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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. 

es-e.a. é.lt:as e.e 

polimerizacién de la actina. Tar:-..Oién se ha vinculc:do a la profilina. 

con fe~ome~cs de t=a~sducci6n de sefiales ya que tiene afinidad por 

el segundo me~sajero ?I?~. 

diversos tejidos del frijol, se identificó únicamente una isoforma 

que contiene t:.:ia compcsicié:1 de aminoácidos muy sirnila:r- a la 

profilina del polen de 5etula y la sec",Jencia Ce l.::1 ?ép-c:ido de 

digestión de ésL:.a di6 una enorme identidad con la profilina de 

polen .. Los anticuerpos generados contra la proteína purificada 

presentan una al~a especificidad y se pudieron ut:ilizar para 

inmunocuantificarla en diversos tejidos e inmunolocalizarla. La 

clonación del cDNA esté e~ cu!:'SO y se espera que en el futuro se 

pueda tener una iC.ea ;¡,ás ar.1plia del papel que desempeña es-ca 

proteína en los sistemas vegetales. 
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INTRODUCCION 

GENEP~..LID~..DES DEL CITOESQUELETO 

:Sl cit:cesq:·ce=..e::) cc:;st:ituye la base est.:::uct:t:.:::-al de la cél1.1la 

euca:::io:-ite, la :::~tiliC.aC., t.ransport.e y divisió:1 

celular. Las f¡;:1cic::es, descubiertas o hipotetizadas, de este 

crganelo aUine:-itan rápida:r1e:1t.e. Se ha Cescri to S\.l participación en: 

la transducción de señales, el crecimiento apical, la 

diferenciación y en procesos de transformeción celular. El 

citoesc;ueleto est.á cornpuesto por t.:::es sist.e~ias difeYE::::":.es pe!.""o 

vinculados: 

a) Los rnicrotúbulos {MTs) están compuestos de dos isoforrnas de 

tubulina. 3sta es ~na proteína globular con un peso aprcximad~ de 

50 KDa en todos los sistemas que se ha estudiado. Contiene un GTP 

unido con alta afinidad, forma estructuras fibrilares cilíndricas 

con u~ diámet~o Ce 25 ~~y ~~a periodicidad de 13 su~~~iCades. 

Estas estructuras se encuentran sometidas a una inestabilidad 

dinámica (Gelfa::-id y 3e~shadsky, 1991; ?rieden, l 9S5), a 

modificaciones postraduccionales {3aker, et al. 1986; Gunderse~ et 

1989) e i~te~accionan con una amplia variedad de proteínas 



accesorias, conocidas como Vú\Ps (Microtuble Asociated Proteins) 

(Gelfand y Eershadsky, 1991). Los MTs conforman la estruct.ura 

básica de les u~dulipodios (cilios y flagelos eucariot.es) 

(Bermudes, et al., 1987; Grain, 1986; Lynn, 1981), así como el huso 

mitótico (Gelfand, 1991) y juegan un papel impo:::-tante en el 

transporte axonal y de vesículas (Gelfand, 1991). 

microtúbulcs 11 o !·~~·ocs (;._1'..'.Je:.-t.s e:. al., 198?), que se co~por::t.:n Ce 

tubt.:li::ia '.'..??l) ot:-as su 

co:np::-e::c.:.aos. 

b) El segundo grupo de element.os del cii:oesquelt.o son los 

mic:rofila¡:H::nt.cs (KFs}, cc;r,p·~est.cs Ge actina, cera p=oteir::a ;-lobi.Jla:.-

que une fueri:emente .L.T? y Hg2
". Esta prot.eina posee un peso 

aprcximado de 42 K:Ja en todcs los siste:rias est.udiadcs y fo:r-:1,a 

50 n.'71. Estas esr.r·1.1c-curas se encuentran en un equilib::-io di:r..ámico 

llamado de 11 ::c:::.a.. ( ~~eadznill i:ig} , en do:ide los r:"lo~óme=cs Ce acti:1a 

asocian al c-c.::-o e:..:."C:.-emo (ext:::.--emo 11 + 11
). 7-.,cs !-1?s incereccio:ian con 

una enorme variedad de proteínas asociadas (hE?s) (Actin Binding 

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

incervienen es~as es~=uct~~as. Las más estudiadas de las p=o~eínas 

asociadas a !~Fs son las rniosinas q~e son AT?asas activadas por 

Ce - ~ ,_,..., - --- -

ca~ena pesada de 100-140 kn, su ~egi6~ conse~vada es ho~6loga a la 



cadena pesada de la miosina II. y contiene el sitio de unión a 

actina sensible a .C,T?. El resto de la molécula tiene funciones 

variadas en las diferentes moléculas, algunas funciones son: unión 

a actina no sensible a ATP, unión a membranas y unión a 

calmodulina. Las miosinas II tienen una subunidad catalítica de 200 

kDa, que se divide en una región globular y otra iila:.-nentosa. La 

:?:"egión globulc::=:- conciene el sitio Ce ·1.1:1::.ón a c.c~:.:ia q".Je e::i 

presce:icia de .!:.T? se disocia de este:, la regién filamentosa se 

:;--.:::yo~es. { .!._lberts et 

198é) . 

_, 
e:...:..., :~8'.?; 

Los l•fFs se encue-nt ?:a:1 ta:-. t. o e::i la co::.-teza celular ( 3ret sc;¡er, 

1991) como e:i el núcleo O~is!-1.i·=a et al., 1987)¡ ~ .. se les !"lan 

asignado funciones corno la regulación de la traducción (Moon et 

al., 1983; Singe:r-, 1992; Singe:.- et al., 1989; Yang et al., 1990), 

el posicio~a~ie~to Ce ?:ece;tc~es cel~la~es (Ca~tley e~ a~., :~?l; 

Drubin et al., 1;;0; Eartwing et al., 1592; - 1 
e¡.;..• I 1S91; 

Shariff y Luna, 1992), asi co:no el movi::-i.ie:1to y co!ltractibilid.idad 

celular {Kabschl 1992; Noegel y Schleicher1 1989), el transporte 

intracelular {Dc¡¡i:nan Et.. el., l?'.?l; :-:-.e~iot E:t. el., 1992), e:n 

fagocitosis, encocitcsis y exocitosis (Young et al., 1992) lo que 

los coloca en una posición crucial dentro ae la célula. 

e) La tercera clase de estructura so~ los filame~tos 

intermedios, estos est:a.:i co;npuestos pcr prote.:::ias fibrilares con 

pesos moleculares qi...:e vc=-ia:! s~tre 40-70 :-:Da. Se Civi.de:; e:i cL:a-c.:.--o 

tipos: 1) keratinas ácidas, 2) vimentinas y desminas, 3) 



neurofilamentos y 4) la.~inas (Alberts et al., 1989), poseen 

regiones con alta similitud, así como zonas altamente variables. 

Conforman filamentos con un espesor de 10 nm y son los componentes 

principales del la matriz nuclear, las uñas de los vertebrados y el 

pelo de los mamíferos. Al parecer las proteínas citoplasmáticas 

evolucionaron a parcir de los genes de las laminas (Doring, 1990) 

y e:i ge:--,eral 

diferenciados. 

E:-:is: e:: 

se encuentran expresadas en t.ipos celulares 

ct::-cs c~toesq~eléticos los 

!ilicrof:.le..:nent:.cs que no co::tie:-.. en c.ct:ir::a (Grai:J, 198é) y las 

giardinas de G. la..."Tlblia que no se parecen a ninguna otra proteína 

a~tes est~diaCa {?eet:ie, 1990). 

MICROFILAMENTOS VEGET~.LES 

Componentes proteicos del citoesqueleto de actina. 

Actina. 

Los genes Ce accina que se han sccut::r-iciado c.... plantas 

codifican pa::-a p~oteínas con una alta ~omología con las actinas de 

otros siscemas. Una sola especie vegetal posee familias de genes de 

actina más diversas entr~ sí que las existentes en una sola especie 

anirrial y la diversidad existente e~ una sola planta es comparable 

1991). Por ello se piensa que las plantas deben tenener isoformas 



de actina especializadas para funciones específicas y/o la 

expresión tejido específica (McLean et al., 1990, ?erez et al., en 

prensa) También parece que existen proteí:1as relacionadas con 

actina que tienen afinidad por D!'i;..sa I y que comparten algunos 

epítopes con actina (McCurdy y Williamson, 1!"87; Williamson et al., 

1987) 

Les product.cs de algunos óe les ge~es ha~ sido pu~ificadcs y 

parcialmente caracterizados (Kato y Tonomu:::-a, 1977; l~et.calf et al., 

et a:..., 

productos pueCe:i se:::- ide:-;tificaCcs por .:.:-_·:r...:nob2.ot., a::i:i.:..dad p.::r 

Dl.;asa I y análisis :::ragrr1entos i:-roteclíticcs. No se haz: reconocido 

las animales. Todas las actinas localizadas en plantas forman 

filamentos de 7 nrn qi.:e unen frag:rie:-.~cs de :niosir:a en el pat~·ón de 

producidas por el hongo . .:~-¡¡a.nica p.°Ja.loiCes que se une:i con al¡:a 

afin:..Cad a acti:-ia F) flou:::-escentes. 

Los animales, les mohos (?ollard y Coc~er, 1926) y la levadura 

(:Urubin, 1990) t:iene:-i proteínas asociadas a actir-~a que regulan la 

extensión de los fila..~entos, fo::::r,an haces, corta:-i filame:-itos o les 

brindan sensibilidad a Ca2+. Este tipo de proteínas no se han 

ide:-i~ificado ta¿avia en las plantas. 

Miosina 

No se ha:i clo:iado genes vegetales Ce miosina y el estudio 



bioquímico de sus productos, así corno su inrnunolocalización ha sido 

difícil. Sin embargo, se ha logrado purificar varias rnicsi:-ias 

vegetales (Kato y Tonomura, 1977; Ohsuka y Inoue, 1979; Vahey ec 

al., 1982; Turkina, 1987, Ma y Yen, 1989) y dos anticuerpos 

animales han demostrado cruzar con polipéptidos vegetales en 

inmunoblots (?arke et al., 1986; Grolig et al., 1988; Tang et al., 

1989; Li:i -=~ al., 1929). ?or el c!:"it.e:r:..o de ta::-1~~0, la :riayc·::ia Ce 

las supuestas miosinas vegetales entran dentro de las de tipo II, 

:7..icsi::as ex=..ste::cia. Ce 

micsi~as de ~ipc I y la presencia de las de ~ipo II en las células 

vegetales tiene que ser consiC.e:!:"aOa en el cc.:1t.exto Ce que las 

otros sistemas endonde las miosinas I son favorecidas para mover 

organelos y las de tipo II pa~a soportar tensi6~. Los haces de 

bidireccional óe organelos en los cables cit:oplasmicos, lo que 

sugiere c:u.e existe:1 haces Ce actina :m.:y p=-é:-:imcs y con c.mbas 

pola::ri.C.aC.es. !.ia Cefo~mación Ce ;;·::-ctc-pl:::stcs se::s.:.!::e a e:. tocalisina 

sugiere Q:·~e la acto:niosir~a vegetal ger:e::-a t:e:isié:i e.si cc:no la 

fuerza agitadora que genera el flujo ci.tc;:lás:::.i:::c. =:s cl~::-o GUe 

queda mucho por investigar en el campo de las miosinas vegetales. 

CDPK 

pero indepe~Ciente de calmodulina y fosfolípidos, que fue 

2 



purificada de cultivos en suspensión de células de soya (Harrnon et 

al., 1987; ?utman-Evans et al., 1990) Esta cinasa es la única 

proteína asociada a actina, además de w~os~~a, que ha sido 

~aracterizada en plantas. CDPK codistribuy~ con actina = en las 

raíces de -2\llium y los tubos polínicos de Tradescantia, pero los 

estudios de afinidad in vicro muestran que no se une ni a la actina 

G ni a la accina? (?utrnan-Evans et al., ~989). Su unió~ i."J vivo a 

la actina es probablemente producida vía una proteína asociada. 

ligeras de 2.a 17.ics.i.na de :7lolleja (?ut.::-ia:-¡-:S·~:-a:ls et. al., 1990), lo 

que sugiere que podría tratarse de u:i i:npcrtc.r:te ::-egulador del 

citoes~eletc vegetal. 

Localización y función de la actina y las proteínas asociadas. 

Algas 

Las algas characeanas han influido profundame~te en las ideas 

de la fu:1ción y regulación de la actomiosiria Ce las células 

vegetales. !..as células i!'lternocales de estas algas muestran un 

vigoroso flujo citoplásmico (Kuroda, 1990) Los filamentos cie 

actina fcrma.:i g::.--anCes haces durante la interfase entre el 

endoplasma e:i flujo y el citcplasma cortical estacior.ar~o, todcs 

los ~ilarne~tos tiene~ la polaridad a¿ecuada para ~=ve~ ~~a rniosi~a 

endoplasmática en la dirección del flujo del encoplasma (Kersey et 



al., 1976). Las miosinas están localizadas en los organelos 

endoplasmácicos (Grolig et al., 1988) lo que apoya la hipótesis de 

que los organelos muescran movimientos dependientes cel ATP a lo 

largo de los haces de actina. La regulación de la interacción de la 

actomiosina podría ser controlada po:?:" CDPK, ya qt:e existe un 

homólogo characeano localizado en el retículo y organelos, así como 

a lo la=go Ce les ~aces de actina (Grolig et al., ~9S8}. 

Células di=erenciadas 

;..e tina 

Los microfilarne~cos individuales se agregan en grandes ~aces, 

diferenciados en las plantas vasculares. Estos haces se obse:?:"varon 

inicial!71e::te por mic:--oscopi.a electrónica, au:1que su organización 

:meje::- pé:r Ce 

epi fluorescencia (?archasarat.hy, 15'85) La orient.ación del 

citoesquele:c de actina coincide con la ::cr::ia Ce la célula 

{Parthasa:::a-:::y, 1E-85) .. "t.sí, e:-1 las células el:::>::igadas ~¡;e tie:1en un 

vigoroso =lujo citcplásmico, como el cejiCo vascular Ce la ::-aíz o 

las capas epiderrr1ales de las hojas o los coleóptilos, el 

citoesqueleto de actina consiste de grandes haces subcorticales 

conectc:dos a una :r-ed periférica Ce elernentcs más fines, a:rtb~s con 

una orientació~ lcngitudinal. Las células esféricas cc~o las de los 

al., 1991} o el tejido Ce la fruta (Parthasarathy, 1985) contienen 



redes tridimensionales de actina pero sin una orientación 

prefe:?:"encial. 

La función dominante de los grandes haces subcorticales de 

actina en las células elongadas, es producir el flujo citoplásmico 

o de organelcs. Existe evidencia directa de que los haces q-.:ie 

contienen actina F generan un movimiento unidireccional qi..:e solo se 

haces {?arthasara~hy, 1985). 

~·..:e se 

actina periférica podría generar el movimiento individual de 

c:::gar:.elos 2.985) 1 

_,... _______ _ 
c. ......... ~ ..... c:. .. .1.1... ':::: ::1-..:.jc 

citoplásmico organizado no es una característica común en la región 

cortical de la ~ayoria de las células. La actina periférica podría 

citoplasma parietal. La ~icroscopia electrónica ha rncstrado 

asociacic:les r.ti.:y ce=canas e:-it:?:"e la act:.na cortical y el ::-e:.íc·~lo 

periférico está inflt:enciaCa por la éc~i~a \~~chcscheiC~, ~e a~., 

1990). Otro proceso con el que se ha vinculado a la actina es en la 

distribución pelar de orgar.elos, especialmente en el movimiento de 

les estatoli\:OS (3t:c!"len, e:t al., :!..993), y el a:iclaje ::e los 

cloroplastos pa!:"a mc.ximiza:!:" la absorción Ce luz {Cox, et al., 

1987) . 

Las células vegetales que se expanden por cre:cirnie~tc apical 



son un valioso material para estudiar la organización y función de 

la actina. Los tubos polínicos preparados por fijación química 

muestran gruesos y ondulantes haces de actina con una organización 

axial, prominentes en las regiones subapicales pero también se 

extienden a lo largo del tubo (Heslop-Harrison y Heslop-Harrison, 

1992). Los métodos alternativos para la preparación del tejido han 

revelcdo u~ ensarn;:,laje más co:r;;;J.ejo de haces :rii..;y fi::.os y filarne:;ccs 

individuales tarnbié!"l p!:"ec5.o:nina::t.e:nence axiales (La:-J.celle, e:: al., 

Los elementos tubulares del RB y las ve.cuelas se encuentran ligados 

a este cit.oes~ueleto cc=t.ical. 

Proteínas asociadas a actina. 

:.:.po ~ . - . ~ cl.=e:.--enc.:.aco, 

en el que la localizació:i de la miosina está mejor est.uóiada. La 

miosina se encuentra asociada con las superficies exteriores de 

orga:-!elcs co:no les a:r::iloplastcs, las ~i toco:1C.rias, las vesicu2.as 

precursoras de la pared, el nócleo vegetativo y la célula 

ge~erativa (Tang, et al., 1989) 

CDPK colocaliza con los haces áxiales de actina F en los tubos 

polí~icos (?~tma~-Evans, et al. 1 1989). A dife~e~cia de la ~~asina, 

CDPK no ~uestra distribuciones puntuales indicativas Ce una u~ión 

Chara TIO se obse::va e:i les tubos poli~icos. 



Células vegetales en división 

Actina 

Me concentraré en la organización del sistema de MFs de dos 

tipos celulares en división que muestran características diferentes 

de arquiteccura: las células, alcamente vacuoladas, de cultivos en 

suspensié~ y les células ~eristemáticas Ce la p~nta Ce la raíz. 

Dura:-li:e la inter::ase, la orga:-~izac:.ón del citoes(!ueleto Ce 

- . - . -c:.::ere:-::c:.acas. Se 

al azar y en algunos casos acomodados en fcrmacio:les transversales 

desaparece cuando estos tipos celulares entran en mitosis. En las 

células altamente vacuoladas una red de acti~a persisce a lo largo 

núcleo y el huso micót:ico {Ka~i:not.o y Shibao:o(a, 1987; 7raas et al., 

1987; Llcyd y Traas, 1988). !..ics fila::ientcs radiales de ac¡:ina del 

a las paredes celulares ad~racentes. Esta observación ¡levó a pensar 

a Llcyd :r· ':'::-aas {1988) q\.H: es~a actina juega un papel est.r:ict:-._¡ral 

esencial en el alineamiento del plano de división de las células 

vegetales. 

En contraste, e:-i el caso de las cé:!...ulas :r1eriste::-,áticas, la 

desmantelado durante la p:z:-ofase (Cla~rton y Lloyd, 1985; !·~cCurdy y 



Gunning, 1990). En el trigo este desmantelamiento es precedido por 

una completa reorganización del cicoesGuele~o cortical de actina en 

formaciones paralelas, t!:a:-isversales al eje de la célula, de 

filamentos corticales (McCurdy et al, 1988; McCurdy y Gunning, 

1990) . Una vez Gue estas formaciones se desorga:-iizan, norrnalrne:-ite 

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

El co~senso e~ la crgani=aci6~ de les MFs ~eaparece durante la 

citoci::esis, ,_ -~-:--
-C:. C:."- ... - •• C. el :ra;;:noplasto 

1987; los complejos 

fragmosomales de células de cultivos en suspensión se demost:::-6 que 

estruc~....::.-as 

tienen una polaridad neta co:-isistente con el transporte 

unidireccio~a2 de vesículas ~acia la placa de división (Kakimoto y 

huso mitótico e::! alqu.nas células, pe::::"o la evidencia apunta a que no 

participa e~ ge~e::-a:.- la =~er=a ~ue separa a les c~o~cso~as {Easkin 

y Ca:ic.e, 

orient:ación e int:.eg::-iC.ad est::-uci:u::-al del :'"luso ac::-o:ré.tico (Scb .. rnic y 

Lambert, 1990; Traas et al., 1989; Cho y ... ;ick, 1990}. 

La evidencia arriba comentada sugiere diferentes funciones de 

la acti:i.a d':..::::ante 2.a :ni tesis. ::::·::! las células vacuoladas, por 

ejemplo, los filamentos de actina participén ta~to en la ~igración 



contraste, la migración nuclear y la formación del fragmosorna no se 

observan en las células de la punta de la raíz, así c:;ue les 

filamentcs de actina no se requerirían e:i este caso. Los filamentos 

- de actina en varias células vegetales son sensibles a los fijadores 

químicos (McCurdy y Gunning, 1990), por lo c:;ue el progreso en el 

conocimiento de su organización durante la mitosis sólo puede ser 

alcanzado Cesc.rrolla;iC.o téc:-:icas de ;.rE::;:a.:::ac.:..c:i ql.:e ;>e~ite.:1 

visuali=a!'." las :::c::-rr,ccic~es .=.el ci-:.::~squele':.o Ce =.cti:i..a CC:-:1~ 

electrónica o la i~-~unofluorescencia, para los cejióos vegecales. 

Proteínas asociadas 

Sólo la cade~a pesa~a de la miosi~a (?arke et al., 1986) y 

CD?K (?~tna~-Eva~s et al., 1939) ~a~ si¿o lccal~=a¿as e~ células 

vegetales dura:ite la di visión. La in..~i..:noflucresce:lcia de ambas 

proteínas muestra su acumulació~ en el :ragmoplasto. La polar~dad 

estructura apur:.t:.an nac:.a un sisterr.a Ce actorr:icsina para el 

transporte de vesículas hecia la placa Ce división, posiblemente 

:regulado por ca0
• via CD?K. 

Células vivas 

Los !,~Ts _ los MFs se hcn cbse:::vaC.o e:1 las células vegeteles 

:i.5 



vivas y su dinamismo se ha registrado durante la división, el 

crecimiento y el desarrollo. Al examinar las células vivas de los 

pelos de les estarr.bres de Tradescantia, que fueron inyectadas con 

faloidina fluorescente, para marcar los MFs, se revelaron nuevos 

aspectos de la preparación del sitio para la división y la dinámica 

del citoesqueleto fragrnoplástico. Durante la profas e los 

nicro~ilame~=cs a~a~ecen en todo el cortex celular, q~eda~do los de 

la regi6:1 ¿e la ba:1da prep~ofásica (B??) alineadcs cransversalemte. 

perrria:-.ece:"l a;.;se::ttes a lo largo Ce la división. D".J'.!:""ante la 

citocinesis los rnicrofilamentos surgen Centro del fragmóplasto, 

orien~adcs pa=alelcs a los ~~s, pero excluidos ¿e la =c~a en do~da 

los MTs se sobrelapan y en donde las vesículas de la placa celular 

se agrega:i. Los H?s del fra.gmoplasto, Ce u:1a fo:::-rn:::. simila!." a la de 

les !·::-s, Ce y 

eventualmente se desensamblan cuando la placa celular se ha 

terwi~aCo (Eepler, ?.K. et al. 1993). 

Transducción de señales 

En las células eucariotas, las enzimas fosfatidilinosi tol 

4-hiórcxi cinasa ( ::>T cinasa) y fosfatidili~ositol-4-fosfato 

5-hiC.rcxi ci:1asa {PI? cinasa), so:i ::-esponsables Ce la fo~rr,ación de 

les 

fcsfat.:..Cili:-;csitol-4, 5-bisfcs:ato (?IP.:). E:1 las células ~.regetales, 
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se había considerado que escas cinasas est:aban exclusivament:e 

asociadas a la membrana, con la mayoría de la act:ividad en la 

porción interior Ce la membrana celular, pero se pudo de~ostrar que 

una porción significativa de la PI cinasa está asociada y reside en 

la fracción citoesquelética. Estos descubrimie~tcs sugie:::-en que las 

vías de biosíntesis de polifosfoinosítidos en las células veget:ales 

el ?!? e~ si ~ismo ~~ede jugar un papel ó~ico en la mod~lac:.6~ ¿e 

la Ce 

(:·:·..:. l 9?2 i . 

detecte.Ces act:.v:..=.aces Ce y 

diacilglicerol {DhG} ci~asa en la fracción citoesquelética aislada 

de zanahoria. Las actividades de cinasa de lípidos están asociadas 

con la fracc:..é~ de fila~e~tcs Ce act:..na aislada Gel citoes~ueleto. 

incrernenca significat:i'\7 amence después de que las células son 

celu:!..=.:::-, e:! ca::-.bio 2.a act:iv:..Cad de la !:-...Z..G c:..::asa ascc:..ac.a a la 

fracció~ de actina F no fue a~ectada por el t=aca~iento. Los óacos 

indican ~ue al menos una for:r1a de ?I, ?I? y D~G cinasa se asocia 

preferencialmente con los filamentos de actina y/o proteínas 

asocia¿as a acci:::a, q-.;e c:ctiv:..CaG.es 6.e ?! y ci:-iasa 

asociadas al citoesqueleto pueden ca:.1~iar e~ ~espuesta él esti~ulo 



Relación con la nodulación 

Se ha sugerido que durante el crecimiento hacia el interior de 

los hilos de infección que produce Rhizobium, la planta debe de 

utilizar los procesos normales de crecimiento y división celular. 

Al iniciarse el hilo de infección, los procesos normales del 

crecimiento apical Ce la pa:::ed celular e~ el pelo :::acicular parecen 

estar invertidos .. =-.sí, una célula que ::iormalrnente crece hacia el 

de la cél~la del pelo ra~ic~:ar. El exame~ cicc:6gico del 

crecimie~to apical de les peles radiculares no i~fectadcs ~cstró 

conecciones citoesqueléticas entre el núcleo y la punta del pelo 

radicular e~ creci~ier.to (:..;..cyC, al. :987). ?a::ece::::a qt:.e el 

inicio del crecimiento hacia el interior del hilo de infección se 

lleva a cabo por u~a restructuraci6n del citoesqueletc, el cual 

de la pared hacia el extremo en crecimiento de la célula. Sin 

embargo, r.o es claro como esta resp~esta citológica puede estar 

asociada a les eve~tcs de se~al~zac~ón de la superficie celular 

(Brewin, N.J. 1991). 

Mientras que el hilo de infección invade a la célula en la 

capa más externa del cortex, su curso por las subsiguientes capas 

celula!'.'"es se encue::it:.ra p~eCe-ce:r-r.1i:;aC.o en el t.ej iCo como una 

sucesión de ce lulas dediferenciadas con núcleos centrales 

(fragmoscma), <;:'..!e se a.l.i;;.ea ce::. una tira s.i:-::ila!:" en las células 



inmediatas arriba y abajo en las capas celulares del cortex. Estas 

tiras delinean el curso del crecimiento del hilo de infección. Se 

han observado patrones frag:nosómicos transcelulares similares en 

Tradescantia en donde los Mrs de actina juegan un papel importante 

en el acomodo del f:::-ag:nosoma, el aparato t.ransvacuola:::- que anticipa 

al plano de división, y en la formación de un sistema supracelular 

demostró l¿:s células epiCermales de la hoja de 

n~e\rcs -. i ;:;- r <::::: .::------....,- -· .. . ---·· ::::-. , ..... -""\ ---. ------· 2. .i.::eal es, 

rodeando a les ~a~os p~~tua:es. Les n~evcs planos de división se 

alinearon a través de las células, en lugar de estar las uniones 

min después del daño, la tinción con rodamina-faloidina mostró que 

un cintu:::-ó~ Ce =i~cs :ilame~tcs ccrticales se desarrolla paralelo 

al Caño. 

la pared aCyacente al daño, implicando una pronl!nciada asociación 

de fila.-nen~cs Ce acti::a ce:¡ e.!. :nS.cleo. La =nigración pueC.e se:: 

inhibida ¡:e::.- c:..rcca~as.:..::a :::i cc::::i::T."cando el papel Ce la acti::a e:;. la 

t:rat:..."Tiar.ot:a;.:is. l·~é.s ca::C.e, les filamen-c.cs de act..i~a :Eue=c:i viscos 

alinearse Ce célula a célula, paralelos al daño, an~icipando el 

futuro plano ce división. Por último los filamentos de actina se 

acumulan en e~ plano a~ticli~el, por toda la profundidad celular, 

contribuyenóo de este modo a la formacién del fragmoso:na. Se hs. 

rn5cleo cc:1 el co:::-r:e:·: _ ade~ás cc~t~e~e fila~entos de ::cti:;a. 



Los filarnnetos de actina están entonces participando en los 

estadios claves de la migración nuclear y en el alineamiento del 

plano de división (Goodbody, K.C. Lloyd, C.VI. 1990). 

Existen algunas similitudes interesantes entre la orientación 

en la formación de la placa de divisió::1 del tejido dañado y la 

orientación y el crecimiento de los hilos de infección en la 

corteza de la :..-aiz de la legl.U7'li::iosa. a) r:-...:::-a;:te la i:-1fección cc:-i 

-~hizobiuzn, les céli..;las ccrticé.les e:-:te::-:-~as q\;e ::iuestran frcgmosomas 

orientados no e~~::-a~ en ci~cci~ss~s, a~~q~e se ~a llevado a cabo ~a 

la orientacié~ y la pcsici¿~ de la fcr~aci6~ de la placa celula= en 

el tejido dañado, tarr~ién determina la orientación y la posición 

del desarrollo dél hilo Ce . - . , 
~n::.eCC.10::1 CO:°'l 

Rhizobium, se postula que se usa una maquinaria citoesquelética 

similar en a~bos casos. e) Aunque la placa celula~ c~ece e~ des 

hace como una est~uctura cilíndrica que se ramifica ocasionalmente, 

su composición es mt:y similar, y a:r:.Oas c::::-ece:-i ¡Jcr la ac1.::..i.-r.ulació:1 de 

vesículas Ceri-..:adas del a;:ara-:o Ce G0lgi. d) _::._si cor.1::> la placa 

celular madura se debe de f~sic~ar perpendicularmente ce~ la pared 

celular madre para escablecer la continuidad Ce la pared célular 

nueva y _la vieja, y para crear un espacio en la nueva unión 

intercelular, el ~ilo de in~ecci6n al ava~zar se debe de fusionar 

y disolver localrnente con la cara proximal de la pared celular 

intercelula:::-. De esta :or:-rta, el procese Ce la fcr:r1a.cién del hilo Ce 

....:· ... 



infección puede ser reiniciado en la superficie de la célula 

adjunta. Estas analogías hacen tentador sugerir que los hilos de 

infección crecen de una célula a la siguiente "asaltando" las 

estructuras ci toesqueléticas· que son creadas para responder al 

estímulo que produce el daño. (Brewin, N.J. 1991). 
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PROFILINA 

La profilina es una proteína que se encuentra ampliamente 

distribuida en las células eucariotas y se une a los monómeros de 

actina secuescrándolos reversiblemente en U" complejo de al ta 

afinidad Q'l..:e in:'.-libe la polime-:.-i::ació~ Ce la acti:::a. =:ste cc:71plejo 

se disocia i~ vicro e~ :::-espuesta al t::-a:a~ie~to e~~ les 

I~icial~e~~e se aisl6 

profilina (Carlsson, L. et: al. 1977). ~n esce crabajo se propuso 

que la asociación reversible de actina con prcfili~a provee a la 

célula con un mecanismo para el almacenamient:o de actina rnonornérica 

y el :r-eca:n'.bio cc:::t:::-olado de rnic:r-ofila::te:-;tcs, de ahí que su !:!c:nb!:"e 

sugiera la p:::-ofil:..::a o e.a a les 

microfilamentcs. 

Distribución 

La profilina no estaba restringida al bazo, se encontró en una 

gran variedad de tejidos y lineas celulares cultivadas (Carlsson, 

L. et al. 1977}. ?oste::-ic:=:-me:1te una p:::-c~eÍ:1a qce inh:..bia la 

polimerización de actina fue purificada a homogenidad de e;.:tractos 

en el hc:7~!'.'e sugirie:::-0:1 qi_:e la :;:::-o:i1:..::a i!:a a se:::- ta:i t:bicua cc:-=:o 
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la actina en las células eucariotas (Reichstein, E. et al 15'79). Se 

descubrió la presencia de profilina en el esperma de Thyone 

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

contra la p'.!:"ofilina de .z.canthamoeba reaccionaron con un polipéptido 

de 11, 700 Da de ?hysarum pero con ninguna proteína de Dyctyostelium 

o Naegleria (Tseng, ?.C.H. et al 1984). También se purificó 

s~militudes est::-~ct~=a!es y fu~cic~ales ce~ !as ~::-c~ili~as aisladas 

clonó la region codi.ficanc.e corr1p~et.a y ext'.!.·e:11cs =· _, y 3' Ce la 

p::-o:ilir:a ~e :71;.c::-é:agcs Ce ::-ató~ n·:idaC:a, J.S. e~ al. 1989). E:i 

levadu:r-a se clonó el gen ?FY que codifica pa:ra una p::-ofilina 

(Magdolen ec al, 1388). Se clonaron y secuenciaciaron dos genes de 

profilina en ?hysart.un polycephalum (Einette et al. 1990). En 

plantas, e:r:¡:lea:ido la :::.-acci6:i :;:g:=: Qc.1 sue::-o de t:n i:ldividuo 

alé::-gico al polen, se aisló Ce ~:1 ba~co ce expresié:l de pcle:1 Ce 

Betula verrucosa un cDh'.?._ con homología a la prcJfilina (Valenta et 

al. 1991). 

Regulación de actina 

Se de~cst~ó que la asociación con p~of ilina es suficiente para 

explicar le !=·ersistencia del estad.o mono:nérico de u::a parte de la 

accina en los excractos de bazo, además, la profilina de bazo se 

poli::.eri=a1:le p~reciCo e:.. aislado de ;:;a=::i (C.a::-:!.ssc:i, !.... et al. 
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1977). En el trabajo inicial con la p:::-ofilina de .l;cantha,"lloeba se 

mostró que regulaba la polimerización inhibiendo la nucleación. En 

sistemas reco:istru:ídcs, inhibía la velociC.ad i:licial de 

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

polimerizada. La inhibición podía ser revertida agregando n~cleos 

de actina F sonicados (Reichstein, ~- et al 1979). Se consideró 

veces la velociCad del intercambio del hT? en solución, con el 

unido a act.ir~a G de músculo (Moc1'.ri:-.:., s.c. :~c.:-:--;, :=::.D.1;oc). Los 

estudios bioquímicos posteriores en .Zicanchamoeba demostraron que la 

p::ofilir:a ir:.!1.ibe la ·~·elociCad de nucleaci.Ó:1 de lt! poli::rie::-i=c.cién Ce 

Ce 

la concentración de la actina F en el estado estacicnario. El 

p::cfili:ia a soluciones Ge a e tina causa su 

depolimeri=a~i6~ y !as ~is~as co~ce~tracic~es e~ el es=a6o 

estacionario son alcanzadas, ya sea que la pro~ilina sea agregada 

antes de iniciar la polimerizac:..ér:, o u~a vez completada est:a. La 

profilina también inhibe la actividad de .:..T?asa de la actina 

rno:;omér:.ca, sienCo el co:11plejo p:::-o::ilc.ct:i::a co:npleca::--.e:-.":e inac-civo 

(Tobacman, L.S. Korn, 3.D. 1982). 

esper:r-,a Ce .!.:.:.::-;ul ~s) a e:·:tract.os de ThJ-'C."";e, les mc:-:é::-:e:-cs Ce a ce i::a 



rapidamente se ensamblaban en estos filamentos. El ensaIT~laje sólo 

se da en una parte del haz, la punta preferida de adición (extremo 

"+"). Se demostró la presencia de un encapuchador (caper), ya que 

la actina exógena se ensamblaba en ambos extremos. Cuando la 

profilina se agregaba a los haces de Limulus, la adición de actina 

al lado no preferido de crecimiento (extrer.lo 11
-") se veia inhibida. 

Esto gene~ó el siguie~te ~odelo para expl~car ce~~ la ~~cfili~a 

puede ~egula~ la rápida extensi6n del proceso acrcso~al i~ t'ivo: ~l 

disponible para ~nir cero mon6~e~o de acti~a (?~!~e~', ~.G. et al. 

1983). En este modelo; un monómero de actina unido a una profilina 

no puede participar en la nuclec::.ción o su.1.arse al e:...:tre:r-10 " - " óel 

filamento. Se puede sumar al extremo "+" del filamento. Cuando la 

profilir.a está ·..:niC.a al extre:no 11 + 11 C.el filamento, los r:-1:::-n6:7lercs de 

óe actina se disocia a su usual velocidad (?ollard, T.D. Cooper, 

J .. ?\.. 1984). 

E:1 :::e=.:..cio:-::es hec:::as ccn 

electrónico se ha cbservado que las altas concentracio~es de la 

profilina Ce Acanthamoeba inhiben la velocidad de elongación de los 

filamentos de actina muscular en 50 mM KCl, pero el efecto es 

:nínimo e:1 50 ::'.H KCl con 2 ;;111 !·~·~C:l2. Usa::6.o el ca::-bio Ce 

fluo:r-escencia e:i acti:;a de ~..;cantha...lioeba rriarcada con pirenilo para 

previas Ce le. ;;rcfili~a la r:i..:cleació:1 
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con más fuerza que la elongación, bajo condiciones fisiológicas 

(Tseng, P.C.H. et al 1984). 

A concentraciones similares las dos profilinas de Acantha~oeba 

prolongan la fase lenta (lag) de la polimerización de actina, e 

inhiben la elongación débilmente en el extremo "T" y con fuerza en 

el extremo "-" del filamem:o (Kaiser, D .. " •. et al.1986). 

Al reexa~ina~ la i~teracción de la ~~cfil~~a de pla~~etas con 

la aci:ina cbt.uvo evide:;cia Ce que sec'l.lesr.ro Ce 

;nonómercs Ce ect ine e!"! ;_.::--1 co:nple: o l: 1 ce:: _-::. ; :--e:: i l i:-::a :-!o puede 

de la act.ine.. Cua:::5o i:::Stá u:1~C.a la prc::ili::a a la 5.!::t.ina se au...11e~t.a 

mil veces la velocidad óe disociación del .~T? y también incrementa 

la velocidad ó.e disociación del ca::·. i..a sirnulació:-i cinÉ:t.ica rnosr.ró 

que la profilina cambia entre los monómeros en subsegundos lo que 

le permite cataliza~ el ~~te~ca:r:bio de nucleét.ido. Les e~sayos Ce 

en la elongación de a~bcs ext.~emos del =ila~enr.o; inhibe más la 

elongació:1 Ce la ac~ina de plac;:uetas (!:"...le la Ce r:-:::sculo, siendo 

fuerce inhibición de la polirneri=ación. Se sugiere G~e les efeccos 

observados in vicro son mejor explicados por un envenenamiento 

catalítico de la nucleación y un encapuchamiento débil. hunque las 

plaquecas cc~~ie~en sólo 1 p~c~ili~a por 5-10 ~cl4c~:as de ac~i~a, 

estas complejas reaccio~es le per~iti~ian a le profilina tener una 

Clermc~t et al. 199lbl 

26 



Afinidad por actina 

Estudiar.do el aun1ent.o en el intercabio del ATP unido a la 

actina al agregar profilina, se demostró que la profilina y la 

actina forrnan un complejo 1:1 con una Kd = 47 µJ.1 y que la unión de 

la profilir.a con la act.ina es rápida y reversible. El complejo 

E.D.1?80). , -
-"' 

reacción entre la profilina Ce l"1can\:.ha..moeba y la actina óe músculo 

de 60-80 µg, sin relación con las conce:r¡c.!:acio:¡es Ce KCl y l·ígCl2. 

La concentración crítica ( [C]l para la polimerización de actina y 

la Kd para la i~teracci6~ de acti~a y profilina so~ in¿epend~e:1~es 

[Cj de 

la cantidad de profilina unida a acc.ina en el estado estac~cnario. 

Como consec~e~cia, ~a ~resencia de prof:.li~a a~plifica el efecto Ce 

pec;uef:.cs ca::-.;:::..c:s s:-~ 2.a [C] Ce ac~:.::a scl:::e le. cc::ce:-;t:-aci6:1 Ce 

actina F (Tobac~an, ~.s. Kcrn, E.D. 1982). 

Utilizando los haces de Limulus como nócleos se determinó la 

[C] para el er.sarnblaje de cada uno de los extremos y la Kd del 

10 µM (Til::Ej.', !.J.G. all.933 l. 

profilina se pueOe ~nir canto a rnonóme~os de acti~a con una Kcl de 



de actina y otra para la unida a actina en el extremo • +" del 

filamento. La afinidad por el extremo es 10 veces menor a la del 

monórnero, presu......-iible:ne:-ite debido a la diferencia en ccnfonnación de 

las dos formas de actina o a impedimentos estéricos al extremo del 

filamento (Pollard, T.D. Cooper, J.A.1984). 

La profilina aislada del cerebro i:icrernenta la velocidad de 

intercambio Cel ::·.:c~e=.t.iC.c Ce ac~:.::a ::; ::o:i _:._T?, al ic'..le.l c·.:e la 

cc:r:plejo ;:·Yc..:.:.:::..c.c:~i.::a Ce ::...::. _ 111." .---· 
:nH KCl (Kis::-!ida, =:.1.;.ss). 

La Kd pe.::-a -e:. fc:::-::-.=.:::.é:: C.el cc·::-:;:lejo p::-c::ilacci::a de los 

rnacrófagos del conejo fue 3:0.8 µM. La afinidad de esta proteína 

por actina no . . - . . . 
s~gni::icat::..vE.me:::t.e en pyesenc.la Ce va:r ::.c.s 

concentraciones de KCl y MgC1 2 , siendo el complejo estrictamente 

dependiente e~ la [CJ de act.i~a y e~ la co:ice~t.ració:i de ~ro=ili~a. 

acumentina, una p::-oteína Ce macrófago que inhibe el intercambio de 

monómeros de act.ina en el extre~o del filamento. Las bajas 

en la conce:n:ración es;:i:maca cEl complejo profilac;:ir:.a. Si el 

complejo gelsolina-calcio, que bloquea el intercarnbio al e:-:;::?:"e:r10 

11 + 11 Cel filamento, se agrega a las solucio:-.ies con p!:'ofilina y 

act.ina en cc~ce~t=acic~es subes~equeo~étricas, 

incremento en la concent.rcción estimada del co:nplejo profilactina 

:.~. 



MgCl 2 , la Kd para la formación del complejo 1:1 ent:.-e la profilina 

de Acanchamoeba y la actina de hcanchamoeba es de 5 µM. Cuando la 

actina es modificada po:.- la adición de un gupo pi:?:enilo en la 

cisteína 374, la Kd incrementa a aproximadamente 40 µM pero la [C) 

(0.16 µM) no cambia. La afinidad mucho rrés baja de la p:?:ofilina por 

la actina modificada explica las anómalas curvas de [C) obtenidas 

y la velocidad de elc~gacit~ ~el filame~to c~ando la polimerización 

Ce la ac\: i:-.a 

Ce };.:;saC:::s er"! la - . . ~ c:.spe::::-s:.c:: Ce 

luz de la acti:-H:! sin r.io·:=i.::.:cacio:Jes en p::-esencia y ausencia de 

profilina dieron resultados similares para la Kd (5-10 µM). Es;::.as 

[C] a¡:.a::-ente de , -
~e a e tina 

F en el estado estacionario con todas las concentraciones de actina 

hasta 20 µ!~ y pcr la i~hibició~ de las velocidades iniciales de 

dímeros e:-itrecru::ados co".Talencemente. En la misma solución 

amortiguadora, pe::--c co:i .~.D? e:i vez de -~TP, la [ C] Ce act ir:a ::-es·J.l tó 

ser ::és alta (4. 9 µ!-!) y la :{:l Cel complejo p::-ofilact:.:1a más !:n~ja 

tanto para la actina no moO.ificaCa (l-2 µ.1-1), co:no para la 100% 

pirenilada (~.9 µ¡.¡) (Lal, ;._ .. :;. Korn, E.D.1985). 

El complejo formado entre profilina y actina de bazo de 

terne:::-a es r:-.ás fi..:e:.--te {Kd < O .1 µ1·1 en 50 :nl,~ }-:Cl, y Kd = O. 4 .uM en 

50 mM KCl y 1 mM MgC1 2 ) que el formado con la actina de músculo (Kd 

más ft:erte ~i..:e el Ce ;;rc=ili.:Ja y actina. Ge _.;ca.ntha.moeba. Hay 



evidencia de un sitio de unión de alta afinidad a cationes 

divalentes en actina, que parece regular la interacción con la 

profilina (~arsso~, H. and L~ndbe~g, U.1987). 

Tres diferentes métodos para determinar la constante de 

disociación entre la actina y la profilina de plaquatas mostraron 

que es entre l v 5 µH, este valor es simila:!'." con la actina de 

~úsculo (Goldsc~:.:idt- Cler:::tc~t et al. ~??~b). 

Afinidad por polifosfoinosítidos 

el ·.:.:;ico :!):::ese:1c:.a 80 ?'.Cl 

y concent:!'."aciones menores de 100 µM de ca=· disocia a la 

prof ilactir:a co:-.L la !:esultan~e pcl imer i zación Ce e;.-..~-·~;:¡. 

tiene muy poca actividad y el PI es compler.amente inactivo. La 

Tarr:.bié:i se caracte::-izó la interacción de la p:::.-ofili::a de 

plaquetas y las des iscfor:r.as Ce ce::: les 

PIP2 co:1 relativa c:lta afiniCaci (Kd = l µ1~~ pa::-a ?I?2 , Cet:.e::-::-.:.naOo 

por equilibrio en filtración en gel), pero interacciona débilmente 

con PI o IP::. 1-.mbas isoformas de .::.cantha.moeba tienen una menor 

afinidad p=::: ?I?: que la de plaq~et.as, pero la más ~ásica 

(p!.'"ofilina-II) ~iene una mayor afinidad (Kd 10 µM) q'-.:e la 

p:::ofili:'!as se ,..:::e a fosfatidilseri:::ia :;.i e :cs:a:.idi:!.coli~e. !.a 



diferencia en la afinidad por PIP2 es paralela a la habilidad de 

estas profilinas en inhibir la hidrólisis de PI?2 por la 

fosfolipesa C {PLCl scl~ble. La interacci6n de las p~cfilinas con 

PIP2 es específica con respecto de los lípidos y de las proteínas. 

En Acant.bamoeba las dos isoforrnas deben ten e::- funciones 

especializadas e~ base de sus afinidades idénticas por actina {10 

µM) y dife:..--e:-~t-=s efi:1idades pcY ?I?~ o-:aches~:y, !.;.1·~. et al.1?90) 

La p~0fil~~a aislada Ce plaquetas se u~e co:1 a~ta afi~idad a 

complejo Ce ;:::-c.:f:..li:-.. a con ?I?- es r:::. J.. :7 €:1 :¡;ice.las y 1: 5 e:-i 

bicapas. La p:::-cfili~a compite eficientemente con la fosfolipasa C 

citosólica fosfoinositido específica ¡:::::..e¡ de plaqü.et.as pcr , -
~a 

interacción con el sustrato PIP2 , inhibiendo la hidrólisis de PI?2 

por esta L.:=.s co:ice:1trecic:::es celula::.--es y las 

que la profilina es un regulador negativo Ce la ·~·ia Ce se!':ales de 

los =osfoi~ositidcs, 

al. 1990). 

El factor de crecimiento epidérmico y el factor de crecimiento 

derivado de plaquetas pueden estimular la producción del segundo 

mensajero incsitol t:::-ifcs:::a::o e:-1 células sens:.bles, pero la ·\?ía 

bioquímica para estos eventos ha sido incierta porque las 

-o::::,... ..... ~ r-.-::c .. ..: ............. - _.,.... _______ _ 

pu:::-ificad~s. v~ :~pe ~e reconstr~cci6~ posible requie~e ~o solo el 



factor de crecimiento, su receptor con actividad de tirosina 

cinasa, y 

profilina. 

la fos:olipasa e-gama 

Esta se une al 

l soluble, 

substrato 

sino también a la 

fosfatidilinositol 

4,5-bisfosfato (?!P2 ) e inhibe su hidrólisis por la fos:folipc.sa 

e-gama 1 no fosforilada. La fosforilac~ón de la fosfolipasa e por 

la tirosina cinasa del receptor anula el efecto inhibitorio de la 

?urificación y afinidad por ?oli-L-Prolina 

t.a profilina fue pu:?:"ificada a homogenidad de extractos de 

Acanthamoeba castellanii con un rendimienco del 30-45%, la proceína 

de amoeba era parecida pero no idéntica a la profilina aislada po:?:' 

ctro método del ~2=0 Ce terne:r-a y plaquet.as :n.:~1ar:as, e:1 do:1de se 

encontró acomplejada con actina (Reichstein, ~- ec al 1979). 

El análisis del extracto de Thyo~e con ~AG~-SDS mostró dos 

proteínas en una relación molar 1:1, actina y una proteína de 12.5 

Kd con un pI Ce 8. ~. Esta proteína se purificó ccn DE..Z·.E. Se 

concluyó que era profilina por su tamaño, punto isoeléccrico, 

relación molar con accina, incapacidad para unirse a DEAE y sus 

efectos en el ensamblaje de actina (Tilney, L.G. et al 1983) 

La profilina se pueCe purificar rned.iar~-::.e \.!:1 p:?:"ocedimiento 

basado en la cromatografía de afinidad Ce la e::=i:-na p~olil-

cro:matografia cc:-1 poliprolina 30,000 (7·uderman, L. e: c:l.1:?75). Se 

32 



purifican también por afinidad con Poli-L-Prolina otras dos 

proteínas (PBP-l,?BP-2) de embriones de pollo. PBP-1 compuesta por 

dos proteínas con un ?J.: de 15 y 42 KDa, siendo PBP-2 el producto de 

lS·KDa. Se confirmó ~ue la proteína de 42 KDa es actina por su 

composición de aminoácidos, inrnunoquírnica y por polimerización, 

además el complejo PB?-1 inhibe a la DN.?csa I. La composición de 

.......... ,..... - ~ l -: -. == :--------- ..... , 

afinidad. ..:;tu.e e~ compi¿;jo, mientras que la accina por sí misv1a no 

depuró y se utilizó para ais!ar la p:-ofilina y la profilactina 

rápidamente y en grandes cantidades, directamente de sobrenaCantes 

de alta velocidad (100000 xg) de extractos crudos, tanto de ~azo de 

ternera co;no Ce ~lacen~a ::iuma:ia. Las proteínas se :;:n..:ejen elui:::-

activas ccn 2:% ~!~SO. ~a p~ofili~a y las dos iso::cr¡¡-,as 

profilactina se pueden separar co!1 hid:r-oxilapatita. Los complejos, 

que tienen una alta actividad específica en el ensayo de inhibición 

de DN.::,.sa y p:-och...i.cen filattientos al ag::.-egar Mg=~, 

crist:alizar (Lindberg et: al. 1988). Se aplicó la poliprolina-

Sefarosa también para la purificación de la p=ofilina de 

Acantharnoeb.:;, J;::ctji·cs:eliu..-n y plaquetas. Lavando la :natriz co:i 3 11 

urea y eluyendo la p~cteí~a co~ 6-8 !~urea. El =e~d~~~e~~o es del 

doble de lo reportado ~~ estos sistemas utilizando ctros 

diálisis, lo c;·..:e se ::e:1.-...:.es:.:::a por: 2.a ::-iis::-.a capacidad d.e ;..::i:.é:i a 



actina y a poliprolina, la formación de cristales, el espectro 

idéntico en NMR y la inhibición de la polimerización de la actina. 

Tanto miosina II como a-act:.:-ii:-:.a se at::-apa:i en la rr,at:::.-.:::: de 

poliprolina-Sefarosa, pero esta inte:r-acción es debida a 

interacciones de la actina con la Sefarosa (Kaiser et al. 1989) 

La purificación de la profili11a de levadura rncst:::-ó que es 

(Valenta et al. 1991). 

Propiedades fisicoc¡uímicas, inmunológicas y estructurales 

una protei.na monomérica Ce 12-14 KDa, más pec;-ueña que la p!:"ofilina 

de mamíferos. ?iene una metionina y un pI de 6. 4 en condiciones 

desnaturalizan~es, ~n 2S% de al:a ~élice ~~ 29% de est:::.-uctura beta 

y contiene proporcionalment.e :nás alani:las y menos metioninas, 

leucinas y lisinas de lo que se había reportado para las profilinas 

de mamíferos {~eichstein, E. et al. 1979). u~a caracteri=~cié~ nás 

detallada Ce la profili::::;. de _;cc;:Jt!:.:.;;-¡oeba. indicó que t.iene t.::1 peso 

molecular de 11,700 determi~ado por sedimentación al equilibrio en 

:-:-::: :::-::::~ 

14000/H c:n. Les a::.~:.ct:e::-pos Ce cc::ejo c~nt:::-a le. ~::-0.J..:::..1:.::a Ce 



Acanthamoeba reaccionaron solamente con un polip~ptido de 11,700 

entre las proteínas de la amoeba separadas por electroforesis. 

Durante la cro:-r.atografía en DEf'.E de les extractos solubles de 

Acanthamoeba la profilina se separó en dos fracciones, una ~ue no 

se une y otra fuertemente unida. La profilina purificada de ambas 

fracciones fue idéntica por todos los criterios probados. La 

actina (~se~g, ?.C.~. e~ al. 2?84} 

-· c:c. .... ,.c.-.,-..;;:...- i: .......... -r--.-r~-:~-::: --- .... _ ........ ._ ... ____ -- !"'- -----··-

tr.i::ieci.J...:.si::a. T'azr.=..:.é:1 se e::cc::~~ó 2.a e:-.:;::::-esié~ Ce Ces isc::c.::-:r.as, 

las cuales difiere:"! e:1 5 pcsiciones. Estas profilinas tiene:1 u~ N 

termina::.. hiórofóbico y un COO:i con resióuos básicos. i.a región más 

conservada es la amino terminal que entonces se consideró la 

posible regió:-i Ce ·~nió:1 a acti:-:a (}-_'"':".!)e et. al. 1985). 

La prcfiliüa Ce .-=.ca .. i~ha.~-:Joel::;e pu::.:-i::icaC.a de acuerdo a :~c::.-:-i 

consiste en dos isoformas (profili::ia I y II) con el mismo peso 

molecular y reactividad a un anticuerpo monoclonal, pero diferentes 

puntos isoeléc~::-iccs, e:n crcmatog:::-afía ce 

carboximetil-agarcsa y :i?LC de fase reversa. Los pu::: tos 

isoeléc~ricos Ce la prof ilina I y II son 5. 5 y > 9.0 

respectivamente. (Kaiser, D.A. et al. 1986). 

La ~rofilina II de ~ca~:~amoeba fue secuenciada a pa~tir de 

péptidos trípticos y de péptidcs de ENPS-skatole. La secuencia es 

bloqueado el am:.::::i la 



posición 103, pero difiere en al menos 21 posiciones, concentradas 

principalmente en el centro de la proteína. Contiene dos residuos 

básicos más que profilina r, lo que le da un pI mayor U-'Tlpe et al, 

1988). 

La profilina de Acanthamoeba fue entrecruzada con actina via 

una unión cero isopeptídica usando carbodimida. El co~plejo unido 

file.ración :~ ~el, elect.roforésis y elect.rot.ransferiC.a a :r,e:rr:O::anas 

degradación de ~dman sólo dio secuencia del fragmento de actina, 

comenza:icio con T·rp-356. El conjugado fue digerido con c.ripsina y el 

péptido entrecruzado identificado por cornparació~ con un patrón 

secuencia de a~~~oácidos del peptido tripcico e~~recruzado dió cics 

aminoácidos cada ciclo. El orden corresponde a la actina comenzando 

en Trp-35ó y la profilina en Ala-94. Por la ausencia Ce 

amincácidcs-?7~ en cicles especificcs, se ccncl~yó q~e el Gl~-364 

de actina es~á entrecruzaáo con la Lys-115 de la profilina. Los 

experimentes ccn las isoformas I y II de profilina dieron idénticos 

resultados. ~a región de entrecruzamiento es homóloga a secuencias 

en encapuchaC.cras Ce ::::ila:ne:::t:.cs, 

gelsolina. (VanCekerckhove, J. S. et:. al 1989) . 

:.. 2 :: : : :::-:-.:.. 2 

profil~~a e~ ~arnifercs, e~ dc:::de la p=ofi2actina p=epara¿a del bazo 
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de ternera puede fraccionarse con hidroxilapatita en dos picos. Uno 

con gama actina, el otro con beta actina, existiendo una 

equimolaridad de arr~as proteínas. Las isoformas de profilina (I 

intacta, II sin el glutámico y la tirosina carboxiterminales) se 

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

PI tiene pI de 9.08 y PII son dos isoformas de 9.12 y 9.18 (Segura 

& Li~~berg. 1?8~}. 

(Larsson, H. anó Lindberg, U.1987). 

La profilina é.e bazo óe ternera es un su:Ost.rat:o i."'1 ·v·itro de .la 

proteína cinasa e (PKC) purificada de la placenta humana, con una 

~-n a;ia:r:-ente ce 4t µH. El ?!?: es u:i act.i·-..~acc:- efectivo Ce la 

13 veces e::i la vrr.lf..>: con un efecto de la mitad del máximo en ~O 

µg/ml. La acció~ del ?IP~ no fue iguala.Ca por fosfatidilserina, 

áciCo fcs::ati.dico o fosfci:"lcsitcl, c;:ue el 

::csfatióilinosir.ol monofcsfato fue leveri'lent.e estimula:-ite. =:;"J. 

cont:raste, la fosforilación ?KC dependiente de la histona tipo 

III-s, la proteína básica mielina o la i·ipocc::.--tina-I no fuere:! 

afectadas pcr ?I?~. Se sugiere q~e el ?I?: ~odif~ca la ~at.~~aleza 

de las inte~acciones profili~a-?~C (~a~sson, 19&8). 

:.:: t e'.:7.""r::il ec·~l a:?:"", que ~n disc~e:o 

3/ 



monornérico•, compuesta por cintas de actina mantenidas en su sitio 

por colunmas de moléculas de ~::--ofilina, acuñadas entre subunidades 

de actina vecinas y corriendo perpendiculares E:. le:.s cintas. La 

comparación de les datos cbtenidcs con microscopía elect::-ónica, 

difracción de rayos X, espectroscopia, y bioquímica de la molécula 

de actina sugieren que una simple transfo:=:-mación relaciona a las 

nucleótióo Oepenóient:.es y coopera-civos cier1cro C..:1 iilam:::nco óe 

en el com;ilejo actomiosina (Schut:::, e.E. ec al. 1989). 

La profilina recombinante de polen expresada e~ ~ coli 

tiene una alca afinidad por poli-L-proli~a. Los Ig3 Ce los 

individuos alérgiccs se ~~e~ ~a~~o a la ~~ocei~a ~at:.~=al y 

recombinant:.e así como a ~a !1t.:..<1ana. i.ia profi::.ina h1.:.mana y la Ce 

polen induce~ pro¿ucción cie hiscamina en individuos alérgicos a 

profilina pero no e~ alérgiccs a otros ale~ge~cs áe pla~tas. ~a 

similituá es~~uctu~al ¿e estas p~c~eir.as pod~ia se~ ~a ~esponsable 

de mantener los títulos de Ig~ en el tipo I Ce ale~gia {Valenta et 

al. 1991). 

Localización y concentración celular 

- 2.8. ;.:.o:::._:.:--.:=. 
- . . .. -::.:..st.::.-:::.·..::.::.5. 



se calculó que el 2% de la proteína de la amoeba es profilina y que 

la concentración de profilina es de 100 µmol/litro de células 

(Tseng, et al. 1984). 

La inmunolocalización ultraestructural de la profilina en 

leucocitos humanos y plaquetas demostró que en ambos tipos 

celulares una fracción significativa de la profilina se encuentra 

de act2~a ~r otras estruct~~as discernibles (~ar~~=-~g, et al. 1989). 

Función in vivo 

Se ha documentado el surgimiento reversible de complejos de 

alta afiniáad de profilactina en extractos de plaquetas al 

activarse. Se utilizó poliprolina-Sefarosa para extraer la 

profilina, y se Ceter:ninó la p::-oporció:J Ce ést.a \.:::i:..C.s a acL.::..:-.a ce:: 

la suficience afinidad para soportar la óiluci6n. Se ¿emost~ó que 

las plaquetas en descanso no contienen complejos de alta afinidad, 

pero la estimulación con t:-orr.bina los gene::-a e:1 segundos, y 

desaparecen 5 min después de la accivació:1. La disociaci6n ¿e los 

complejos se correlaciona ternporalmence con la aci.:--:-1ulación de 

actina en el citoesqueleto insoluble al detergente triton X-100 

(Lind et al., 1?87). 

La interacción especifica receptc~/liga::iC.o, G:U'= ge:-~e::-a las 

señales transme:r:::r!·cnales, induce la i::.."Tlediata polirr.e::-:-ización Ce 



actina para la fc::mación de estos microfilamentos. Una parte de la 

naturaleza !."'egulc.toria de este mecanismo es que el 

fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato se puede unir a la profilina, 

disociando el complejo prof ilactina y liberando a la actina para su 

polimerización. Esto sugiere que el ciclo del fosftidilinositol 

(PI), que juega · .. m importante papel en la regulación celular, 

neo:nic:..:1a, ..-..~-.-:..- ..,._._ .les 

polimerización Ce accina en plaquetas inducidas tanr.o con trombina 

caso de la trombina) la inducción de la polimerización de actina 

puede bloquearse con aspirina. La incroducción de ca:- en las 

plaquetes con el ionóforo A23187 o la estimulación de la proteína 

de actina; tampoco :a cóición corr~i~aCa de estos dos age~tes. El 

ácido retino:..co que iZ1hibe a la ?KC tampoco tiene efecto sobre la 

polimerizacié~ Ce acti~a i~Cucida pe~ t~c:nbi~a (Lassi:J.g, !. 

Lindberg, U. 1903}. 

Después Ce la acci·1tación ¿e las plaquetas, la asociación Ce 

profilina con la membrana incrementa reversiblemente. Siendo esta 

la rr1ás importante evidencia hasta la fecha de la interacción entre 

prcfilina y los fcsfol~pidos i~ vivo (Hartwing, J.H. e~ al. 1?89). 

La est.i:nulacié:i GUir;-.ictáctica de los leucocitcs 

veces e: cc-:-.:.e:-iiC.c a::t:.::a les 2.euccci:.·::.s 



estímulo la p:::-ofilactina celular está a su má:.;ima ccncent:::-ación. 

Después del estímulo se disocia el complejo, liberándcse les 

rnonómeros de ac~ina e~ 10 seg, llega~do la concentración de 

profilactina a un mínimo en (Q s ~, se mantiene constante mientras 

la célula se encuentre expuesta al quimicatractor (más de 30 min). 

Si se suspende el estimulo el complejo se reasocia en 20 seg. ~l 

estimular su ensamblaje dura::t:e la e)o:posición al quirnioat:r-acto~, la 

concentración O.e p:r-o:Eilina en los leucoc.:.ccs ?K.!\ es insuficiente 

para explicar el alto contenido de actina que permanece sin 

polirne::::i::a:::-. _:._Ce:;-iás la car:::idad Ce la act.:.z:ia i:..be:::-c.C.e. ~e~ la 

profilina es 7.1<..:iy pec;;:ue::Ja pc:r-a explica:::: los e:1c::-mcs ca¡¡ib.:.os e¡-¡ el 

estado de poli~erización de la actina durante la estimulación con 

el quimioat-=:act.or (S01..lth\ .. 1ick and Young. 1990). 

p::::ofilina marní~era expresada en E. coli o la purificada de cerebro 

bovino, p::::odujo la disminución dosis-dependie~te Ce la actina :, 

así co~o u~a dramática reducci6~ de la actina y la a-acti~ina en 

las fi=~as Ce est~és. Ta:nbié~ se p~odujo ~~a f~er~e i~~i~ic~ó~ en 

la extensión ée les lamelipoóia. La ~ic~oi~yecció~ úO cau~ó 

2·...:.:::=.:.-::=. :_:, 
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larnelipodial, o en los anillos contráctiles de división, incluso la 

cit.ocinesis se mCintuvo normal. En contraste con la profilir-~a pu::-a, 

la microinyección de complejos de prof ilactina de alta afinidad 

inCuj e ron un inére:nento en la act ina ? cel \.:lar y ::e=cr::arc:i la 

actividad de 11 fruncido" ( !."uffling) . Esto sugiere que el complejo se 

debe disocia::: en la célula y que debe de haber varios estados de 

la 

céli.la (Cao, et al. 1992) . 

Genética y regulación 

Existe una sóla copia del gen ??Y que cocifica para la 

pro::ilina se :;:e:1sÓ la 

ger:minación de la espora y la viabil:..C.ad cell:la:::-. :S~ gen :i'1apea en 

el cromosoma XV y está ligado al ma::-cadcr .!.-DE2. ~l transcrito 

primario contie:1e un int:::ón. El gen se transcribe co:-1stit:~tivame:1te 

y codifica para un polipéptido de 12 6 aminoácidos. :::1 peso 

molecular deducido es de 13,3~0 KDa, que coincide con el peso del 

producto de una traducción i:i vit::-o del transcrito del cDN.". 

correspondiente (Magdolen et al, 1988). Las cepas con disrupciones 

sensibles a la te::-.pera"Cura, p:..erden la forrna elipsoidal típica, 

. . . 
::-1c..3 ~~:;;.:-.::e.s ::e: 

delocalizada la deposición de quicina y presencan una distribución 



alterada de actina (Haarer et al, 1990). 

La proteína CAP es parte del complejo adenilato ciclasa de s. 

cerevisae. Su !~-terminal es necesario para le. ::·es;.t.:esta celula::: a 

R7<S. La perdida del C-te:rminal está asoci~da a defectos 

nutricionales y morfológicos. Las mutantes en cap gernan al azar y 

tienen defectos en la distribución de actina. Los defectos 

las que no poseen el e-terminal de Ch?. El estudio Ce las muta~t.es 

de pro~ilina de ~eva¿ura y las p~o~ei~as de Aca~:~a~ceba sugie~e 

que la supresión de las mut.c.:Jtes en cc._:J es .:.::i:S.epe:;diente o 

adicional a la habilidad de unir acti~a. Esta habil~Cad podria ser 

la unión a fosfoinositidos. La profilina podría proveer un vinculo 

(Vojtek, A. et al. 1991) 

La sobreproducción de actina es letal para las células ce 

levadu::-a. E::1 ca~io la scb::-eexpresién Ce el gen Ce profili:ia ??Y, 

no conduce a ning~n fe~otipo. La sobre~:::o¿~cci6~ ¿9 la p::ofilina 

puede compensar parte de les efectos Ca.ñir:c.s de la scbrep;;oducción 

de actina en proporción a la concentración de profilina expresada. 

Esto demuestra que la profilina y la actina int:eraccio:-ian in vivo. 

Los estudios de i:-~-nur::ofluo!."'escencia s,_;giere::i G-...::e la s·..:;:::-es.l.on act:úa 

reduciendo el e::sarriblaje de acti::a. Se cbse::vó ta:i":.bién que la 

....... -- - . ·-- ------·--

cc:npletame~te el ::encc.2.po sil· .. ~es~re (p. CJ. 2.a a;;a::-:s::c:.a sil· .. ~est.::-e 

43 



del sistema de MFs). Esto indica que el secuestro de mon6meros no 

es el ánicc ~eca~is~o mediante el c~al se cc~~rola el balance de la 

polimerizaci6n de actina en levadura (Magdolen, et al. 1993). 

La· secuencia Cel cD!·Jl.1_ de la profili:ia de los macrófagcs del 

rat6n tiene un 95% de homología con la humana y un 92% con la 

bovina .. ?:.. nivel de nucleótidos es un 94.4% homóloga co:i la hu..-na:-~a 

J.S. -- - , o.::;_ C-' ::..9 s?) . 

dos intrones y los exones codifican para 125 amino ácidos ambos son 

con ratón, 21% cc:-i te::-::e~a y 21% con hu.-=-i=.:io. La p:!:"ofili:ia _"h._ se 

encuentra en arnoebas, ciscos y esporas maduras, la profilina P en 

plasrnodios esferulando, !"!O coe:-:isten las des isoformas. Zsta es u:1a 

importa:it.e e~.r.:..::e:-!cia ::e la :.::-egulacié~ Ce p::::-c:ili::a du:!:.'"e:.:-.t.e el 

desarrollo Ce .?h)-'SC:::::-7..:...-:i (3inecte et. al. 1990). 

Chickaóee es uno de los genes de U:1 pequeño grupo Ce mutantes 

que atrofia el transporte Ce citoplasma de las células nodriza Ce 

Drosophila. Se clonó el gen chickadee y se enccncró que es 40% 

homólogo a la p~ofilina Ce levadura y .~ce.nthamoeba. !..ias células 

nodriza que no poseen la prof ilina específica de ovario no pueden 

sintetizar las redes citoplasmáticas de actina correctamente. Los 

nóclecs de las =élul~s ~od::i=a se despla=a~ bloquea~ el ~lujo ¿el 

citoplasma. Lo anterior sugie:.-e que la síntesis de nuevas redes 

nuclear en las cé:l u las :'";od:: i ::a (Cooley et. al. 19 ?2) . 
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Figura 1 Modelo de acción de la profilina. En las células 

animales el receptor del fac-r:or de crecimien-r:o epidérmico se 

dimeriza al recibir al factor. El dirnero tiene en la cara 

citoplásmica de la célula actividad de tirosina cinasa; entre las 

varias proteínas SJe fosforila se encuentra la fosfoli?asa C. Una 

Cuando la fosfolipasa se fosforila aumenta su afinidad por los 

fosfol.!.piC:cs y - - . - . .:.a p:.-o:r~.l.::ia se c.:socia Ce 

libre de inte=accionar co~ la actina. Los fosfolip~dcs se~ cc=~adcs 

por la fosfolipasa en los segundos mensajeros diacilglicerol (DAG) 

e inositol trifosfato (IP3 ) • La profilina incrementa la velocidad 

del int:.ercambio del A~? de la éCL.ina ge::ierá:-idose más ac>:ina -~T? que 

puede pclimerizar y =ermar filamentos estables. 



OBJETIVOS 

El citoesqueleto de actina parece ser un organelo fundamental 

para la célula vege-cal. Se ha óemost.rado su pa:::r.icipación e:-.t 

proceses como la división nuclear y celulár, el flujo citopl~smico, 

el tra~spcrce de o=;a~elcs, el creci~ie~~c cel~lar, la resp~es~a al 

dafto y recientemente en el anclaje de algunas enzimas que 

participan en la trans~ucci6~ de se~ales. 

Las principales lagunas en el conocimiento de este complejo 

sis=e~a se deben a ~ue no se han identificado su~icie~tes proteínas 

asociadas a actina. Precisamente son éstas las que regulan el 

dinamismo de los 1-~Fs e:! et ros sistemas, y es de esperar que les 

plantas no sean la excepció~. Del siste~a de MFs vegetal se han 

identificado y caracterizado, como ya se vió, unicamente miosina y 

CDPK, siendo la caracterización de la rniosina todavía deficiente. 

Para profundizar en el estudio de la regulación de los M~s 

vegetales es indispensable caracterizar ~~ mayor núme~o de 

proteínas asociadas a actina vegetal. Entre las proteínas de mayor 

importancia podría citar a la profilina, a la a-actinina y a la 

gelsolina. Las tres proteínas unen actina, la primera en su estado 

rnonornérico, la sequnda en su estado filamentoso y la úlcima en 

ambos estados dependiendo de las concentraciones de calcio. 

E~ visea de la existencia de u~ prococolo de alta afinida¿ 

para pu:.--ifica::-- la vegetal por se::.- \:na p:.--oteina 
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abundante en otros sistemas se seleccionó para caracterizarla 

detalladamente. 

La elección del frijol corno modelo de estudio se debe 

básicamente al interés especifico de profundizar la 

participación del citoes~ueleto en el proceso de si~biosis con el 

Como se corr~er-~t:ó c.:--~tericrment.e, existe evid¿:1cia 

indirect.a ée que el citoesqueleto y part.icuiarme:-Jt:e el sist:.e:na Ce 

m:..crc::ila:ne::r..cs C.e~e es::a::.- part:.:.c.:..pa~do e::J la :Ecr:;-.acié'.2 C.el hilo Ce 

infección, y es de esperar que t.arr~ién participe en el 

establecimier.to y !il5::1teni::::ie!""!to de .!C. simbiosis. La profili:-;a 

probablemence regt!la la organizaciOn Ce ia accina, fu:-icicnancio cozno 

vinculo las se~ales del ex:.e::.-io::.- y el sis:.e:í1e. C.e E.?s. Es:.e 

tipo de hipctesis se pod:?.:"Ían con':.rastar una ve:: que se cuente co:1 

erramientas tales como, la p=otei~a puura, los anticue:r-pcs 

especificos y la clc~a ccr~esponóient.es. 

Los objetivos del presence crabajo so~: ll la purificación de 

la profilir!a de ?. vulgc..z-is mediante la cromatografía de alta 

afinidad por poli-L-prolina, 2) la proóucción de anticuerpos 

policlonales especificas, 3) la inmunocuantificación de la proteina 

4) y su ifü-ntmolocalización. 
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METODOLOGIA 

Producción de biomaterial 

r:I"odo el macerial que se utilizó fue de Phaseolus vulgaris 

variedad I~egro Jaffiapa. 

Los hipocotilos y radículas se obtuvieron en botes germinadores 

{4 l) ¡ las semillas (O. 5 l}, se ~ste::-ili::=.:1 S'...1~e~ficial:ne::te ce:! 

hipoclorito de sodio comercial (cloralex) diluido al 5% (0.5 ll 

durante 10 :r:i:l {:r,é~'C!:"€.S co::.ce:-.. crac.:.o:::es Ce clc:::o o rr,::,~.·c::cs ~ie::npos 

de incubación reducen considerablemente la viabilidad de las 

semillas), :=e e:"J.juagan con ab'.!:ld:::.nte egua t:?:":.de:::tilada, se esc'l.1rre:1 

co~ una gasa en la boca del bote ajustada con ~~ liga y acomodando 

el bote en ángulo para que terminen de escurrir. En esta posición 

se incuba el bote en la obscuridad a 30ºC, las semillas se riegan 

cada 12 h y se escurren de manera que siempre se mantengan húmedas, 

al quinto día las raíces e ~ipocotilos alcanzan un ta~a~o promedio 

de 4 cm. Se cosecfia:1, separc.:¡dc a raano el hipocotilo de los 

cotiledones y guardando los hipococilos a -70 ce hasca su uso, de 

un bote gerrninador se obtienen aprox lOOg de hipocotilos y 

:::-adículas. 

Los nódulos y las hojas se obtienen de plantas adultas. Las 

semillas se este:.--ili=c.:i e!1 hipoclo:::.-it.o al j_Q% C·.1:!'.'"a::te 20 min {esi:e 

trata~iento produce lesiones e~ rn~c~as de las se~illas}, aquellas 



que no se dañan se enjuagan con abundante agua tridestilada estéril 

y se germinan a 30 ºC en charolas de ali:..."llinio estériles ccn papel 

secante húmedo en el fondo y tapas de papel aluminio. Al tercer día 

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

macetas de vermiculita, inoculándose con Rizobiu.:n tropici (CI?.T 

8?9), c=ecido e~ ~edio liquido (~Y) toda la noche, aplicandose 1 ml 

Ce est.e meciio por ger:ninado. Se colocan cinco pla!":itas pcr rr,acec.a y 

se crece:-i cc:1 :;-1eC.io :-~iCropénico sin :-iit.róge:1o. ü:-l mes después ée la 

inoculación, se ccsechan los nódulos y las hojas. Se cosecharon un 

total de 300 pla~tas, co:i 1.!:1 re:idimiento aproximado de 100g de 

n6dulos y va=ics kilos de hojas. Este material se conservó a -70 ºC 

grados hasta s~ ~so. 

Extracción de la proteína 

El cejido congelado con !~ líquido se pulveriza en un molino de 

café y la proteína se extrae del polvo, en agitación constante 

durance 1 nr con una solución amortiguadora estabilizadora de 

microfiliamentos (SEM). Esta solución consta de: 10 :mM HEPES (N­

[hidroxietilpiperazina-n' - [2-ácido ecanesulfonico)]), 10 m!_, Acetato 

de 1•1g, 2 mM EGT .. !:. (etilen-glicol-bis (3-aminoetil ete:.-)), 2% P?E 

(polihidroxietileno-10-tridecil eter), 1 m!-1 PMSF (floururo fenil-

metilsulfonico) 1 ~1 DTT (ditiotreitol), ajustado a pH 7.4 con 

KOH, y se centrifuga a 30 000 g du:rnnte lhr a 4ºC. El sobrenadante 

se filtra con ":ni::cclcci"l 11 (magitel) !...os extraer.os peqi...:.eños se 

cbtie~en ho~ogeni=a~do e~ ~n ~o~tero a 4ºC, ~ g ó menes de cejido 
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con 2 vol. (2 ml o menos) de una solución de Tris-HCl (Tris­

(hidroximetil) amino~etano) 20 m!1, pH 8. El ho~ogeni=ado se 

centrifuga en una microcentrífuga a 10 000 g durante 30 min. El 

sobrenadante representa la fracción soluble. 

Acoplamiento de ?oli-L-Prolina a Sefarosa 

El p::ocedi::-¡ie:1t:O Ce acoplé..mient.o se realizó Ce acueYdo a 

Rozycki M. et al. (1991) 150 mg de Poli-L-?rolina ( SIG!.f..~), ?11 

aprox. 10000, se ::esus~enden e:i 25 ml ¿e soluci6~ a~==tigua5o~a de 

acoplamiento (0.1 M NaHC03, 0.5 M NaCl, pH 8) y se agita a 4 ce 

durante 24 hr pa=a solubilizarla, la soluci6~ se ce~t=~~uga a 2JOCO 

g durante 3 O min a 4 ºC. El sobrenadan te se incuba con 5 g de 

Sefarosa 43 acti·vada cc:i brorrn..1'.?:'0 de c.:..a:1Óge~o {C!\í3::-) (SIG!~.}. Esta 

matriz se resuspendió previamente en 50 ml Ce HCl l rnM, p;-¡ 3, y se 

lavó con 1 1 de esta solución en un sistema Ce filtración 

(Millipore) con capacidad de 250 ml y sin filtro. Se drenó todo el 

líquido sin secar la matriz (vol final 15ml). Este procedimiento no 

debe de tardar más de 10 min. La suspensión se incuba dura:1~e toda 

la noche en un cubo de 50 ml con tapa de rosca a 4ºC con agitación 

continua en un agitador horizontal. La eficiencia del acoplamiento 

se calcula por lecturas espectrofocométricas a 230 nn1 de la 

solución antes y después del acoplamiento. La Sefarosa se lava co~ 

2 1 de una solución Ce Tris-ECl 100 :nM, p~ 8, en el sist.ema Ce 

filcraci6n y se incuba con 2 vol. de esca sclución ¿~rante cuatro 

horas a 4ºC ce~ agitacié~ cc~ti~ua en el agitadc~ ho~i=ontal, a fi~ 
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de saturar los posibles sitios reactivos sobrantes. La matriz se 

centrifuga 1500 g durante 5 mini y el sobrenadante se decanta. Se 

equilibra con una solución L (20 m!1 Tris-HCl, pH 8, 

B-rnercaptoetanol 10 m!1). 

Cromatografía de afinidad con Poli-L-Prolina 

?ara la cro;r,at.ografi.a en columna se empacan 3 rnl de la rr1atriz 

de afinidad e~ una colurr~a conscruiCa co~ una jeringa de 20 ml a la 

Sefarosa. Se equilibra con 10 vol de solución amortiguadora de 

cromatografía ( 100 mN KCl, 1 O O ml1 gl icirn;, 1 O rru-i Tris-HCl, pH 8, 

lrnH DTT), a un flujo de 20 rnl/h generado por una bomba 

peristáltica. 

El extracto óe 100 g de hipocot.ilos, hojas o nódulos, se carga 

a un flujo de 15 ml/h lo que en algunos casos toma mas de 12 hrs. 

La columna se lava con 20 vol. de solución de cromatografía y se 

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

(dimetil sulfóxiC.o) sin DTT. El eluyente se colecta en fracciones 

de 10 ml y la proteína presente se precipita con DOC (deoxicolato 

de sodio) 0.1 %, TC~ (ácido tricloroacético) 15% toda la noche, se 

centrifuga a 30 000 g durante 30 min y se resuspende en 0.5 ml de 

acetona helada 1-20 grados) por fracción y se centrifuga a 10000 

rprn en una mic::oce:--~t.rífuga. Esta c;::eracié:; se :::-epi:e ...:::a "..re:: ::-.as 

para lóva::- todo el ?Cr. res canee. l.ias past.illas se resuspenden en 

solució:-:i a:no::.-tigi..:c8c:-a de Lce:7:nli (Lc.e::c:-.li, U.!{. :!.970) (5% S~S 



(dodecilsulfato de sodio), 5% 2-rnercaptoetanol, 10% glicerol, 0.125 

M Tris pH 6.8), se hierve~ dura:-ite 10 ~i~ y se ca~gan alícuotas de 

cada fracción en un gel de SDS-acrilarnida 15%, para analizar el 

grado de pureza. 

Para la cromatografía en suspensión, 15 rnl de matriz 

equilibrada co incuba~ ce~ el sobrenadante del extracto de 100 g de 

cejióo, con agi~ación ~orizontal durante 2 hrs. La matriz se separa 

del excracco en u~ sistema de fil~raci6n y se lava con 1 1 de 

solución L. La matriz se drena y se resuspende en 10 rnl de solución 

~ ce~ S~S al 2%, se ~~=~ba c2~ agitaci6n hcrizo~tal du~a:1te 1 hr a 

tempe~atura a~biente y se empaca en una ccltLTu~a fabricaCa con una 

J eri.:-iga. La co~ ¡;.~J.C. se el \.:.ye por gravedad co:1 la rriisma solución de 

SDS y se colectan fracciones de 10 ml. Las proteínas se precipitan 

con TC.Zle al 15% y se Ceja:i a temperat'..lYa arribie:;te toda la noche. El 

precipitado se ce:1trifuga a 30 000 g durante 0.5 hr y la pastilla 

se resuspende en 0.5 ml de acetona helada y se cencrifuga durance 

10 min a 10 000 g en una microfuga, se repite esca operación y las 

pastillas se solubilizan en solución arnorciguadora de Laerrrrnli, 

hirviendo durante 10 min. 

Electroforesis SDS-acrilamida: 

Se utilizó el sistema discontinuo de electroforesis 

desnaturalizante con SDS y reductor desarrollado por Laern.llli, 

adapcado al ca~afio 7x8 cm. La soluci6~ del gel separador consta 

14.6% acrilamiCa, 0.4% bis-acrila:r:iGa (15% T, 2.7% C), 375 rn!'1 Tris-
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HCl pH 8.8, SDS 0.1%, APS (persulfato de amo:lio) 0.05%, TEMED 

(N,N,N',N'-tetra:netiletilenediainina) 0.05%. Se degasi:"ica a::tes de 

agregar el TEMED y una vez agregado éste, se vierte con la ayuda de 

una pipeta en un molde plano de vidrio y alu..~ina con separadores de 

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

dejan 3 e~ pe=a ve=ti= el gel cc~cent=a¿c= ~· se ag=eg~~ 200 µ1 de 

isopropanol. El gel ccnce~craCc= co~sta Se 3.~% ac=i:a~ida, O.l~ 

bis-acrilamida (~% T, 2.1% C}, 125 r:l!·! ?ris-~c:. p:i 6.é, 5¡:;i5 0.1%, 

APS 0.05%, TEMED 0.05%. No es necesario degasifica= esta solución 

que se ag::-ega encir:,a ¿::1 gel sepa!."'adc-!:'" t.::;a ve= ~...le éste ha 

polimerizado y se ha enjuagado con agua, se coloca ~n peine para 

hacer los pozos ya sea de 10 6 15 die~tes o ~~o p=eparacivo. La 

solución fu~ortiguadora en los electrodos es la misma en ambos y 

consta de 192 r:t·~ glici:-ia, 24 :n!·~ T=is-::Cl, pH 8.6, 0.2.% S!JS. Esta 

solución se agrega anees de cargar las muestras. 

Las muestras se hierven en solución amortiguadora de Laem.11li 

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

pozos. se conectan los electrodos a una fuente de poder a 160 

volts, voltaje constante, durante ap:::ox. 1 h::: a te::-.p arnb:.ente, 

hasta que el colorante alcanza la base del gel. Los geles se 

sepa~an del vidrio y se enjuagan con agua tridescilada. Para teñi= 

la proteína se utiliza azul de coomasie R-250 al O .125% en una 

solución de 50% ~etanol, 10% ácido acécico, 'º% agua, los geles se 

desti~en e~ la ~isma solcci6n sin azul de coornesie. 



Purificación por electroforesis desnaturalizante 

La proceína precipitada y solubilizada se carga en un minigel 

preparativo de SDS-poliacrilamida 15%, 0.75 rn.~ de espesor, 7 cm de 

largo por 8 cm de ancho, se cargan aprox 50 ug de p=cteína, se tifie 

por 15 min y se descifte por 20 rn:..~, la ~anca ~ayori~a=ia, con un 

peso aprcxirr-¡9-ÓO óe :~ F..z:;a com:;:iarado con t:.:1 es:.ancia!:' de 2.isc:::..:r,a, se 

corta del ~el ce~ la ayu¿a de ~n ~=-s~u=í. 

Electroforesis de dos dimensiones 

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

por punto isoelécrico {pI) en condiciones desnaturalizan.tes y 

poste::::-ic:::-mente po:::- ce.maño :7t8lecula= co:i el sistema Ce Lae::i..-nli 

(O'Farrell, ?.~. 1975). Este sistema tarr~ién se adaptó al formato 

pequeño (Hoefer) . 

Los geles para realizar el isoelectroenfoque (I~F) se hacen en 

tubos de vidrio con capacidad para 200 µl y 7 cm de la~go. Los 

tubos se lava~ con mezcla crómica durante 1 h= y se enjuaga~ bien 

con agua t.:.-iC.estilaC.a, se inct:!:.a:i -..:r:.os r:1ini..:tcs con ::OH 100 ;;-1~ y se 

enjuagan de nuevo con agua, se les agrega etanol absoluto y se 

dejan secar. La sol~ci6n ¿el gel ccnsta de 3.12% ac=ila~ida, 0.18% 

bisacrilamida (3.3% T, 5.6% Cl 9 M urea, 0.36% anfolinas de pH 3-

amonio y 0.1% TEMED. La solución a~ortiguadora del cá~odo ccnsta de 
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20 mM NaOH y la del ánodo de O. 085% ácido fosfórico (Hoefer 

scientific instruments, 1989) 

Las muestras se resuspenden o diluyen en un solución 

amortiguadora de lisis o solución K que consta de 2% anfolinas de 

ph 5-7, 2% Nonidet ?40, 1% DTT, 9.5 M urea. Se cargan en la parte 

catódica del gel, se cuCren co~ ag~a y se e~ec~=oe~foca~ C\.:ra~te 2 

hr a 1000 volts a voltaje constante. El gel se excruye C.el ti...:bo con 

la ayuC.a de u:ia jeringa co:i agua y se equilibra en solución 

amortiguadora de Laem~li dura~te 45 min; en este paso les geles se 

ambiente y se colocan en la superficie de un gel preparativo con 

SDS como los descritos anterioTinente. La elec~roforesis se realiza 

de la misma forma. 

Electrotransferencia e inmunoensayo {Western) 

La electrotransf erencia se realizó de acuerdo con el protocolo 

desarrollado por Towbin (Towbin, H.T. et al. 1979), pero las 

proteínas se adsorbieron a una ~e~brana ?VD? ( Imr.1obilon-P 

Millipore) 

Después de realizar la electroforesis el gel se equilibra 

durante 15 min en una solución a~ortiguadcra de transferencia 192 

!í\!•1 glicina, 25 m!·~ Tris, pH 8.6, 20% metanol. La rnernb~ana de ?VDF se 

incuba 30 seg en 100% ~etanol, 1 ~in en agua y 1 rni~ e:: solución de 

transferencia. Se coloca el gel sobre 'L!n dos papeles filtro \·:hatman 

#1 hurnedecidos ce:: sol;.;c:.én Ce tz:-a::sferencie, y sct::=.-e el gel la 



membrana de ?VD? cuidando que no se atrapen burbujas, hasta arriba 

se colocan otros dos papeles filtro humedecidos y estos se colocan 

entre dos esponjas dentro de un cartucho que va su.'Tlergido en 

solución de transferencia en una cámara con electrodos paralelos a 

los lados. La transferencia se realiza durante 2 hr a 400 m.'.\, 

corrie~te cc~stante, a ~ºC. 

localiza~ les marcadores de peso ~olec~la~ les =~ales se p~ede~ 

marcar co~ un ~olig~afo. Se e~ju~ga bie~ con ag~a trides~ilada y ~Q 

incuba con una solució~ amo=tiguaCo=a T3ST (Tris-~Cl 10 ~J1, p~ 8, 

NaCl 150 rn!·1, 'I\·;ee:n 40 0.05%) 1% albúrnina bo· .. tina (3S.~.) Curante 1 h 

varias veces si se guarda con 0.01% de azida de sodio. 

Inmediatamente se incuba durante 1 h con una dilución del suero de 

1:10000. Se lava 3 veces du=ance 5 min con la solució~ ?3ST y se 

conejo, Boehringer-Ma:inhaim) que lleva acoplaC.a la fosfatasa 

alcalina, a una dilución de 1:4000 en TEST, se incuba 30 min y se 

lava 3 veces po:?:" 5 min con TEST. Fara revelar se prepara 10 rnl Ce 

una solución Ce 100 rnM Tris-::Cl, p~ 9. 5, 100 rnM !\aCl, 5 m1'1 MgCli, 

66µ1 de N3T y 33 µl Ce 3CI? (PRO!-!E:G.~). La :nernbrana se incuba en 

esta solución de 5 a 15 min y las bandas reactivas aparecen como un 

precipicado violeta. 



Producción de anticuerpos 

Se irununizó a conejos Nueva Zelanda, con 5 meses de nacidos. 

~ La banda conteniendo la proteína purificada por electroforesis se 

pica en pequeños fragmentos 1mm x lm.~, se agrega agua hasta 1 ml y 

utilizando dos jeri~gas inLe~co~eccadas ?C~a le ope~ació~. Se coma 

una muestra ée sangre, 5rnl, de ia vena marginal de le o::eja ccn 

ayuda de una jeringa (suero prei~~une) y la emulsión se inyecta 

refuerza cada 21 dias con emulsiones preparadas con el eCyuvante 

incompleL:o. Se ~0:7.an muestras de :i.O ml Ca sa::igre 15 éías después de 

cada in.~unización. Se separan los coágulos de las paredes del tubo 

4 a 6 h a t:em;;eroc.ura ambien-ce. Una vez que el suero se separa, se 

decanta y se centrifuga a 10 000 g durante 15 rnin a 4 ºC, les 

so:brenadantes se alicuotan en tubos eppendorf de 1. 5 :nl y se 

congelan a -70 grados hasta su uso. 

Purificación de anticuerpos 

Para la purificación de los anticuerpos se utiliza un método 

rápido de i:i..ü~ncafiniCad {-}; ¿l a~tígeno se separa de los 

conta:ni:J.antes co:: el :r . .:s::-io :-:-.4todo Ce geles p'!:'epa::-ativcs 

desnatu=alizantes te acrila~ida, pero la banda se electrotransfie=e 

{ver Weste~n b!o~) y se ti~e ce~ ~~a scluci¿~ ácida de ?c~ceau, la 
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banda de inte::-és se co:-ta y se bloquea Ce la ¡nismc forma que para 

un Western blot, se incuba con una dilución 1:100 del suero en TBST 

(TBS con Tween 20 al 0.05%) durante lhr y se lava extensivamente 

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

2 rnl de una solución de 100 rnM glicina p:-I 2. 5, los 2 ml se 

~ecuperan y se neu~~ali=an co~ 0.05 rnl de T~is 2 !~. p~ 3. A esta 

solució:1 se 5% ES_~_ se a -70 =e :-.as~ a S\.: -....:.so. 

Análisis de aminoácidos 

La proteína eluícia de la colu.:.-nna de polip==.-olina y solubi.li::ada 

Mercaptoetanol, se cromatografía en una columna de lx25 cm de 

Sefadex G-100 equilibrada con la misma solución. Las fracciones con 

la proteína de 14 KDa se dializan contra la misma solución pe~o sin 

S-Mercaptoetanol y se conce~t~an ~cr e~apo=ac~6n e~ ~:1a ce~trifuga 

Savant con vacío. La proteína seca se hidroliza con HCl 6N. La 

separación de los av¡ino ácidos se realizó con un cromatógrafo 

líquido de alta presión (H?LC) equipado con una colum.~a de DE~E, 

esto fue realizado por duplicado en la Unidad de ;:....l:.álisis y 

Síntesis del Instituto de Investigaciones Biomédicas. !~o se realizó 

el análisis para detectar triptofano, prolina ni cisteína; la 

composición C.el resto de les ar:-¡i::oácidcs sí fue determinada. Les 

resultados se expresa:i corno µg Ce aminácido y se convierten a 



Secuenciación 

La proteína purificada por afinidad se electrotransfiere con 

una solución amortiguadora de CHES (ácido cilohexilamino­

ethanosulfo:üco) 10 mM, p:l 10, a una membrana de ?VD? (Irn.-nobilon 

Millipore), se ti~e con 0.2% ?onceau e~ 1% ácido acécico. Aprcx. 1' 

µg de proteína se recorten {3x3 rri:r1) cv:-l tijera y se lavan co!1 

abu:iCante agua t=~destilaCa, el cuaC~aCo Ce ~err:brana se a~aliza e~ 

un secuenciador automático. 

?ara la secuencia i:ite!"'na se ::-equie=e Ce t.:r:a digestión de la 

proteína. La proteína eluída de la colurnna de afinidad (aprox 100 

µg) se sclu::,ili:::a e:-i scl"..lción Ce Ls.e:rrr:li :i <:.:::: sepa=a Ce les 

contaminantes en un gel preparativo de poliac:dlamida-SDS. La banda 

mayoritaria con un peso ap:-ox de 14 KDa se !'"eccrta (3 rnm x 7 cm) 

después de haberla ide~tificado ti~e~do 15 ~in el gel y 

destiñéndolo durante 20 min. La banda se incuba ccn varios cambios 

de agua tridestilada, se corta en fragmentos (3 m-n x lcm) que se 

colocan en un tubo eppendorf con 300 µl de una solución 

amortiguadora Ce 100 rnH !\TH .. co~, pH 7. 8, 1% SDS, se agregan 5 µg de 

la proteasa VS de Staphylococcus aureous disuelta e:-i la :nisrr.a 

solución y se incuba a 37 ºC toda la noche. El tubo se centrifuga 

a 10 000 g 10 min a temperatura ambiente y la solución azul (el gel 

pierde el cclo'!:"a!1te} se hierve en con u.:i 1/3 del \ 70lu:nen de 

solución de Laem.-nli 4X y se carga en un gel preparativo de 22% de 

acrila:nidc. y de l.S m.-n Ce espeso:-. Las proteínas se co::-ren a léO ·\· 

volt.aje. cc::sta:ite y e~ tiñe en !as mis:71as cc:-.dici..c:-~es q'l.!e se 
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indican arriba. Los pépcidos seleccionados se recortan, se lavan 

ccn a~u;ida::te agua tr:idestilada y se i:-ict:.!:.a:i Ce ;¡u.e·~·o a 37 °c con 

NH,C03 -SDS toda la noche. El péptido se dializa con una me~brana de 

diálisis con un corte de 3 000 contra solución de J,rl,C03 pero sin 

SDS y se secuencia mediante la degradación Ce Eci~E:.:1 en t:.n 

secuenciadc= aucomático. ~l equipo ~t:ili=ado ~ue ffiarca !~illipore, 

equipado con u:r. crc~1=t:o·;;:::-afo li.quicio \~?LC) y u:-.5. corílputaóora p.=.:::-5. 

el análisis de los resid~os l~beradcs y deri~a~izados. De uno de 

los péptidos se co~siguió secuenciar 30 aminoácidos. 

Inmunocuantificación 

Se inmunocuantificó la proteína en las raíces e hipococilos 

recién ge::--rninadcs. Las semillas se ge:!."!Tlinan e~ cha:::-olas como arriba 

se indicó y al tercer di.a se cosecha:1 Ce la siguie:ite rcrr.1é: cc:1 la 

navaja de un Disturí se cortan segmentos de puntas de radicula, 

radicula, región abundante en pelos ~adiculares, región de donCe 

nacen las raíces secu:iCarias (corona), hipocotilo, hojas 

embrionarias y co~iledones. Ir:.mediatamente después de cortarlos se 

sumergen en nitrógeno líquido y se guarcan a -70 °c hasta su uso. 

Se cosechan ap=cx. 100 ~g o ~ás de cada parte. Las secciones se 

descongelan y se homogenizan con 100 o 200 µl ce una solución 

amortiguadora de Tris-HCl, pH 8, co~ la ayu¿a ce u:i homogeniza¿cr 

con un émbolo Ce teflón para tubos eppe:-iCorf. El homogenizado se 

cent::ifuga a lJOOO 30 ::-.~:-.. y se c·i.:a:-.t.i.fica .:.a p::.-oi.:ei:-.. a Cel 

sobrenadan t. e. Se sel ubi l izan ca~t iC.aCes iq'...lales Ce p~oteír:a C0:-1 
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solución de Laemlli y se cargan tres dilucicnes (10, 5, 2.5 µg) por 

cada sección en geles de 15 pczos y 1.5 :n.~ de espesor, de ~anera 

que quedaron cuatro muestras problema y 3 carriles con una cantidad 

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

Los geles se electrotransfiere:i y la p:::-oteina in:muno:::eactiva 

se cuantifica digitalizándola cc:J. un scar-~r..er X?.S acc;>lado a un 

resultados (expresados como la integral de la aensidad óptica (IDO) 

de cada banda) se correlacionaron con :es estándares para obtener 

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

simultáneo ce~ 20 µg de cada sección, se eleccrct~ansfiere y se 

tiñe cc::J azu:. de Coc:r,e:sie, es~e gel se a:-.aliza e:i las mismas 

condicio~es q~e les a:1ceriores y el total de la IDO de cada carril 

se promedia y se ajusta ce~ este vale::: la prote!na cargada en cada 

car~il. Los :::esulcadcs que ~ancie~e:J. ~~a propc:::ció~ li~eal Ce las 

diluciones co~ un coe=iciente de coYYelación de 0.98 o más se toman 

corno significativos y se analizan. 

Inmunolocalización 

El tejido seccio~ado igual que para la i:i..~unocuancificación se 

en solucién estabili=adoYa Ce microfilamencos sin detergente (?TE) 



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

parafcrn¡aldehido, que se agita a 60 °c en el volú.i-nen necesario de 

agua mas dos o tres gotas de NaOH 2 N, una vez disuelto se le 

agrega S?.l1 lOX y se enfría a 4 ºCl. Una vez fijado el tejido se 

desecha la soluci6n fijadora con una pipeta ?asteur y se agregan 5 

:nl Ce eta~ol al 50%, ir ... -:-1eCic.ta::-ie:;te se Cesec::.:: est:a sclució::i. ::·~ se 

car:loics Ce 30 ¡';",i:-i. :=:1 tejido puede pe::::7:"1a:-.ecer 6:1 es-;:a scluc.:.é:-i teca 

la noche. Se carr~ia la solución al 70% pcr una al 95% y se incuba 

30 min, esto se re;::it.e 2 -.. 1 eces más y se pasa a 100% 30 :nin. Se 

Cesec:ia el e":.a:-,ol :.-.·· se s-..:;:,s-::ii:t:ye pe::- :-:ile:-:ic a2. 1CrC%, se Cese:::~a 

inmediatamente y se agrega nuevo, se incuba 20 min y se repite la 

operación dos '\reces más. -~l último cambio de xileno se le agrega un 

volumen igual Ce Paraplast. ~ue se fundió ~~ C~a an~es e~ ~n hcrno 

a 60 °c, se agita y se Ceja a ternperatu::a a:rl.::ie:-~r.e t.oda la noc=-:e. 

Al dia siguient:e se funde la mezcla a 60 ºC, se desecha y se 

agregan 5 ml de ?araplast fu:¡dido, se i:lcuba 1 h a 60 °c, se 

desecha y se repite esta operación dos veces más. Las secciones se 

incluyen en moldes de plástico calentados a 60 ºC. ?ara orientar 

las secciones se utilizan pinzas ca].e!1tadas con un meche::o de 

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

a temperatura arrCie~te, se guardan en una caja seca hasta su uso. 

Se cortan secciones de 8 µm con la ayuda de t.::1 mic!."ctc:no rna.::-ca 

recuperan con po=tacbjetos. Se dejan secar a 42 °c y se incuban' en 
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un hcr~o a ~2 =e toda la noche para que se adhieran f irmernente al 

portaobjetos. Al dia siguiente las secciones se desparafinan 

incubándolas en vasos de Coplin con xilol durante 10 rnin y se 

rehidratan pasandolas por alcohol al 100% tres veces, al 95% tres 

minutos y a solución amc-!"t.iguado::-a TEST. Se bloquean con albú..'T!ina 

bovina al 5% -s:--i T3ST Ce 6-12 ::::-, se seca la larr::.:iilla cc:i p=.pel 

preiri~11ur.e diluiC.o e:i 5.!6 3S.S e;-i TEST 1:400. Se .:..ncu'.:.:;a Curant.e ~ h~ 

en une. cá::-¡a::-a húzneda y se lava con T3ST 3 veces por 5 mi.n. Se seca 

de la misna :on-na que antes y se incuba C.u~a:it.e l h~ cc:-i 100 µl del 

TBST 5% BS.Z\ que lleva acoplada la fosfatasa alcalina, aquí se 

incluye un control que no se incubó cc:-i el primer anticuerpo. Se 

lava igual que antes y mie:::tras t.anto se prepara 1 ml Ce ti.na 

solución de 100 :r~·~ 7'ris-nCl p:-i 9.5, lOO Iiil·~ NaCl, 5 rn!-1 EgCl2 , 6.5 µl 

NBT, 3. 3 µl BCI?. se seca el portacbj et os dejando hú.01edos los 

cortes y se agregan 100 µl de esta solución. Se incuba 10 min y se 

sumerge en una solución de SO m!1 2DTA pB 8. Las preparaciones se 

lavan con agua tridestilada, se dejan secar y se rnonta:-i con bálsamo 

de Canadá para ~icrosccpía, cubriéndolas co:-i un cubreobjetos del 

#1. Las muestras se analizaron con objetivos de 6.3, 16, 40 y 63 X 

en un rriic:::csccp:..o :ct.ó:1ico ZEISS, e:i ca:::-;po claro, en campo obscu:r-o 

y contraste Ce :ases. Se fotog~afiaron con una película Kodakcolor 

gol C. .=-.s.-=-. ::.. ·::o. 
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Cuantificación de proteína 

Para cuantificar la proteína se utilizó el protocolo de unión 

a pigmento desarrollado por Bradford (Bradford, M.B. 1976). 

Para preparar el reactivo de Bradford se disuelven 20 mg de 

.~.zul de Coo:;-,assie G-250 e~ 10 :r1l de eta:!ol al 95%, se agrega:"l 20 :rr.l 

de ácido ~osfórico a~ 

tridest.ilaCa, se filtra y se g--uc.rda a 4 °c, esta solució:i es 

estable pcr meses. 

Se agregan 200 µl del reactivo de Bradford a 800 µl de una 

solución que con::e:-iga la pro;:e.:'.:-ia (norrr.alrnente agua) . Se incuba de 

5-30 mi~ y se lee la absc=ba~=ia cont=a u~ blanco, que se p=epa=a 

agregando 200 µl de reactivo a la misma solución sin proteína, a 

595 nm en un espec;:rofotómet'.!:"O. Se hace una curva estándar con 

diluciones de albú.uina de 1-20 µg/ml con;:ra el que se compara:-i los 

resultados. 

óS 



RESULTADOS 

Purificación de una proteína que se une con alta afinidad a Poli-L-

Prolina 

?=oli~a e~ la ~ue se c=o~atcg~a~i6 el sobre~adante de u~ extracto 

crudo de raíz e hipocotilo del f:::-ijol, se obtiene un componente 

mayoritario con un ?N estirri=do en u:-i gel Ce polic.crilamida-S::·s de 

aproximadamente 14 KDa que, por densitornetría, equivale a más del 

90% de la fracción (fig. 2). ?a~tiendo de aprox. 100 g de tejido 

30:> µg 

de la p:::-oteína de l4 KDa {'!·abla I) . 

Una vez que se obtuvo el anticuerpo y se montó la téc~ica Ce 

ini11unocuantificacié:i. se puC:.eron calcular, la capaciCad Ce la 

colum.'1a y el :::-e:-ldir;-.ier::o. 

La inmunocuantificació!1 del péptido de 14 KDa después de 

incubarse en suspensión con diferentes cantidades de Sefa:::-csa-

?oliprolina, ~cst~ó q~e en las condicio~es más de t:::-abajo u~ EO% de 

la proteína in..TTiuno:r-reactiva inicial es secuest:r-ada por la r:-"iac::-iz 

La elució;i con DMSO al 30% o con urea 8 M libe:::-an ú:ücar.ient:e 

66 



Elución de la columna de Poli-L-Prolina 

¡ 
l'-- --; ~ 

_._._. __ 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 2. La proleína eluída de una columna de Poli-L-Prnlina con 
DMSO al 30% se precipitó con TCA y una 1ercera parte de cada 
fracción de 1 O mi se cargó en un gel de poliacrilamida del 15% La 
proteína se tiñó con azul de coomasie. Los números corresponden al 
número de la fracción, el peso de la proteína es de 14 KDa. 



Tabla l. Tabla de purificación 

CONC. 
FRACCION PROTEINA PROFILINA 'i~ DE PROF ESPECIFIICA 

µg IN1CIAL µ g/mg mg 

EXTRACTO 950 1330 100 1.4 
CRUDO 

LAVADO 948 276 20 0.3 

UNIDO 1054 so 

ELUYENTE 0.330 300 23 909 
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Antes Después Prof. Pura 
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Extrae. Eluyent. 

Figura 3. Western blots incubados con una dilución 1:10000 del 
suero de conejo anti profilina. Los geles son de poliacrilamida-SDS 
al 15% A. Los primeros dos carriles contienen 10 y 5 µg 
respectivamente de proteína total de un extracto crudo de raíz y 
Jos siguientes dos tienen Ja misma camidad de proteina del mismo 
ex1racto pero después de incubarse con una matriz con poliprolina; 
los últimos tres tienen 2 ,5,20 ng de profilina purificada. B. Los 
primeros dos carriles tienen i O y 5 µ g de extracto crudo de raíz 
los siguientes dos tienen una pequeña fracción de la proteína 
eluída de la columna con 2% SOS. 



que la elución con 2% SDS y 10 JJ>!1 g-mercaptoetanol desprende una 

mayor c;antidad de la proteína unida e:1 un vol l!rrie:i. mucho meno::-. La 

elución con DMSO o con urea toma mucho tiempo y diluye enormemente 

la muestra, quedando la proteína a concentraciones de 1 µg/ml. ?ara 

resolver este problema y en vista de q"'...'!e el S:JS despega a la 

µg/rr.l. 

=:l factor de purificación se óete::-rni::ó a partir Ce la 

conce:!tració!1 ::-elativc: de la p:.--oteína a:!tes y después Ce la 

cromatografía ce -.. - -a::in:..aaa. La cc:1ce::tració:-i .::1icial 

calci...:.2.c.C.a :z;:>C!'." 

la concentración relativa después es de 0.9 mg/mg lo que da un 

factor de purificación de 900 veces en un sólo paso (Tabla I). 

El re~dimientc se calculó cargando u~a alícuota del el~ye~te 

de SDS en un gel de poliacrilamiC.a jü.::to CC:1 u~a :r.-..ies~::-a C.el 

extracto cruóo e in.Inunocuantificando las bandas (Fig. 3E). 21 

rendimiento calculado corresponde a un 23 % de la prcteina 

inmunoreactiva inicial, y un 28.4% Ce lo que se une a la watriz. 

que co:1~ie:-~e cerca del 5% Ce la prote:i.na i:1icial {?ig. 33. 

Eluyente). 

Caracterización de la proteína de 14 KDa en diferentes tejidos 

u~ anticuerpo policlonal de conejo co~tra la protei~a 
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purificada de raíz detecta tarrbién en irml' . .moblots una proteína de 

14 KDa de los extractos crudos de hoja (Fig. 4B) y nódulo (Fig. 

4C). 

A partir de estos extractos (Fig. SA) se puede purificar 

también por cromatografía de afinidad por poli-L-prolina, el 

polpéptido de 14 KDa (Fig 53). La proteína purificada de los otros 

cont~a la ~ro~ei~a Ce Yaí= (?ig. ~C). 

Caracterización de la isoforma 

La proceina p~~ificada pcr af~nidad tiene un peso molecula~ 

estimado por electroforesis en poliacrilarnida con SDS de 14.4 KDa. 

Esto fue determinado generando una curva estándar del logaritmo del 

peso de marcado:-es Ce peso rr,olecular comerciales co:-~¡:ra la 

rnobilidad electrcforética (?,,) 

proteína entre la recorrida por el colorante). La curva resultó 

recta con una coeficiente Ce correlación de 0.98 e~ el rango Ce 14-

66 KDa. 

La proteína purificada es una sola isofcrma con un punto 

isoeléctrico (pl) de 5.3 (Fig. 6A). Esto se determinó midiendo el 

gradiente de pH generado durante el isoelectroenfoque el cual fue 

lineal con ~n coeficience de correlación mayor a 0.98 en el rango 

de pH de 5-7. 

a:::c.:..cuerpcs pcliclo::-~ales 

metodología) que reconocen específicamente una sola banda de 14.4 

72 



A 

......... - .. -.....- ~ 

Raiz 

e 

---·­·~ 

Nódulo 

Prof. 
Pura 

Prof. 
Pura 

B 

- -

Hoja 
Prof. 
Pura 

Figura 4. Western blots incubados con una dilución de 1:10000 dal 
suaro de conejo anti profilina. Los gales son de poliacrilamida-SDS 
al 15%. A. Diluciones de un extracto crudo de raíz 10, 5 y 2 µg de 
proteína total. El cuarto carril tiene aprox. 1 O ng de la profilina 
pura de raíz. B. Las misma diluciones que en A. pero con extracto 
de hoja. C. Lo mismo que en A. pero con nódulo. 



A 

B 

Raiz Hoja Nódulo · 

e 

Marc. Raíz Hoja Nódulo ,.,_ __ ___ 

Raiz Hoja Nódulo Extrae. 
Crudo 
Raíz 

Figura 5. Pt.:riiicación de profilina de diferentes tejidos. Los geles son de 
poliacrilamida-S OS al 15% A. 20 µ g de extracto cruddo ce raíz, hoja y nódulo. 
Teñido con azul de coomasie B. El primer carril tiene los marcadores de peso 
molecular, el más ligero corresponde a lisozima (14.4 KDa) Los siguientes carriles 
tienen alícuotas de la profilina purificada de raíz, hoja y nódulo. Teñido con azul de 
coomasie. C. Western blot de lo mismo que en B. pero con 1 O veces menos proteína. 
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Figura 6. A. La proteína purificada por filtración en gel fue concentrada y una 
alícuota cargada en un gel de dos dimensiones con un gradiente de pH de 5-7 y un 
gel de 15% acrilamida en la segunda dimensión. El gel fue teñido con azul de 
coomasie. B. 20 µg de un extracto crudo de nódulo se cargaron en un gel igual que en 
A. el gel fue electrotransferido e inmunodetectado con el anticuerpo purificado 
antiprofilina. 



KDa, en análisis de tipo ~'~estern de raíces, hipocotilos, nódulos y 

hojas del f=ijol hasta diluciones del sue=o de 1:10000 (Fig. 5). 

Los anticuerpcs ~econocen un sólo p~~to en un ge~ de dos 

dimensiones cargado. con un extracto crudo de nódulo. Esca isofcrrna 

tiene e;..:acta:nente el ::::..s::no ~¡;:-~r.o isoeléct:::-ico {pI 5.:;) :z;_:e la. 

~JJ.álisis de ami~oácidos 

la de la de - . . - -
a::.::-!.lCC'.:, y 

posteriorrne:""J.t:.e c::--o:nac.og:::-a::iada en uua collll-n..~a de Sefa::cx GlOO o 

sometida a elect:.roforesis en geles de poliacrilamida-S::JS, se le 

realizó u:i análisis de aminoácidos. La única Ciferencia i::-,;icrtante 

entre ambos r:-,ét.c.C.cs es '°!""";::::; le. ca::-~tidaC. s.e g2.i..:t:á:r:.:.cc-;-2.·~ta:nir:5. 

dismi:luye muc:io €::1 la prc-t.e::r~a preparada p::.r elect~c.::oresis. 

Esta prot:.eina muestra u~a composición Ce aillinoáciOos siffiilar 

a la de las prcfilinas, especialme::1te la del polen Ce Ee=ula 

verrucosa, a la profili:-~a Ce Sc.cche.:::c.:myces ce:::e-\:isc.e, a t:::r~a de las 

isoformas de Ph_ysaru.rn _ool}rce_ohal U:7l y a la de D:::osophila 

melanogaste:::, most~andomencs similitud co~ otras profili~as, scb~e 

todo las de .~cant .. ~a.71oeba caste.21e.~~.::. (7abla II). 

En la cable. III se puede:1 observar las comparacic:-::es r-:.. la 

del la -· - . ,... - -c..-.:::.-,..."'-= --- - -- ----- --
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Tabla 111. Comparación del análisis de aaninoácidos 

Betul.1 Sacc/mr. Physa. P Drosophll• /lomo P/¡ysa. A Mus l/lcant. I 2 11\cant. /, 1 Acant. // Vacc/nla 

Phaseol 52 73 75 97 127 130 133 171 229 236 280 
Bctula 6B 7!l ?!l 1'l G 93 1115 Hltl 25tl 2116 356 -- ------ ---~ 

Saccharom yces 67 40 110 79 1 1 !) 90 129 12'1 201 --- ----- -
Physarum P 125 139 61 156 99 137 129 253 ---------
Drosopl1ila 94 101 94 1113 198 191 264 
Hamo [ 

--------------
6!l 9 7 B 121 130 223 ·---- ·------- --- --------- -----·----

P/1ysarum A 94 83 131 129 301 
-----~-

Mus 79 11 G 125 230 
-----

Acantha. / 2 13 22 236 ------- -----
Acant/1a. /, 1 1 5 238 ------·------ ------·--~-

Acaantlia. JI 197 
-·--- -·----· 



glutárnico/glutami:ia del primer análisis reali=c..do ya qt.:e el 

resultado del segundo análisis resultó muy bajo. El resto de les 

resultados se promediaron y en general dieron desviacio:::es me~o~es 

a la l.!nidad. Esta co:nparación {Weltrr1a:i, J.:~. y Do·,,·:ben, ?\..!·~. 1973} 

. . . --r::' ,:; ..... ~ r-::::,....,:;~ - ------·------ '.:-.S.= 

100). 

Secue~cia pa~cial 

La prot:ei.na eleci:.Tot:.ransferida a una merrL::>~ana óe ?\:-Z:1? y 

sometida a la degradación de Eci.rnan en un secuenciador autor71ático no 

dió ningt.:na señal, lo q-\Je sugir::..ó que se e:::cont:r-aba bloqueada. 

y ~= incubó po= 12 ~ e~ presencia =e la ~rct.easa ~'3 ¿e 

Scaphylococcus au~eo~s. Los fragmentos Ce la digest.~ón se separaren 

por electroforesis en ~~ gel de 22% pcliac=ila~i¿a ce~ S~S y e~ 

;:¡rese:-~cia de a.gente :reCuctor. Se 2 

mayoritarios de 10 y 6 Y.Da, queda:-¡do u::¡a part.e Ce la pro:.ei.r:a si:l 

digeri~. El fragmento de ó KDa se eluyó Cel gel ~oda la noche. El 

péptido se co~centró a 20 µl en t::!e. ::-.:.croce:-.-:.rifuga (sa~ .. .-a::t) 

; e 



EST~ Tf.r.i~ r·lJ L'l~·E 
SAU¡\ íJE li\ D~~UG ;EGA 

ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LA 
SECUENCIA PARCIAL DE PROFILINA 

.?haseo.lt.:s -EITGIMNDFNE?GTLl-.?TGLYIGGTKYHVIQ-IDENTIDJ>.D (SIMILITUD) 

Ee::t:la 47-EITGIM:~DFEEPGELAPTGL~LGGI:i0-"MVIQ-7i -20.6(3.2) 

Sacar. 41-EIGEI VQGFDNPAGLQSNGL~IQGQK?MT~L?.-71 -36.7(lé.l) 

Phys. P. 41-EGQ.".IJl..1'.LF?;TPJl-1'"-'?.!1.SGITI!·<GIKYMGIK-71 -35.5(9.7) 

Phys. ]:._. -29.0(29.0) 

Nus 4 4 -?.?->-EVG\;LVGKD~SS'.:F\i!~GLTLGGQKCSVI~-7 4 -29.0(15.l) 

Homo 45-PJl.BVGVLVGKD?.SSE'YVNGLTLGGQKCSVI?.-75 -29.0(12.9) 

.Ace.n.II 4 l-NG.L...f'.!.,J..N1'.FKD1'.TAI?.SNGE"EL1'.GTR.YVTIR-7 l -22. 6 (25. 8) 

Droso. 41-ELSKLI SGFDQQDGLTSNGVTL.Z\.GQ?.YIYLS-71 -19.4 (32.03) 

Acan. :Il 41-QGTTLAGAFNNJ...Dl'.I?...°'.SGE"DLI'.GVEYVTL?.-71 -19.4(22.6) 

.l:.can.I2 L; 1-QGQTL.!..G.".FNN.".DP I?.AGGFDLhGVEY-v'TL?-- 71 -16.1 (16.1) 

Figura 7 .. :..lir;eamient.o Ce la se::·..:e;:c.:..é. Ce a:iiir:oácidos 

obtenida de la prcfilina de Phaseolus cc:i o~~as p=ofili~as 

secuenciadas. La ide~tidad se =e~ie=e a ~es a~~~oécidos identicos 

q~e ocupan :a rnis~a posic.:..t~, la si~~la=idad a los s~inoécidos 

que prese:i::a:-i . . . 
~n ca~cio cc~se=~a~~vo. 



con ot::-as p::ofilinas, tambié~ se especifica el f~agmento que tie~e 

homología y el porcentaje de identidad. 

Inmunocuantif icación 

~ojas 

pelos ~aCicu~ares, (?ig. 5). La 

cuantificació:-¡ se realizó e::-i il'_""flublot:s {Western blots) cont.::-a 1.:n 

estánCar conocióo y los p:::-o;:iierrias e:-! -eres dilucio:-!eS por cada uno, 

existie:1do linearidad con coeficientes de correlación siempre 

:m::yores \1e O. 96, e:i. t.:.:1 ra:1g:) Ce prote.:.::a i:1:nur.:oreact.iva Ce 2 a 50 

:-.g (?.'..¡;-. 9). 

Les resultadcs resUTnidos en la figura J..O muestran que existe 

u.na distribución Ciferencial del polipépciOo e:1 las diferentes 

::-agiones de la raí::: recié:i ge~inaC.a, siendo ::-1ayo::- la. conceD-:.racié:-i 

especí=ica e~ la cc::-ona Ce dende se ge~eran las ::-aices secu~Carias, 

y dis~inuyendo graóualmen~e hacia los extremes. Los nódulos 

mostra::on una concentración intermedia, semejante a la de los 

hipoco=ilos. El promedio de la conce~~raci6n de la profilina e~ las 

plántulas recién germinadas del frijol es Ce :!..4 mg/g de p!:'ot.ei:"la 

=cta.l. 
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SECCIONAMIENTO 
DEL GERMINADO DEL FRIJOL 

HlPOCOTlLO 

COTILEDON 

HOJITAS EMBRIONARIAS 
REGIONDE 

PELOS RAOlCULARES PUNTAS 

1 
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H 

GJ e 
~ 
~ 
r::JJ 
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A 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Figura 9. A. Patrón de proteínas totales de los extractos 
utilizados para la inmunocuantificación. 20 µg de proteína se 
separaron en un gel de 15% poliacrilamida Y. se transfirieron a una 
membrana PVDF que se tiñó con azul de coomasie. 1. Nódulo. 2. 
Región de pelos radiculares. 3. Raíces secundarias. 4. Hojas 
embrionarias. 5. Cotiledón. 6. Hipocotilo. 7. Corona. 8. Puntas. 9. 
Radícula. 1 O. 1 µg de profilina pura. B. y C. Lo mismo que en A. 

pero se cargaron diluciones de 1 O, 5 y 2.5 µg con un estandar. La 
profilina se inmunodetectó con una dilución 1: 10000 del suero de 
conejo. 



B 

Reg. 
pelos 
radie. 

e 

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

------~ ---- .... 
Hipocot. Corona Puntas Radie. Est. 2,10,20 ng 



Concentración específica de la profilina 

Pw1tas 
0,24 

Rodkulo ~C ... : _ . -~---. ~ o.ss 

.. <\~~~~ ~ 0,89 

Raíces secund. 

Corona 

Hipocotilo 

Hojas emb. 

Cotiledón 

Nódulo 

o 1 2 

µ g de pro.filina I n1g de proteina 

Figura 1 O. Concentración ':!e ;:r:'.'~:na en relación a la proteína total. Los 
geles de la figura 9 se cuantificc;:c:1 ccn un digitalizador acoplado a una 
computadora y los resultados, ex¡= r2sadc·s como ia integral de la densidad óptica 
(IDO), se convirtieron a µg utilizar· .. jo las curvas estándar de cada Western. 



Inmunolocalización 

La inmunolocalización de la proteína confirrnó su ampi:..a 

distribució~, en general todo el citoplasma de las células Ce les 

~ódulos (?ig. 11.~) y raíces (Fig. 12.A, 1~.~' 1~.~) se c~~e ce~~· 

anticue=po p~=ifica¿o. 

{Fig. 11.c,=.:,G). =::¡el ::es:.o de les c.ejidcs :a c.:..:-!cién es hc:r1:);r€::€e. 

(Figs. 12, 13 y 1~} sal~o e~ los ~aces óe x:..leffi3 de la cc::o~a 

(?ig. 12.C,E,G}, en do!1de no existe sef.ia.l pero no se podría a:f:.:17.e::.::.-

prei!'_inune o sin p=imer antic·1.1erpo no die::-on ni:::gl.:.;ia se:l.al {Figs. 

11.3,D,F,B,J) los cc::.-tes de raíz no ::.-eaccio~a::.-o~ ce~~~ antic~e::.-p~ 

anti leghe~oglobina purificado (Figs. 12.3,D,F,~,J, 14.D) que e~ 

los nódulos ::.-econoce unica~ente las células infectadas {?ig. 

11.K,L,M,N,1~,0). 
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Figura 11. Inrnunct:inción de secciones ::ad:'..ales del nódulo de 

frijol. A. Nódulo te~ido con anticuerpos anti profi!ina purificados 

{Car:.?o Clc:.=o (CC)) é:7.?l::..ficac:.é:1 X 273. B. !\6C~~c -:e::~ido CO:l S'...:f='.:"0 

prei~~-.;ne (CC) . C. hce~camiento de A. sob=e ~n ~az vasc~lar (CC). 

ar.:plificc.cié:-: .. :.1:;5. D .. :..:;e=-ca::~ie:-.-:.c Ce 3. (CC). E. ~ .... :r:isr:i·~ s:.:e 

en C. (Car..po Obsct:!"°C {CO)). F. Le mismo c-.;e e:i D. CCO). G. 

Acercarnie~to de C. [Cc~~~as~e de ?ases (C?)) a~Fl~~~cac~tn X 5~68. 

Acercamie~to de E. sob=e las células infectadas y no infec~adas del 

nódulo (CF). K. Nódulo te5ido co~ a~ticuerpos a~~i leg~erncglobina 

puri:Eicados (CC) arnpli:Eicación X 273. L. Ace::cé.:nient:o de K. scb::e 

la zona de infección (CC) a~plificación X 2734. M. ~cercamien~o de 

K. sobre un ~az ~asc-.;!a= (CC) a~?lificac~t~ X !736. N. ~o mismo q~e 

en M. (CO). Ñ. J.:~cerc;:;.:nient:o de !\t. (CE") amplificación X 5468. o. 

/l.cercamiento de K. scb:.-e las células infectadas :;o infectadas 

(CF). 



.,......, o 

.t1gura 12 A 
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Figura 12. Inrnuno;:incién de secciones transversales de :::aíz de 

frijol (corona). A. Corona tenida con anticuerpos anti profilina 

purificados (CC) c.mpli::icación X 273 B. Corona te:':iéa con 

.:.r.ticuerpos a:-.~i leg:r~errioglcb:.:-.a pt:::ificados (CC). c. J..cerc.::.mieni:o 

Ce J-.. -.:asc·..:2..::.= (CC) X 172.é. D. 

hcercamie~to de 3. sobre u~ ~az vascular (CC). E. Lo mismo que en 

C. (CO). F. !..o ::üs:no C:'-'e e:-i !). (COI. G .. 1'.cercc.mienc.o de :::. (CFl 

a~plificación >: 5-StS. H. J..::e:::-carnierrt.o de :. (C?). I. ?aré::.c;:u.irr.a 

e:-:~e:!.""::~ de la c::.-c::a, ace=car.~:..e:J-co Ce ;.._, <C=) a:nplificaci6:1 X 5468. 

J. Parenquima externo de la corona, acercamiento de B. (CF). 
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Figura 13. Inmunotinci6n de secciones longitudinales dé la 

zona de emergencia de las raices secundarias de la corona de raiz 

de frijol. A. Tinci6n con anticue~pos antiprofilina purificados 

(CC) amplificación X 694. B. Acercamien~o de A. (CF) amplificación 

X 5468. C. ~-cercami.e:1:o de A. (CC) arr1?lificaci6n X 173E. D. !...2 

~ismo que en C. (CO). 



Figura A 
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Figura 14. Inmunotinci6n de secci6nes longitudinales de punta 

de raiz. A. Tinci6n de una pun~a de raiz con anticuerpos 

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

ce ."-.. (CC) 10::-.;ilificaci6:; X 1736. c. !,o misr;;o c;:ue e:i 3. (CO). D. 

;:-·..::-ificado (CO} a::-:?1:..:::..cccié::. X J.736. E. F.ce.:-cc:r.:.e::to Ce E!. (CC) 

am;ilificaci6n X 5~68. F. !,o mismo c;:ue en ~- (C=>. 



DISCUSION 

Purificación de u~a proteína con alta afinidad por Pol~prol~na 

La Ce prot:eir:.a CC·n 

una profilina vegetal. _-; pesa::- de que las profilinas no co:-ii:ienen 

una estructura prirr,aria muy conservada, codas las p::.-o::ilinas 

reportadas has~a la ::ec~a tie~e~ ur.a alta afinidad po~ este poli 

aminoácido. La import:a~cia biológica Ce esta afi~idad es todavia 

desconocida, pe::o ciebido a c;1..:.e se encuentra tan co~se!:'vada y la 

afinidad es ta:! elevada, es de espere:::- que exista algún tipo Ce 

relación de la ~~ofili~a con ;roteinas ricas e~ prolina. 

En lo ::!."'efe:.-ent.e al bajo rendimiento <;ue se cbt.iene e=1 la 

purificación y al hecho de que solamente una parte Ce la p!:'cfilina 

inicial pueda ser recuperada a pesar de que el 80% de la profilina 

inicial es secuest~aca pcr la ~atriz de afinidad; se s~g~e=e GUe la 

afin~dad de la ~=ofili~a de ~=~jol por la poli~=olina es ~ayo= que 

la reportada. en otros sistemas, lo que hace muy difícil la elución, 

:::eportadas. '¡"a::-bién podria .::eberse Ql:e C.aC.a a la acti·,..ridad 

protei~a se degrads d~rante la purificación. Eso explicaria 

~nica~ente la degradaci¿~ ¿e ~~a par~e de la pro~e~~a, y ~e de casi 
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el 60 %. La explicación más plausible es que ést.e bajo :rendimient.o 

de recuperación se deba a ambos fenómenos. 

El grado de pureza alcanzado después de la purificación por 

filtración en gel o pe::: elct.rofcyesis es del 99%. Ese.o per::-.itió 

generar anticuerpos con una alta . - . . ~ -.s:speci=ic..:aac, t.::-i a:-.ális::...s de 

generadcs p~oduje~cn ~~ alto título (det.eccanóo el poli~é~cióo e~ 

menos de l µg Ce ex~::-acco), lo c;-~e podri.a C.ebe::-se a :.a alta 

1991). 

elevado, obteniéndose i.::-ia pror.eina 90% pura e:-i t::1 sólo paso, lo que 

equivale a casi mil veces ée purificación. Esco hace de este 

procedimiento un prcco=olo ~Ceal para preparar profili~a a p~::-t1= 

de extractos vegetales los que se caracterizan en cene::- ~~a alta 

actividad p:roteolitica. 

Otra ventaja de est:e :método de purificación es qt:e perrnite 

proteínas en los e>:t:ractos vegetales se e~cuent:::en alta:nente 

diluídas CebiCo a la gran cantidad de líquido que caracte=iza a la 

célula ·.legetal pcr cc:1t:.ener vacuolas. Con el procedi:;--.ient:o de 

afi~idad se p~eCe sec~est:.rar ~n 80% 6e la p~~fili~a i~~cia~ si~ 

necesid::C de ccr!ce::~ra:::- el e:.:t.Yacto ni Ce c~o:na~og:-afia:-2.o 

coltLlll1a. =:ste proceso se realiza en rnenos de 2 hr. 
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separarla de la matriz de afinidad no significa mayor problema 

debido a que las profilinas se pueden renaturalizar muy fácilmente, 

sirnplement:e dializándolas para eliminar todo el DMSO o la u=É:a 

(Kaiser et al. 1959). Sería interesante in\•est.igar si el SDS u~ido 

a la profilina pod=ía desplazarse con un exceso de Tritón X-100 ~' 

Es importante resalt.ar que no se hicieren e;.:perir:-.e:-.t.os pa::-a 

para demcstrar q~e se t=a~a de ~~a ~rc:eí~a asociada a act.ina. Se 

inte~t6 de~cstra::- esta asociació~ pero ex~stiero~ dos ~=oble~as 

dificiles de superar. ::::1 p'.!:"imero fue la falta Ce una actina 

rendirniencos que se obtie:-ien hizo imposible efectuar los 

eA--periment.os de afi!"!idad. La ot.ra opción e'.!:"a utiliza!."" la act.ina 

hete:.--ólos;;a, para 2 o ~ue se p'...!r i f i. có act.i::a de mi.2sculo de pollo. 

Debido a las grandes conce~craciones necesarias para alcanzar la 

constante Ce disociació~ ::.-eportada para profilinc y actina 

heterólogas (de 60 a 80 µM) no se pudo distinguir de una asociación 

específica Ce la inespecífica. O~ro e:·:perimento que es posible 

realizar y que Cernues~ra la afiniCad de la profilina por la acti~a 

es calcular las veces que incre~enta la prof ilina el intercarr~io 

del nucleótiC.o Ce la act.1:-;a. En otros sistemas este au...tiento es 

hasta ¿e ~il ~reces, asi que aunque el sistema sea hete~ólo~o el 

Tarr.=.:.é:l ::.-esult.a::-ía int:eresa:;t:e d.er;-1cstrar que la prcfilina 

vegetal se -..;r:e ce::-:::: c:.::-as prc:i2.i::e.s =:. ?::!:?: • :=:st:a C.e:nost.::.-e.cié:i ::ace 
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necesaria una profilina nativa y condiciones lo suficientemente 

controladas para demostrar c;ue esta asociación es específica. 

Caracterización de la isoforma 

El ~~e~~if~car a la p~cfili~a e~ les Gi=ere~~es tejiCss del 

f::-ijol c=::-10 so::. las :-icjas, los nó:::ulos y las ::-aices :'1ace ;¡ensa::-

la reg~la=~ó~ Ce la actina y el ~e:abclismo de les ~osfol!pidcs. 

La presencia de una sola isoforma tanto en nódulo como en 

raíz, su;;;iere que mismo gen se e>..-;iresa en a;n}:)os cej iCos, a 

diferencia de la actina que tiene una expresión diferencial de 

isoformas en amt>os tejidos. E:l núrne:!:'"o de isofo:!:'rnas en !-1'.:)ja es 

desconcci~o debido a las dif~c~lt:ades pa~a contrar:;:es~ar la 

actividad proteolitica en ~ajas. Es impcrta~te investigar el punto 

isoeléct::-~co de la profilina de hoja para lo que se puede utilizar 

la prote~~a eluida Ce la rnat:;:iz Ce af inidaC, a fin de co~~a~arlo 

con los ::-esultados de raiz y nódulo. 

El punto isoeléctrico de la mayoría de las profilinas 

reportadas, especialmente de aquellas que tienen más homología con 

la profi:ina Ce frijol. 

determinarlo teóricamente. 

se e~cuentran alrededor de 5, 
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Composición de aminoácidos 

Los resultados de la co~pcsición de aminoácidos apuntan 

fuertemente a que la proteína purificada es una profilina, incluso 

la mayor similitud es con la profilina de polen, a pesar de que no 

i:omparacié:i /""<.&:.;, les '5.c-s c:;álisis ::-e:=.li::ad:":s ::-icst.ró ~na fuerte 

~sto podria Ce~e:::-se a ~~e el seg~~a~ a~ális.:.s se =eali::ó co~ ur.a 

p:::-oteir.a precip.:.tada C0:1. r-........ 
.l.'-·-=-' e:ectroc=cmatografíada, 

teñida con coomasie-acético-rnetanol y tratada toda la noche con 

rnetanol al 50%; cualquiera de estos pasos pudo haber introducido la 

variación. Asumiendo u~ error en la dete::-minación de Glx se utilizó 

el resultado C.el prime= análisis, más parecido al del polen, para 

las compa:::-acio~es que se prese~~a~ e~ _a tabla 

El menor valor obtenido al comparar a la p!:cfilina de frijol 

contra otras proteínas fue con la de polen. Esta similitud casi 

::-esul ta ser !7le:-icr C.-::: 50, lo c;u.e permite ccnside::-ar a ambas 

proteír.as como la mislla. Ocras profilinas también presentaron un 

gran parecido (menos de 100) con la proteína vegetal. Por su 

relación filogenética era de esperarse que la proteína de levadura 

y la Ce ?~~ysart:..-n ::-est.:2.:.ara::. :r,ás parecidas c;:-~e el resto. Lo que es 

muy desconcertante, es que las profilinas de Acanthamoeba 

p~ofilinas y especial~e~te a la de f=ijol. 

el 
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composición, es que la proteína de frijol tiene un alto contenido 

de tirosi:-Jas. Una parte importante Ce la regulació:i del 

citoesqueleto subcortical se realiza mediante la fosfcrilación de 

estos residuos, sería interesante averiguar si algu:-:a de estas 

tirosinas se encuentra fosforilada. 

Secuencia 

Es ::r...:y prc;:¡abl e ~ue la profili::a C.el f:::ijol 

bloquead.a en el a:ni:-Jo te:::7!.i:1al, como :o está:i las ;:=::::ili::as de 

Acanthamoeba, y aunque no se menciona un bloqueo, la proteína de 

polen no fue sec·uenciaCa a partir del i.:: .. Jni:-JO terminal, sino que se 

utilizaron fragmentos trípticos. El hecho de que la proteína de 

frijol no =evela=a la p=esencia de a~i~oácidos al sc~eterse a la 

Oegradació:-i Ce :::;¿""i"la:: es se:1al de que s-:: e:-~cuer:tra b2.c.:;:·.:.eaC.c.. ?a:?:"a 

obtener la secuencia se digirió la proteína con la prcteasa VB de 

S. aure~s q~e principalmente cor~ó en Ces sitios, ge~erándose dos 

fragme~tcs; el Ce me~or ta~a~o (6 KDa) se secuenció. ~= ext~a~o q~e 

a pesar de que la profilina tiene varios glutámicos, la p:::oteasa 

solamente pudiera digerir en dos. Tal vez esto t:enga alguna 

relación con la baja cantidad de señal de glutá~ico que se obtiene 

al hace~ el análisis de aminoácidosa Ce la p=oteina ~=epa~ada Ce 

forma sir.¡ilar. 

casi pe:::::ecta:ne::~e con la sec'l;eJ;.cia de polen. ?aYa la compe.!:"ació:1 
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proteasa corta. El alineamiento también da un alto porcentaje de 

identidad con otras profilinas, lo que demuestra sin lugar a dudas 

que la proteína purificada es un profilina muy similar a la de 

otros sistemas vegetales y parecida a la de otros eucariontes. 

Inmunocuantif icación 

Q'..!ie::-c nota:: les de la 

trabajo ~= pa=a ::-esalta= la utilidad de 

desarrollaCas. Se realizó u~ experimento E<l el que los estándares 

se co:mpc::-..:a::-::.:: de :-:i:::.:1e::-a lineal cc:1 altcs coeficie:;tes Ce 

correlación, lo mismo que las diluciones de las muestras. Me 

hubiera gustado introducir también la cuantificación de otros 

tejidos, pe:::c el ma~ejo ae ta~tas ~~est:::as _ s~s dilucic~es 

resultaba muy complejo. 

El hecho de que se observe u~a p::-ese~cia di::e:::encial e!1 las 

diferentes regiones del gern¡inado se podría explicar Ce varias 

maneras. La primera, debido a que no existe un dü.plicado del 

eA"Perime~to, es ~ue se trate de un artefacto experi~ental y que la 

diferencia no exista. Si confiamos en que un segundo experimento 

confirrnara los resultados, se puede sugerir que la ccnce:-.t::ació:i Ce 

profili:-'la en las diferentes par~es del ge::-minado tiene algu!'1a 

importancia. ?¿:::-a. geneYa.Y estas di:Eere:-lcias e:-i la conce:it~aci6n Ce 

la profilina es necesario algún tipo de regulación que podría ser 
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transcripción de su mensajero. Todas estas hipótesis son 

contrastables y sería interesante saber en cuál o cuáles ~~veles se 

encuentra regulada la profilina. 

La mayor concentración de la profilina en la zona de 

emergencia de las raíces secundarias hace pensar que tal vez el 

citoésq-1.1elet:.o :;:,ari:icipe: ac'Civa:r1E::1"C.e en el proceso de Ci:e::-e:--!cic;.ció:l 

que ge:-.ie:ra esr.c.s es-cructuras. Los nódulos se genera:1 a ;;~:r-ti::- Ce 

rneriste::-1ss s:.::-.ilc.::-es a les qee gE:í..e:::-c.::. a es:.as ::-aices. No ~e::-ia 

a un nódulo e:1 lugar Ce ~na raiz. 

proteína, casi 10 veces menos que la de la corona. Una 

concentración muy similar es alcanzada en las hojas embrionarias. 

Se obser·/a u:-~ ;-:-aC.:.e~te e:-i la cc:'lcentrac:.ó:-i Ce :;::::-cfili::e q·..:e tie::e 

un máximo e:l la corona, Esto hace pensar que existe algón tipo de 

regulación a :¡ivel del orgC!nismo e:1tero y que muy p!:"obableDente se 

encuentre relacionado con la diferenciación. Se trata de distancias 

muy cortc=.s e:-i lc::.s cua2.es se e:-ic"L:ent.ra:i di:::erencias Ce cc:-ice::~!'.'acié:i 

importantes. 

La concentración de la profilina en los nódulos es un poco 

menor a la ¿e los hipococilos y las radículas, y tres veces menor 

a la de la cc~ona. ~sta dife~e:-icia s~g:..ere ~~e en los nóCulos la 

activice.¿ i::e ::-e:-:iodelaci.ó:"l citoesquelét.:..ca en la q1.J.c: la p~cfili::-ia 

parcicipa no debe tener la misma importancia que en la corona o las 
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representa una elevada proporción de la proteína total del nódulo. 

Si la espresión de la profilina se encuentra regulada., se 

puede esperar que la actina también lo esté. Aunque podría ser que 

la concentración de profilina se encuentre regulando a la actina y 

que la eA-presión de esta no cambie. Es importante a la hora de 

r-aalizar el Cupl.:cado del experime:1t.O ar-~alizar los fil':rcs con un 

:::-esulta~::s. 

Inmunolocalización 

Los experi~e~tos de in..~unolocalización ta~bién se realizaron 

Ce fo:::-:1.a :;r¿.!. :..:.-.:.::ar a 

herrarnie~tas generadas. 

Se utilizaro~ anticuerpos purificados con el objeto de 

dis::lin-c.ir cua.2.c:::u:.e::- sei1al no especí::ica, se c!)se::-vó G"..H: los cor~es 

adherían inespec:::icarnente los anticuerpos, por lo cru.e se hizo 

necesario bloquear con un 5% de albú.~ina para reducir el fondo al 

mínimo. Una vez estandarizadas las condiciones de localización fue 

posible obt.e::e:::- CC:1t::-oles negacivos sin :iingu~a se:".;a.l. :=:l r.é.s 

convincente fue el generado con un anticuerpo anti leghemoglobina 

una fuerte seftal contra la zona de infección de los nódulos. Este 

;:·..:::.-:. = .:.cs.~o 
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La señal de la prof ilina citoplasmática y homogénea en los 

tejidos de la raíz, concuerda con la solubilidad de la proteína y 

su localización en otros sistemas. Era de esperarse que una 

fracción de la proteína se encontrara asociada a la membrana, no se 

observó dicha distribución, aunque las preparaciones no permiten 

discernir cla~a~en~e las escr~ctu=as s~~celulares. 

El nódu~o ;=ese~t6 ~~a distri~~ció~ di~erente a la de la raíz. 

las célulc.s i:;.::¿:cL.aC.as. "Sst.a se=:al E:1 el :-.· . .;.e leo se e:nco:1r.ró -carnbié:J 

con la leghemoglobina, lo que podria deDerse a su pequeño tama~o 

(14 KDa) 

El hecho de que la profilina se encuentre distribuida 

hornogénea;r1ente e:i el ci-coplas:na de todas las células, refue~za la 

visié:1 Ce ·~ue se c:::-a~a Ce t::-~a pro::eír::a importante para la célula 

vegetal y que es ~ecesario segui!:' invest:.igc!ndola a fin de conocer 

su funció~ in vivo. 

Perspectivas 

En el presente trabajo se purificó y caracterizó parcialmente 

una ~rofilina vegetal, esta proteína es la tercera de las proteínas 

asociadas a actina, caracterizada de células vegetales. 

ce:--. 

demcstrado ser eficaz en o::::-cs organismos y otrcs tejidos .. ?:.hora 

.-...,.,...;~,~-;:: 

~----------
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secuencia parcial, que nos permii:en continuar con la 

caracterización fina de este polipéptido. 

Resulta esencial para continuar la investigación la clonación 

del cDNA correspo:-idiente a la profilina de P. vulgaris. Esi:o se 

puede lograr buscando en una genoteca de expresión con el 

anticue:::-pc e g-2:::e!:"C.:1Co "'""'\ 01.:.~c:-::ucleót:ido co:¡ le. sect.:e::cia 

pre~ecida a ;srci~ 5e la secue~cia de a~~~oácid~s. El c~=e~er esta 

tra::sc:?:"ipc.:.é:-: tejidos. 

sobreexpresar y Cismi~uir (rri!=..N;.. antisentido) la ca:n:idad del 

producto bajo la acció~ de ~n p=c~~tor tejido específicc a fi~ de 

entender su funcionamiento in vivo. 

Otro e:-:pe!.'"i::1ento :revelador se::-ía la microinyección de 

profilina ~lu.c=es=ei~ada e:1 células vegetales durante la divisi6:1. 

El comportaznient:o de la accina durant:e éste proceso ya ha sido 

estudiado y :::-esult&. se:r- :nuy di~ámico. Si efectivarne:-ite la profilina 

es u.:1 regulado::- é.e la actividad de la actina in vi-\·o, poC.ría 

demostrarse cc·n es~os experimentos. 

El hecho de c;-~e la proteína se pueda ir~~unolocalizar e~ cor~es 

gruesos, apurita hacia que es posible su irununodetección 

ultraestr~ctural. Quizas la seftal se vea disminuida debido a lo 

delgado de los co~~es necesarios pa~a la microscopía electr6nica, 

p::-of::.lina cc:i las :nernbra:1as u ot:r-as estructuras s¡_:bcelulares. 

l:i.4 



de membranas y la presencia de un simbionte. 

Este trabajo es un camino abierto para aumentar el 

conocimiento del citoesqueleto vegetal. Es de vital importancia 

para continuar con el estudio de este sistema la purificación y 

caracterización de otras proteínas asociadas a actina, como la a­

act inina, le. gel sol ina, la frag-:ni::ia, etc. Este cipo de proteínas 

pueden ser purificadas eficientemente con colurn..~as de afinidad de 

actina ?. {Miller, et al., 1989). 
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CONCLUSIONES 

ll Se purificó la profilina de P. vulgaris de varios tejidos, 

al igual qi..:.e ot'.!"as prcfilir:as tiene una alta a:::..:-!idad ;:-o:- p():.:.-L-

prolina. Ex:..:tie '.Jr;icame~te u::a isofo:::rn~ e:-1 :;6d'..!~cs y :::aices. 

a dilucio:1es del sue~o ~syc=es de l:lOOCO. 

3 l El análisis de aminoácidos y la secuencia parcial de la 

profilina confirmaron la ióent.ióad óe la proteina y re· ... 1 elaron una 

gran similitud con otra profilina vegetal. 

4) Los expeYimentos ;::::eli.rr.ina:-es de 

regulada en di=e:::entes tejidos. Es importa:ite repeti= es~cs 

expe:::imentos pa:::a co:ifirma= les resul~ados. 

5) ~a :.:-_-nt:.:1olocalizació:i Ce la p!."o:f.~.lina e:: cortes Ce .c._.:. y 

de nódulo dewuestran que se ~rata de una prot.ei~a prese~t.e en todos 

los tipos celulares, y en mayor cantidad en las células 

acompañantes de los haces vasculares. 
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