuvantificdé la proteinz en las raices e hipococilos

recién germinades. Las semillas se germinan en charolas como arriba
se indicd v al tercer dia se cosechan de la siguiente forma: con iz

navaja ¢de un pisturi se cortan secmantos de puntas de radicule,

radicula, regidn ebundante en pelos radiculares, regidn de donds

nacen les raices secundarias {coxrona), nipocotilo, nojes
embrionarias v cotiledones. Inmediatamente después de cortarlos ss
sumergen en nitrdgeno liquido y se guardan a -70 °C hasta su uso.

Se ccsechen aprex. 100 mg o més &e cada parte. Las seccicnes ss
descongelan y se homogenizan con 100 o 200 pl de una solucidn
emortiguedera

con un émbelo




solucidn de Laemlli y se cargan tres dilucicnes (10, 5, 2.5 ug) por
cada seccidn en geles de 15 pozos v 1.5 mm de espescr, d&e manera

que gquedaron cuatro muestras problema y 3 carriles con una cantidad

conocida (2, 10 v 20 ng) de profilina por gel.

a los errores experimentales y de transferencia, se corre un gel

simulténeo con 20 Hg de cada seccidn, se electrotrxansfiere y se
tifie cecn ezul de Cocmesie, este cel se anelize en las mismas

como significativos ¥ se analizan.

Inmunolocalizaciédn




ni DTT (esta solucién se prepara fresca antes de £fijar con

a 60 °C en el volumen necesario de

agua mas 4Gos O tres gotas de NaOH 2 N, una vez disuelto se le

agrega SiM 10X vy se enfria a 4 °C). Una vez fijado el tejido se

desecha Xz solucidn &l 0% y s& acgrsgs &l 70%, s& nhacen tres

30 min, esto se repite Z veces miEs ¥y se pasa & 100% 30 min. Se

éesecha el etanol v se substituye pocxr xilenc al 108%, se desscha

operacidn dos veces més. Al dltimo cambio de Xileno se le &greca un
volumen igual de Paraplast ¢

a €0 °C, se agita v
Al dia siguiente se

agregan 5 ml de Paraplast

desecha ¥y se repite esta operacidn dos veces més. Leés secciones se
incluven en moldes de plédstico calentados & 60 ©C. Pera orientar

las secciones se utilizan pinzas calentadas con un mecherxo de

w0

alcohol, se orientan las secciones y se dejan endurecer los blogue

€lica. L&s Secciones {aprox ©) se &xpanden €n ézté & =<z “C v

&

recuperan con portcackbjetos. Se dejan secar & 42 °C y se incubzan en



C teGa lz noche para qQue se adhieran Zirmemente al

(3]

un herno & 4

portaobjetos. 2 siguiente las secciones se desparafinan

[
jo )}
s
v

incubédndolas en vasos de Coplin con xilol durante 10 min v se
rehidratan pasandolas per alcohol al 100% tres veces, al $5% tres

minutos v & solucidn amcrciguadora TBEST. Se bloguean con alblmina

cébsorbente

TBST 5% 3SA gue lleva acoplada la fosfatasa alcalina, agui se

incluyve un control que no se incubd ccn el primer anticuerpo. Se

NBT, 3.3 Hl 3CIP?. Se seca el portacbjetos dejando nutmedos los

sumerge en una solucidén de 50 mM EDTa pH 8. Las preparaciones se

lavan con ague tridestilada, se dejan secar y se montan con bélsamo

de Cenadé pare microscepia, cubriéndolas con un cubrecbjetos del

R

1. Las muestras se
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Cuantificacidén de proteina

Para cuantificar la proteina se utilizd el protocolo de unidn
a pigmento desarrollado por Bradford (Bradford, M.B. 1976).

Para preparar 2l reactivo de Bradford se disuelven 20 mg de

Se agregan 200 pi del reactivo de Bradford a 800 Ul de una

solucidn gue contenga la proteina (normalmente agua). Se incuba de

n o

Pt
[(1)

5-20 min v se les la abscrbancia contra

[

2aNnco, gue se prepara
agregando 200 ul de reactivo a la misma solucidn sin proteina, a
595 nm en un espectrofiotdémetro. Se hace una curva estdndar con

diluciones de albimina ce 1-20 pg/ml contra €l gue se comparén 1os

resultados.

(23
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RESULTADOS

Purificacidén de una proteina que se une <on alta afinidad a Poli-L-

Prolina

aproximadamente 14 KDa gue, por densitometria, equivale a mds del

columna y el rendimiento.

Lz inmunocuantificacién del péptido de 14 Xba después de
incubarse en suspensidn con diferentes cantidades de Sefarcsa-
Polipreolina, mostrd que en lazs condiciones més de trabajo un £0% de

iz proteina inmunorreactiva inicial ss secuestrada por la macriz

La elucidén con DMSO al 30% o con urea 8 M liberan Unicamente




Elucién de la columna de Poli-L-Prolina

| |
i\m-~~ — .

Figura 2. Lz proteina eluida de una columna dz Peli-L-Prolina con
DMSO al 30% se precipité con TCA y una tercera pane de cada

fraccién de 10 m! se cargd en un gel de poliacrilamida del 15% La
proteina se tind con azul de coomasie. Los numeros corresponden al
nimero de la fraccidn, el peso de la proteina es de 14 KDa.



Tabla l.

Tabla de purificacién

FRACCION

CONC.
PROTEINA PROFILINA % DE PROF ESPECIFIICA
mg Bg INICIAL u g/mg

EXTRACTO 950 1330 100 1.4
CRUDO

LAVADO 948 276 20 0.3
UNIDO —_ 1054 80 —_—
ELUYENTE 0.330 300 23 909




i P

i,

)
'
'

Antes Después Prof. Pura

-

——

Extrac. Eluyent.

Figura 3. western blots incubados con una dilucién 1:10000 del
suero de conejo anti profilina. Los geles son de poliacrilamida-SDS
al 15% A. Los primercs dos carriles contienen 10 y 5 pg
respectivamente de proteina total de un extracto crudo de raiz y

los siguientes dos tienen la misma caniidad de proteina del mismo
extracto pero después de incubarse con una matriz con poliprolina;
los Gltimos tres tienen 2,5,20 ng de profilina purificada. B. Los
primeros dos carriles tienen 10 y 5 ng de extracio crudo de raiz

los siguientes dos tienen una pequefa fraccion de la proteina

eluida de la columna con 2% $DS.



que la elucidén con 2% SDS y 10 mM B-mercaptoetanol desprende una
mayor cantidad de la proteina unida en un volumen mucho menor. La
elucidén con DMSO o con urea toma mucho tiempo vy diluye enormemente
la muestra, quedando la proteina a concentraciones éde 1 pg/ml. Para

resolver este problemz y en vista de gue el SDS despsce a la
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proteina de

inmunoreactiva iniciel, v un 28.4% de lo cue se une a la matriz.

Eluyente).

Caracterizacidén de la proteina de 14 KDa en diferentes tejidos




purificada de raiz detecta también en inmunoblots una proteina de
14 KDa de los extractos crudos de hoja (Fig. 4B) y nddulo (Fig.
4c) .

A partir de estos extractos (Fig. 52) se puede purificar
también por cromatografiaz de afinidad por poli-L-prolina, el

polpéptido de 14 KDa (Fig 5B). La proteina purificada de los ctres

dos tejidocs presenta reactividad centraz el

Caracterizacidén de la isoforma

La cada pcr tiens un peso mcleculer

estimado por electroforesis en polizcrilamida con SDS de 14.4 KDa.

Esto fue determinado generando una curva esténdar del logaritmo del

peso de marcadores de peso molecular comesrciazles ceontra la
mobilidad electrcforética (R,) (la distancia recorrida pcr la
proteina entre la recorrida por el colorante). La curva resultd

66 KbDa.

La proteina purificada es una sola isoforma con un punto
isoeléctrico (pI) de 5.3 (Fig. 62). Esto se determind midiendo el
gradiente de pH generado durante el isoelectrocenfogue el cual fue

lineal con un coeficiente de correlacidn maycr & 0.%8 en el rancgo
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Figura 4. western blots incubados con una dilucién de 1:10000 del
suero -de conejo anti profilina. Los geles son de poliacrilamida-SDS

al 15%. A. Diluciones de un exiracto crudo de raiz 10, 5y 2 ug de
proteina total. El cuarto carril tigcne aprox. 10 ng de la profilina

pura de raiz. B. Las misma diluciones que en A. pero con extracto

de hoia. C. Lo mismo que en A. pero con nédulo,



Raiz Hoja Nédulo '

44 4 )

Marc. Raiz Hoja  Noédulo

Raiz Hoja Noédulo Extrac.
Crudo
Raiz
Figura 5. Puriticacion de profilina de diferentes tejidos. Los geles son de

poliacrilamida-SDS al 15% A. 20 ug de exiracto cruddo d=2 raiz, hoja y nédulo.

Tenido con azul de coomasie B, El primer carril tiene los marcadores de peso
molecular, el mas ligero corresponde a lisozima (14.4 KDa) Los siguienies carriles

tienen alicuotas de la profilina purificada de raiz, hoja y nédulo. Tefido ccn azul de
coomasie. C. Western blot de io mismo que en B. pero con 10 veces menos proteina.
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SDS

14KDa —» o
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SDS )
14KDa—» -
X
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Figura 6. A. La proteina purificada por filiracién en gel fue concenirada y una
alicuota cargada en un gel de dos dimensiones con un gradiente de pH de 5-7 y un
gel de 15% acrilamida en la segunda dimension. El gel fue teRido con azul de
coomasie. B. 20 ug de un extracto crudo de nddulo se cargaron en un gel igual que en

A. el gel fue electrotransferido e inmunodetectado con el anticuerpo purificado

antiprofilina.



KDa, en ané hipocotilos, nddulcs y

hojas del frijol hasta dilucionss del suero de
Los é&nticuerpcs reconocen un s6lo punto en un cel de dos

dimensiones cargado- con un extracto crudo e nddulo. Este iscfcrma

tiene emactanm ) ! [§oks

e

scicrms

verrucosa, & la profilina de Seccharomyces cerevisse, & una ds las

isoformas de FPhysarum polycephalum v a la Cce CZroscphila
melanogaster, mostrando mencs similitud con otras proiilinzs, scbre

todo las de Acantham




minciclds Phaseolus+/- | Phaseolus Fin.|Belula. jaccharomyce| Physarum P. | Drosophila. |Homo. | Physarum A, | Mus, |Acantha. 1, 2}Acantha. 1, 1] Acantha Il
Alanina _ |6,704/-0,2 6,7 6,6 10,2 10,7 7,7 7.6 91 85 16,5 16,5 14,2
Arginina_[3,494/-0,3 34 18 T 0,8 0 ) I X | - X O 33 2.5
Glicina 15,63+/-2.5 16,6 15,0 LT S <14 B -0 .
Histidina [2,65+-0.3 | 2,6] 3,3 R 1 N | IR
Isoleucina (7,34/-0,2 9 3,0 7,41 Q.1
Louchna  {0.40/-0.7 | i Tl g e
Lislna 5,364/-1.1 - I U B A
4,33¢1-0,5 o/ an
2,624/-0,4 B 7 A
Serina 14,9147-0,¢ 6,6 8.5
T(qgnlpg“ B_,QE)_»/-OJA e 5 9.2 B
Tlrosina _ {7,56+/-1,0 51 3.1
Valina_ |4,974/-0,1 | I
Asx BABV1G 10,7 79,2
Gix 8.5240-40 | 8.3 6.1




! ' (R | IR S

Tabla lll. Comparacion del analisis de aminoacidos

Betula {Sacchar.|Physa. P Drosophll] Homo |Physa. A] Mus Acant. |1 ZWcant. | 1] Acanl. Il |Vaccinla
Phaseol 52 73 75 97 127 130 133 171 229 236 280
Betula 68 78 78 146 93 145 184 254 246 356
Saccharomyces 67 40 110 79 119 90 129 124 201
Physarum P 125 139 61 156 99 137 129 253
Drosophila 94 101 94 143 198 191 264
Homo | 68 9 78] 121|130 223
Physarum A 94 83| 131 129 301
Mus | 79 116|125 230
Acantha. | 2 8 22 236
Acantha. 1,1 o 15 238
Acaantha. Il 197




glutdmico/glutamina del

resultado cel segundo andlisis resultd muy bajo. El resto d2 les
resultados se promediaron y en general dieron desviaciones menores

a la uvnidad. Esta comparacidén (Weltmen, J.¥. y Dowken, R.M. 1£8732)

digerir. Bl fragmento de 6§ KDa se eluyd el cel tode la noche. EX

concentrd
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SALiR DLl TE0A

ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LA
SECUENCIA PARCIAL DE PROFILINA

Pheseolus  -EITGIMNDFNEPGTLAPTGLYIGGTKYMVIQ-IDENTIDAD (SIMILITUD)
Beculs 47-ETTGIMKDEERS GEIASTCLELCGIRYMVIO-T7  ~20.6 (3.2)
Szcar s1-Eic ~NQCE'*DM; 'quéi 210 Gﬂk:ﬁ4i-—71 -38.7(15.1)
Phys. ®. : ANVEASGITE -25.5(9.7)
Phys. 2 -22.0(29.0)
Mus ~29.0(16.1)
Homo £5-PAEVGVLVGKDRSSEYVNGLTLGGCKCSVIR-T5  -22.0 (12.9)
Acen.TI  41-NGAALENAFKDATAITASNGEELAGTAYVTIA-T1  -22.5 (25.8)
proso. él—LLSKLLSG:DQQDCLLSNGVT_AG“?Y;'iS—7l -19.4(22.03)
2can.T1  £1-QGTTLAGATNNADAIRASGEDLAGVHYY ~19.4(22.6)
Acen.IZ  £1-QGQTLAGAFNNADPIRAGGED -16.1(16.1)




con otras profilinas, también se especifica el fragmento gue tiene

homologia v el porcentaje de identidad.

Inmunocuantificacidn




' SECCIONAMIENTO
DEL GERMINADO DEL FRIJOL

HIPOCOTILO

CORONA

‘g Y NDIA

. RAIZ
SECUNDARIA

RADICUL

COTILEDON

) : REGION DE
HOJITAS EMBRIONARIAS PELOS RADICULARES

PUNTAS



12345678910

Figura 9. A. Patrén de proteinas totales de los extractos
utilizados para la inmunocuantificacién. 20 ng de proteina se
separaron en un gel de 15% poliacrilamida y se transfirieron a una
membrana PVDF que se tiidé con azul de coomasie. 1. Nédulo. 2.
Regién de pelos radiculares. 3. Raices sscundarias. 4. Hojas
embrionarias. 5. Cotileddn. 6. Hipocotilo. 7. Corona. 8. Puntas. 9.
Radicula. 10. 1 pug de profilina pura. B. y C. Lo mismo que en A.
pero se cargaron diluciones de 10, 5y 2.5 ug con un estandar. La
profilina se inmunodetectd con una dilucidon 1:10000 del suero de

conejo.



Raices Hojas Cotiled. Est. 2,10,20 ng
pelos secun. embrio.
radic.

C

.b----q“_;‘. ‘q__t“

Hipocot. Corona Puntas Radic. Est 2,10,20ng



Concentracién especifica de la profilina

Puntas |

Radicula

Reién de pelos radic. [££

Raices secund. |SEES

Corona |

Hipocotilo |; Z

Hojas emb.
Cotiledén |E(3

Nédulo

g de profilina / mg de proteina

Flgura 10. concentracién <= crofiina en relzcién a la proteina total. Los
geles de la figura 9 se cuantificarcn con un digitalizador acoplado a una
computadora y los resultados, expresados como la integral de la densidad 6ptica



Inmunolocalizacidn

La inmunolocalizecidn de la proteina confirmd su amplia




i

T
BT IR




e lis

elpaREL S,

b 0




i
m o

Wm

2

A RATY

I Y




s OO TR T RM AN WA GBS £ R RN YA b 942,




Ptk e e Bl b Ry e,
N
Lo




LIRS

FEISINIE PONPRS ST RO 9




Thickat s Vel

BT RO S PRI







F:Lgura 11l . iInmunctincién de secciones radiales del nédulo de

frijol. A. Nb6culo tefido con anticuerpos anti profilina purificados

icacién % 2723. L. RAcercamisnto de ¥. sobre

Rcercamiento de XK. scbre las células infectadas y no infectadas

(CF) .
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F:Lgura 12 . inmunotincién de secciones transversales de raiz de

ZIrijol (corona). A. Corcna tefilida con anticuerpos anti profilina

purificados (CC) eamplificecidn ¥ 273 B, Corena teiids con




Figura 13 A
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F:.gura 13 . inmunotincién de secciones longitudinales de la

zona de emergencia de las raices secundarias de la corcna ce r

de frijol. A. Tincién con anticuerpos
(CC) amplificacidén X 624. B. hcercamiento de x. (CF
X 5468. C. kcercamiento de A. (CC) eamplificecién »® 173€. D. Lo

mismo que en C. (CO).
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Figura 14 . Inmunotincién de seccitnes longitudinales de punta

de raiz. A. Tinci6tn de una punta de raiz con anticuerpos

antiprofilina purificados (CC) amplificacidén X 273. B. Acercamiento




DISCUSION

I

nidad peor Peliprolina

Purificacidén de unaz proteina con alta af




el 60 %. La explicacidén més plausible es gue £€ste bajo rendimiento

de recuperacidn se deba a ambos fendmenos.

£l grado de pureza alcanzado después de la purificzcidn por

egquivale a casi mil veces de purificacidn. Esco hacs de este
procedimiento un prctocolo iceal para preparar profiling a parcir
de extractos vegetaéles los gue se carecterizan en tener una alta

actividad proteolitice.

J
manejar un volumen muy

teinas en los extractos vegetales se encuentren agltezmente




separarla de la matriz de afinidad no significa mayor prcblema
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debido a que las profilinas se puede

simplemente dializéndolas para eliminar todo el DMSO o la uréa

vy actina
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del nuclsdtideo de la zctinz. EZn oLros sistemas este zumento es




necesaria una profilina nativa y condiciones lo suficientemente

controladzas para demostrar que e€stea asociacidn es especifica.

Caracterizacidén de la isoforma

isoformas &n ambes tejides. E1 ntmero de isoformas en hoja es

cesconecciic

il

El punto isoceléctrico de 1la mayoria de las profilines

reportadas, especialmente de aguellas que tienen més homologia con

ie proZilina de rijol, se encuentran ealrededor de 3, al

determinarlo tedricamente.



Composicidén de aminodcidos

Los resultados de la compcsicidén de eamincdcidos apuntan
fuertemente a que la proteina purificada es una profilina, incluso
la mayor similitud es con la profilina de polen, a pesar de gue no

La

teflida con coomasie-zcético-metanol v tratada toda la noche con

metanol al 50%; cualguiera Ge estCS pesos pudo haber introducido la

las comparaciones

El menor valor
contra otras proteinas fue con la de polen. Esta similitud cesi

ambes
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resulta ser

proteinas como lz misma. Otras profilinas también presentaron un
gran parecido (menos de 100) con la proteina vegetal. Por su

relacidn filogenética era de esperarse que la proteina de levadura

w




composicidn, es cue la proteina de frijol tiene un alto contenido
de tirosinas. Una perte importante de la regulacidn del
citoesqueleto subcortical se realiza mediante la fosforilacidén de
estos residuos, seria interesante averiguar si alcuna de estas

tirosinas se encuentra fosferilada.

Secuencia

Es muy

Zcanthamoeba, Vv eungue no se menciona un blogueo, la proteina de

obtener la secuencia se digirid la preteine con la proceasa V8 de
S. aeuvreus gue principalmente cortd en <cs sitios, gensrédndcese dos

(6 ¥KDa) == secuencid.

frzgmentcs; el

solamente pudiera digerir en dos. Tal vez esto tenga alguna

relacidn con la baja cantidad de sefial e glutdmico gus se cbtiene




proteasa corta. El alineamiento tembién da un alto porcentaje de
identidad con otras profilinas, lo gue demuestra sin lugar a dudas
la proteina purificada es un profilina muy similar a la de

otros sistemas vegetales y parecida a la de otros eucariontes.

Inmunocuantificacidn

maneras. La

experimento, €s que se trate de un artefacto experimental y gue la
diferencia no exista. Si confiamos en que un segundo experimento
confirmara lcs resultados, se puede sugerir gue la cencentracidn de

profilina en las difere




transcripcién de su mensajero. Todas estas hipdtesis son
contrastables v seria interesante saber en cudl o cuédles niveles se
encuentra regulada la profilina.

La mayor concentracién de la profilina en la zcna de

emergencia de las razices secundarias hace pensar qgue tal vez el

proteina, casi 10 wveces menos que la de la corona. Una

concentracidn muy similar es alcanzeda en las hojas embricnarizas.

Se cbserva un gradiente

un méximo en la corona,
regulacidn a nivel del
encuentre relacionaéo ¢
MUy corteés en las cuzles
importeantes.

La concentracidn de la profilina en los nddulos es un poco
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menor a 1

a laz de la ccrona. Zsta diferencia sugliere gue en los néddulocs la

activided Z=2 ramodelzcidn citoesguelética 2n la gue lz prcefiline




representa una elevada proporcidn de la proteina total del nddulo.
Si la espresidén de la profilina se encuentra regulada, se
puede esperar gue la actina también lo esté. Zungue podria ser que

la concentracidn e profilina se encuentre regulando a la actina y

que la expresidn de esta no cambie. Es importante a la hora de

por lo gue se hizo

reducir el fondo al




La sefial de la profilina citoplasmética y homogénea en los
tejidos de la raiz, concuerda con la solubilidad de la proteina vy
su localizacidédn en otros sistemas. Era de esperarse gque una
fraccidén de la proteina se encontrara asociada a la membrana, no se
observd dicha distribucidn, aunque las preparaciones no permiten
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con la leghemoglobin

(14 Kba).

El hecho de gus la profilina se encuentre distribuida
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se purificd y caracterizd parcialmente




[

secuencia parcieal, que nos permiten continuar con la

LY

caracterizacidn fina de este polipéptido.

t

Resulta esencial para continuar la investigacidn la clonacién

del cDNA correspondiente a la profilina de P. vulgaris. Esto se

puede lograr buscendo en una genoteca de expresidn cen el

Otro

prefiline

r
El hecho de gue la proteina se pueda inmunolocalizer en cortes

gruesocs, gpunta hacia cue es posible su inmunodeteccidn




de membranas y la presencia de un simbionte.

Este trabajoc es un camino abierto para aumentar el
conocimieﬁto del citoesqueleto vegetal. Es de vital importancia
para continuar con el estudio de este sistema la purificacidn y
caracterizacidén de otras proteinas asociadas a actina, como la Q-
&ctinina, la gelsclina, la fragmina, etc. EZste tipo de proteinas

ficientemente con cclumnas de afinidead de

o

pueden ser purificadas

actina T.

s
=
w



CONCLUSIONES

1) Se purificd le profilina de P. vulgaris de varios tejidoecs,

de una proteina presente en todos

los tipos celulares, y en mayor ceantidad en las células

acompafiantes de los haces vasculares.
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