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RESUMEN 

Las bacterias del suelo que incluyen a los géneros Rhizobium, 
Bradyrhizobium y Azorhizobium, conocidas colectivamente como rhizobia, 
inducen en leguminosas la deformación de pelos radiculares y el consecuente 
desarrollo del nódulo, (órgano especializado en asimilar y fijar nitrógeno). Durante 
diversos eventos morfogenéticos, el citoesqueleto tiene un papel muy importante ya 
que participa en la fagocitosis, transporte intracitoplásmico, transducción de sel\ales 
y división celular, por lo que en nuestro grupo de investigación estamos interesados 
en estudiar su papel durante la organogénesis del nódulo (1). En este contexto, la 
profilina es una proteína de 14 kDa que se encuentra distribuida ampliamente en 
células eucarioticas, y que se une reversiblemente a los monómero de actina. Este 
complejo se disocia in vitro cuando se le agrega fosfoinositol (PIP y PIP2), lo que 
sugiere que esta proteína puede ser importante entre el citoesqueleto y la 
transducción de sei'\ales. Se ha propuesto que la actividad de secuestro de actina es 
requerida para el almacenamiento de actina monomérica; también se ha sugerido 
que el complejo profilina-actina se une al extremo "+" del MF donde la profilina se 
libera, y es disponible para un nuevo ciclo. Por lo tanto la profilina también es 
importante para el recambio controlado de los microfilamentos. En otras plantas, 
como Zea mays y Arabidopsis, ha sido descrito que Ja profilina esta codificada por 
una familia multigénica (2 y 3). En un trabajo previo, se reportó la purificación y 
caracterización de un cDNA y de una profilina de nódulo de P. vrtlgaris (4). Sin 
embargo, estudios posteriores han demostrado que hay varias isoformas de profilina 
en raíces y nódulos (5). En este mismo trabajo, experimentos de traducción in vitro, 
de RT-PCR y PCR genómico sugieren la presencia de un solo tipo de mRNA. En el 
presente trabajo, mediante Ja búsqueda y el análisis de 70 clonas de cDNA y 
experimentos de hibridación utilizando un probador especifico, no se pudieron 
detectar otras clonas diferentes a la reportada. Además, el análisis tipo Southern 
genómico de DNA de P. vulgaris con dos diferentes sondas y con diferentes 
condiciones de hibridación, indican la presencia de una familia génica reducida, de 
un máximo de dos miembros. Por lo anterior, nuestro grupo de investigación ha 
propuesto que en P. vulgaris la mayoría de las diferentes formas de profilina 
observadas son el producto de modificaciónes postraduccionales. 

l.• Sjnchez F., et al (1991). Annu. Rev. of Plant Physiol. Plant Mol.Bici. 42:502·528. 
2.- St•lger C., et al (1993). Plant J. 4:631-641. 
3.- Huanp s .. et al (1996). Plant Physiol. 111:115-126. 

t: ~~~Tl .. .!-é~~ :/ aPff~J;.f.1.to;:,:~~·!~\~~~=::..S.;ll:.· 



ACiNtADECIMIENIOS 

Al Dr. Federico SOnchez Rodlfguez. por darme la oportunidad de trabajar en su 
grupo de Investigación y por su contribución en mi formación acad6mlea. 

Al Dr. Vlctor Vald6s L6pez. por su partlclpacl6n. que fue verdaderamente 
Importante en el desaRollo de este trabajo y en mi formación acad6mlea. pero 
tambl6n por au amistad. · 

A Lula Vlc:laH. por su parllclpacl6n en el desarrollo de este trabajo. 

Al Dr. Roberto Meza. por su osesorla en el manejo de la computadora y el diseno 
de los ollgonucle6tldos. pero sobre todo por su amistad. 

Al Dr. Gabriel del Rlo. por su colaboracl6n desinteresada en el modelaje de la 
estructura trldlmenslonal de la proflllna. 

A M6nlea Prud'homme SOnchez. por su colaboracl6n en la b(lsqueda de otros 
clonas de cONA de proflllna. 

A los miembros de mi comlte tutorlal de maestrla. que fue constituido por los Ors: 
Gladys Cassab. Mario Zurita. Federico SOnchez y Marco Antonio Vlllanueva. 

A los miembros de mi comité revisor de tesis. que fue constituido por los Ors: 
Alejandra CovaRublas. Vvonne Rosensteln. Federico SOnchez. Vlctor Vald6s y 
Gabriel ltuRlaga. 

A mis padres. Guadalupe Moreno y Antonio Noguez. por todo su apoyo. carlflo y 
compresl6n. 

Al Dr. Gabriel lturrlaga por su amistad y por facilitarme el equipo de computo de su 
laboratorio. 

A Guadalupe Negrete. Ool6res Cu611ar y al Sr. José Luis R6mlrez. por que con su 
trabajo en el laboratorio. contlbuyen de manera muy Importante al desaRollo de 
los proyectos de lnvestlgacl6n. 

A mis compafleros del laboratorio. a todos los miembros del Departamento de Blol. 
Mol. de Plantas y del Instituto de Blotecnologla. por que hay miles de maneras en 
las cuales han contribuido. 

A mis amigos de siempre. Claudia Dlaz. Miguel Angel Vlllalobos. Nelson Avonce. 
Roberto Meza y Gerard van der Krogt. por su apoyo Incondicional. ~ 

A mis amigos: Chanthal. Sandra. Belél'}.Karln y Paco. por ser flnlslmas personas para 
conmigo. 

A mis amigos los deportistas: a los del futbol. a los ciclistas. a los coRedores. a los del 
equipo de levantamiento de tarro y lanzamiento de Jalbollna, por los 
campeonatos. los kllometros recorridos y las marcos registradas. 

Jlek. jlek. jlek. )lekl11111 



Dedicatoria. 

A las personas que con rostro o si el, morían mientras 

este trabajo daba lugar. 



.. 
Indice 

1.- Introducción ........................................................................................................ ; ... : .. : ........... 1 
1.1.- Generalidaes del citoesqueleto ............................................................. : ............... 1 

1.1.1.- Importancia del citoesqueleto ....•...................................... : ................... 1 
1.1.2.- Componex:ietes ,del citoesqueleto ................................................. , ....... 3 

1.1.2.1· Microtubulos ............................................................................. 3 
1.1.2.2- Filamentos Intermedios ............................................ ;: ........... 4 
1.1.2.3- Microfilamentos ....................................................................... · 6 

1.1.2.3.1- Actina ........................................................................... 9 
1.1.2.3.2.- Proteinas de unión a actina .................................... 12 
1.1.2.3.3.- Profilina, transducción de señales 

y rearreglos del citoesqueleto ...................................... 12 
1.1.2.3.3.1.-Caracteríaticas estructurales de 
la profilina ...................................................................... 15 
1.1.2.3.3.2.- Contactos de profilina con actina ........... 16 
1.12.3.3.3.- Genética y regulación de la profilina ...... 18 

1.2.- Organización del citoesqueleto de actina en 
células vegetales ................................................................................................ 20 

1.2.3.1.- En células vegetales en interfase .......................................... 20 
1.2.3.2- En células vegetales en división ........................................... 23 

1.3.- La ontogénia del nódulo simbiótico entre Rlzizobium y 
leguminosas como un modelo para estudiar desarrollo en 
plantas .................................................................................................................. 27 
1.4.- Estadíos del desarrollo del nódulo ......................................................... 27 
1.5.- Rearreglos del citoesqueleto durante la 
organogénesis del nódulo de leguminosas ................................................. 32 
1.6.- Factores de nodulación y transducción de señales ............................. 37 

JI.- Antecedentes ........................................................................................................ : ............... 40 

~~:: ~1;!;:~7a~s;;.Mé~~ct~~:::::::::::::::::::::::::::·.·.::·.::·:.:::·.·.·.·.:·::::.".".".".".".".".".".".".".".".".".".".".".".":.".".".".".',·:,':,·::~'.':.'..:,".·:·::::::::::::::~ 
IV.1.- Busqueda de la profilina en la librería de cDNA de .. · ... :,·.· .•:: . · . 
nódulo .................................................................................................•.. : ....................... 42 
IV.2.- Aislamiento de plásrnidos ................................................ ::.::::-_-:::::::.::.',:: .......... 43 
IV.3.- Electroforesis en geles de agarosa ................................... ;;;.;;;L::::-.. :'.:: ............ 45 
IV.4.- Purificación de Fragmentos de DNA de interés por·_· .:':· :· · ·. 
congelación-centrifugación ("freeze squeze") .......................... ;:;.;;·.,·::'.'.: .. :·:;'. ......... .46 

IV.5.- Marcaje radiactivo de sondas de DNA ............................ :.::;;;·:::;-.;;·:: .•.. : ....... .47 
IV.6.- Marcaje de DNA por PCR ................................................... : ... '..::::2.:'.,:: ........... .47 
IV.7.- Purificación de sondas de DNA radioactivas ..................... ::.: .. :::; .. : ........... .48 
IV.8.- Experimento tipo "Southern genómico" ........................ ,: .. •:::.' .. :.• .... :: .......... .49 
IV.9.- Condiciones de prehibridación e hibridación .................. : ..... ;.c.:::.: ............ 50 

V.- Resultados ................................................................................................ :.:, ... : ........ : ......... .51 
V.1.- Clonación y caracterización del cDNA de profilina . . 
de nódulo ............................................................................................... : ...................... 51 

V.2.-- Identidad a otras secuencias de profilina ................................ :, ................... 54 



V.3.-- Análisis de la estructrura tridimensional de la profilina 
de P. vulgaris y la localización de los posibles sitios de 
modificación postraduccional. .................................................................................. 58 
V.4.- Búsqueda de otros cDNAs de profilina de P. vulgnris ............................... 62 
V.5.-Evaluación del número probable de genes de P. vulgnris ........................ 65 

V.5.1.- Hibridación utilizando el cDNA de laprofilina de 
nódulo con el DNA genómico de P. vulgaris ............................................ 67 
V.S.2.- Hibridación del DNA genómico de P. Vulgnris contra una 
sonda general producida por PCR ................................................................. 67 

VI.- Discusión ............................................................................................................................ 72 
VII.- Conclusiones .................................................................................................................... 76 
VIII.- Literatura citada .............................................................................................................. 77 



Figuras y Tablas 

Tabla 1.- Proteínas asociadas a actina ........................................................•..•.....••...•.........•............•• 8 
Flg. 1.- Características estructurales de la actina y la profilina de bovino ............ , .......•....•...•• 11 
Flg.2.- Modelo de acción de la profilina ............................................................. , •..... ·.· .... ; ..............•• 12 .. 
Flg.3.- La reorientación de los cloroplastos es mediada por ·. 

los filamentos de actina .....................................................................•........•.... :: ........ : ............ 22 
Flg.4.- La célula vegetal en división ...................................................... ; ....•.......... : .•... :: ......... : •.......• 25 
Flg.5.- La banda preprofásica .............................................................................. ,.,.; ... _._.:I.-••••••••••••••••••• 26 
Flg.6.- Organogénesis del nódulo simbiótico de leguminosas ................... ,;:.;;•;;'.·;;:~.:;.; .............. 31 
Flg.7.- Formación del hilo de infección .......................................•................. ;.; .. ;;.;; . .'~,:: .. ::.: ............• 35 
Flg.8.- El hilo de infección .............................................................................. ~ ..... : ..... ,;;;·;,~:················36 
Flg.9.- El factor de nodulación .....................................................................•. , ...... :::;;;;;;~· .............•.... 39 
Tabla 2.- Oligonucleótidos para PCR. ............................................................. :.: .. : .. :.:.L:: .. : ............... 47 
Flg.10.- Búsqueda del cDNA de la profilina con el anticuerpo ................ : ...... ~' ..... ::: .................. 52 
Fig.11.- El cDNA de nódulo de P. v111garis ............................•••...............•••............••..... : .•.•........•••• 53 
Fig.12.- Alineamiento multiple de las secuencias de aminoácidos 

de las profilina de plantas .................................................................... ; ............................... 55 
Flg.13.- Dendograma del los alineamientos de aminoácidos de 

las profilinas de plantas ........................................................................................................ 56 
Tabla 3.- Identidad a nivel de aminoácidos de la secuencias de profilina · 

deducida de la secuencia del cDNA de P. v11lgaris con las 
secuencias de otros eucariontes ........................................................................................ 57 

Flg.14.- Características de la estructura tridimensional de la profilina 
de P. v11lgaris ............. ............................................................................................................. 60 

Fig.15.- Posibles residuos de aminoácido blanco de modificación 
postraduccional y su localización espacial en la estructura 
tridimensional de la profilina de P. v111garis ........................................•......................... 63 

Fig.16.- La búsqueda de otras secuencias de cDNA de profilina 
utilizando el cDNA de nódulo como sonda .................................................................... 64 

Fig.17.- Hibridación específica y no específica de las clonas de cDNA 
de profilina. 

Fig.18.- Hibridación tipo "Southern genómico", utilizando el cDNA 
como sonda ............................................................................................................................. 66 

Fig.19.-Alineamiento de DNA de los ORFs de dos profilinas de A. tlialiaua .......•..•............. 69 
Fig.20.-Amplificación por PCR del exón JI del DNA genómico y del 

cDNA de P. v11/garis ......................................................••.....................••••.••..................•••.•... 70 
Fig.21.- Hibridación tipo Southern genómico de P. v11lgnris utilizando 

el exón 11 como sonda ........................................................................................................ 71 



1.-Introducción. 

1.1.- Generalidades del citoesqueleto. 

1.1.1.- Importancia del citoesqueleto 

1 

El desarrollo del citoesqueleto fue sin duda una etapa crucial en la 

evolución de la célula eucarionte. La adquisición de este organelo le 

permitió conquistar nuevos nichos al poder desplazarse en su entorno para 

obtener sus nutrientes, n1ovilizarlos internamente y ejecutar el tráfico 

intracelular. Actualmente se sabe que el citoesqueleto participa e~ diversos 

mecanismos tales como el posicionamiento de receptores y organelos, la 

transducción de seftales, la fecundación en plantas y animales, la 

formación de los planos de división y la polaridad celular, la formación y el 

mantenimiento de diversas formas celulares y de fenómenos tan 

interesantes como la contracción muscular y la migración celular durante 

la embriogénesis en vertebrados. En organismos multicelulares, el 

citoesqueleto además de dar forma y sostén a la célula, participa en la 

formación de los tejidos al interaccionar con las placas de adhesión celular 

o al anclarse con proteínas del plasmalema. 

El citoesqueleto es una red dinámica de fibras citosólicas, que puede 

adoptar una gran variedad de estructuras y experimenta constantes 

rearreglos que producen movimiento. Este organelo celular esta formado 

por tres diferentes elementos, los microtúbulos, los filamentos intermedios 

y los microfilamentos. Los microtubúlos y los microfilamentos se 

constituyen de subunidades de tubulina y de actina, respectivamente. Los 

filamentos intermedios son polímeros mas complejos que forman una cx

hélice común, estos dan fuerza de tensión a la célula y forman parte de la 

lámina nuclear. El ensamble de estructuras complicadas, a partir de 
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componentes simples, se lleva al cabo por la reacción cruzada de fibras del 

citoesqueleto, tales como cables y redes. Estos sirven como vías de tráfico a 

lo largo de los cuales los organelos y otros elementos se mueven en el 

citosol. Los tres elementos del citoesqueleto forman una red integradora 

que da forma a la célula, controla y coordina el movimientos de células y 

tejidos y participa en la transducción e integración de señales (Alberts et 

al., 1998; Lodish et al., 1995; Lloyd, 1991). 

Se sabe que el citoesqueleto juega un papel en cada tipo de _motilidad 

celular desde su migración hasta el transporte de moléculas en el citosol. 

Las células tienen dos mecanismos básicos para generar movimiento. El 

primero que involucra.una clase de enzimas especiales llamadas proteínas 

motoras. Este tipo de proteínas utilizan la energía proporcionada por la 

hidrólisis del A TP y se desplazan a lo largo del microtúbulo o del 

microfilamento. Algunas proteínas motoras se unen a la membrana de 

organelos y de vesículas, permitiendo de esta manera el tráfico 

intracelular. Otro tipo de proteínas motoras causan que las fibras se 

_desplacen unas sobre otras. El segundo mecanismo involucra la 

despolimerización y polimerización de tubulina y actina y su ensamble en 

cables y redes, lo que provoca cambios en la forma de la célula y el 

establecimiento del flujo citoplásmico, entre otros. Sin embargo, pocos 

movimientos celulares involuc;:ran a ambos mecanismos sirnultaneamente 

(Alberts et al., 1998; Lodish et al., 1995; Lloyd, 1991). 



1.1.2.-Componentes del citoesqueleto. 

1.1.2.1.-Los microtúbulos. 

3 

Los microtúbulos (MTs) son filani.entos de 24 nm de diámetro y cuyo 

componente básico de polimerización es la tubulina. Cada tubulina es un 

heterodímero compuesto por dos isoformas, a. y 13; donde cada isoforma 

tiene un peso molecular aproximado de 50 kDa. El monómero de tubulina 

es una proteína globular de 4 nm de diámetro; el heterodímero tiene 8 nm 

de largo y se une a dos moléculas de GTP. El GTP se une d_e manera 

irreversible a un sitio específico en la a-tubulina y no se hidroliza. Un 

segundo GTP se une reversiblemente a otro sitio específico localizado en la 

13-tubulina y es hidrolizado a GDP. La hidrólisis de GTP en la a.-tubulina 

está asociada con la formación del heterodímero. El heterodímero se 

arregla con una periodicidad de 13 subunidades por vuelta; sin embargo en 

ciertos casos otros microtúbulos presentan de 11 a 15 protofilamentos, 

como es el caso en cilios y flagelos. La tubulina tiene la capacidad de 

poli~erizarse y despolimerizarse en tubos que presentan polaridad. Esto, 

junto con la capacidad de interaccionar con una gran variedad de 

proteínas llamadas MAPs (Microtubules Asociated Proteins) le permiten 

participar en una gran variedad de procesos celulares (Gelfand y 

Barshadsky, 1986). Un mecanismo para regular la longitud de los 

microtúbulos, es la unión de ciertas MAPs a los microtúbulos. En la 

mayoría de los casos, este proceso se acompaña por la fosforilación o la 

defosforilación de dominios expuestos que se proyectan de las MAPs. Una 

de las principales cinasas involucradas es la llamada MAP cinasa 

(mitogen-activated protein). Hay múltiples MAPcs que son blanco de 

diferentes vías de señalización. Las MAPcs a su vez son también blanco de 
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una segunda cinasa, cdc2 cinasa, la cual juega un papel muy importante en 

controlar las actividades de varias proteínas durante el ciclo celular. Por 

otro lado, se sabe que múltiples genes de tubulina y modificaciones 

postraduccionales de ésta, aumentan su diversidad y complejidad en la 

regulación genética, su ensamble y función específica en diferentes tipos 

celulares, o durante el desarrollo en diferentes especies. Durante la 

interfase, los microtúbulos se encuentran concentrados alrededor del 

núcleo y organizados en uno o más sitios llamados centros org~nizadores 

de los microtúbulos (MTOC). Los microtúbulos se distribuyen en forma 

radial hacia la membrana plasmática. Durante la mitosis, los MTOCs 

forman los polos del huso mitótico, los cuales son sumamente importantes 

durante la segregación de los cromosomas (Alberts et al., 1989; Lodish et 

al., 1995; Globerd et al., 1993). Los microtúbulos ayudan a mantener la 

forma de la célula y dependiendo del tipo celular u organismo del que se 

trate, pueden participar en procesos tales como la deposición de la pared 

celular en vegetales (Lloyd, 1991), el movimiento celular al formar parte de 

cilios y flagelos en ciertos tipos celulares, o durante el transporte de 

vesículas y cuerpos protéicos en neuronas (Alberts et al., 1989; Lodish et al, 

1995; Grain, 1986; Lynn, 1981). 

1.1.2.2.-Filamentos intermedios. 

Los filamentos intermedios (Fls), son un grupo de filamentos 

citoplásmicos de 11 nm de diámetro que comprenden varios tipos de 

proteínas filamentosas, cuyo peso molecular varía de 40-70 kDa. Estas se 

pueden agrupar en cinco tipos diferentes: 1) queratinas ácidas; 2) 

queratinas básicas; 3) vimentinas; proteínas fibrilares de las células gliales; 



5 

periferina y desminas; 4) neurofilamentos; y 5) láminas. Los filanlentos son 

extraordinariamente insolubles, una propiedad que sugiere su papel 

estructural, ya que las fibras se unen a la membrana nuclear, a los 

desmosomas o a las placas de.adhesión de la membrana plasmática. Los 

componentes protéicos de los Fis son específicos para los diferentes tipos 

celulares. Todas las subunidades de los Fis tienen una organización 

estructural común, en donde se distinguen tres distintos donlinios: un 

núcleo central a-hélice flanquedado por dos dominios globular~s N- y C

terminal. El núcleo central en todas las proteínas de los filamentos 

intermedios está conservado y consiste de cuatro a-hélices separado por 

cuatro regiones no helicoidales. Las posiciones de estos "espaciadores" 

están muy conservadas en todas las proteínas de los filamentos 

intermedios. Los segmentos a-hélice se aparean por enrollamiento. Se ha 

observado por microscopia electrónica, que los dímeros son moléculas de 

forma alargada con dominios globulares en los extremos. En teoría, los 

dos polipéptidos en el FI pueden aparearse en forma paralela o 

antiparalela. Usando desnaturalizantes protéicos y técnicas 

inmunológicas, se ha visto que los dímeros se asocian lateralmente en 

tetrámeros de cerca de 70 nm de largo. También hay algunas otras 

evidencias que sugieren que el tetrámero y no el dímero es la subunidad de 

los Fls. Se propone que los tetrámeros se unen extremo con extremo, 

formando protofilamentos de 2 nm de díametro, un par de éstos se une 

para formar protofibrillas de 4 nm de amplitud. Finalmente, cuatro 

protofibrillas forman un FI simple de 10 a 11 nm de díametro. Debido a que 

los tetrámeros son simétricos, los Fls no tiene polaridad coni.o en los MFs y 

MTs. Comparando también con éstos elementos del citoesqueleto, se 
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entiende muy poco a cerca del ensamble de los Fls. La estabilidad que 

presentan los FI es un problema especial para las células en mitósis. Estas 

deben desensamblarse y reorganizar las redes de Fls durante la citocinesis 

y el ciclo celular. Por ejemplo, se sabe que las láminas se desensamblan 

antes de la mitosis y se reensamblan después de la división celular. La 

lámina A y la vimentina son fosforiladas por la cinasa cdc2 cinasa en un 

residuo específico de serina del extremo N-terminal, promoviendo el 

desensamble. No todos los Fls son desensamblados yía cin~sas; por 

ejemplo, los neurofilamentos aunque son fosforilados, no son 

desensamblados. 

La interacción de los Fls con otras estructuras celulares son 

mediadas por proteínas asociadas a filamentos intermedios (PAFis), las 

cuales entrecruzan a los Fls en cables (llamados tonofilamentos), en redes 

o en membrana plasmática. Se han encontrado pocas P AFis y a diferencia 

de las los MFs y MTs no se han descubierto proteínas que sirvan como 

protectoras de extremos, secuestradoras de Fls ó proteínas motoras 

(Alberts et al.,1989; Lodish et al., 1995). 

1.2.2.3.-Microfilamentos. 

Estas estructuras son polímeros de 7 nm de diámetro compuestos de 

monómeros de actina. Los microfilamentos se encuentran tanto en el 

citosol como en el núcleo (Nishida et al., 1987). A los microfilamentos se les 

involucra en el posicionamiento de receptores (Cantley et al., 1991; Drubin 

et al ; Hart-wing et al., 1992; Payrastre et al., 1991; Shariff y Luna 1992), en 

el tráfico vesicular (Young et al., 1992), en la cariocinesis al formar parte 

de la banda contractil que separa a las células hijas, y en la contractivilidad 
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celular (Theriot et al., 1992). 

Los microfilamentos son la estructura básica del citoesqueleto de 

actina. La localización, extensión, polaridad y coordinación del ensamble y 

desensamble es regulado por un gran número de proteínas de unión a 

actina, por la transducción de señales que son iniciadas en la superficie de 

la célula, inducidas por hormonas, factores de crecimiento y receptores de 

la matriz extracelular. A ésto, se suman diferentes señales internas que son 

moduladoras de la arquitectura del citoesqueleto: el Ca2+, e! inositol 

trifosfato (IP3), la fosforilación y defosforilación (Alberts et al., 1989; 

Lodish et al., 1995; Sparrow y Sheterline 1994). Para entender la 

extraordinaria versatilidad de los microfilamentos, es necesario describir 

las características de la actina y de algunas de sus proteínas asociadas 

(Tabla l)(Alberts et al.,1989; Lodish et al., 1995). 
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Tabla 1.- Algunas de las principales clases de proteinas de unión a actina 
Función de 
la proteina 

Forma filamentos 

EscabU&za Rlamentos 

FormaclOn de cables [ 

Entrecruzamiento 
de Olamentoa 

(Formación de aeles} 

Fraamentaclón 
de filamentos 

Desplazamiento 
de filamentos 

Ejemplo de 
proteina 

actlna 

tropomloslna 

nmbrina 

a-acllnlna 

ftlamlna 

aelsolina 

mtoslna 

Movimiento de vestculas mtnlmlostna 

Cobenura del exuemo 
mois y unión a la 

membrana plasmatlca 

Unión de los filamentos 

caplOO 

a la membrana cspectrlna 
plasmauca 

Secuestrador de 
monómeros de actlna 

Polimertzador )' 
secuestrador de acuna 

tlmoslna P,1,_. 

proOUna 

Comparación de tamado. 
f'orma y peso molecular. 

- 2aJSko. 

- 681d>a 

~ 2a100 
kDa 

• 90kDa 

~ lSOILDa 

= 
o 

5 kDa 

15 
kDa 

2 •:no 
kDa 

( 2x260 ...,.. 

=--=-

Esquema de la ¡ 
interacción con actin;IL 

Ctll~ -----------'==- ·.-:.. 

hff ].4Qn• 
(UD 

.. -- ...... 
~ - .. >'-·-"·--· 

ft 

~ ~· •"~mo J::::.~ 
men.,. ·.~. 

buljll I 

Algunas de las principales clases de prote(nas de unión a actina. Modificado 
de Alberts ec al., 1989; Sheterline y Saprrow , 1994. 
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1.1.2.3.1.-Actina. 

La actina G es una proteína globular de 375 residuos de aminoácidos 

y un peso molecular aproximado de 43 kDa. Esta proteína se pliega en 

cuatro dominios y presenta simetría axial con una similitud en sus 

plegamientos (Fig. la). Aunque los dominios son aparentemente rígidos, 

las dos mitades de la molécula se pueden rotar y flexionar. El sitio de unión 

a nucleótidos se localiza en el surco que se encuentra entre los dominio 1 y 

11 y es adyacente al sitio de alta afinidad al catión. El anillo dEO adenina 

embona dentro en un sitio en el dominio U, mientras que los grupos fosfato 

interaccionan con los dominio 1 y 11. Se sugiere que la hidrólisis de ATP 

pudiera afectar las interacciones interdominios, lo que genera cambios 

conformacionales (Sparrow y Sheterline, 1994). 

Se han descrito diferentes modificaciones postraduccionales en la 

actina. Entre éstas se encuentran el procesamiento de la región amino 

terminal, en la cual se le remueve de uno a dos aminoácidos anteriores al 

aminoácido que va a ser acetilado. La metilación de la histidina 73 que se 

presenta en la mayoría de las actinas; y la fosforilación del residuo 203 de 

la actina de Physarum policephalum que inhibe la nucleación; la 

fosforilación de actina en Dyctiostelium que regula el ensamblaje de 

actina y el comportamiento de células; la ribosilación de ADP del residuo 

de arginina 177, que impide la polimerización de actina Gen actina F. En 

este caso se propone que la ribosilación bloquea los extremos "+" del 

filamento (Sparrow y Sheterline, 1994). 

En experimentos in vitro, la adición de iones Mg2+, K+, Na+ a la 

proteína purificada, inducen la polimerización de actina G en actina 

filamentosa (actina F), siendo este proceso reversible. Estos filamentos son 
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idénticos a los microfilamentos aislados de las células. El ensamble de 

actina G en actina F es acompañada por la hidrólisis de ATP a ADP y Pi. La 

hidrólisis de este nucleótido no es necesaria para que la polimerización 

ocurra; sin embargo, si afecta su cinética de manera positiva. El filamento 

de actina no solo tiene polaridad estructural sino también una polaridad 

en la cinética de polimerización. El extremo"+" se elonga de 5 a 10 veces 

más rápido el extremo "-". Experimentos in vitro de protección de uno u 

otro extremo han demostrado que la diferencia en las velocidade~ se deben 

a la diferencia en las concentraciones críticas (Ces) de ambos extremos. 

Estas a su vez llevan a un fenómeno conocido como "migración del 

filamento", en el cual cuando las Ces son intermedias entre ambos 

extremos"+" y "-",las unidades se disocian en el extremo "-" pero se 

adicionan en el extremo "+" con la misma velocidad. En las células 

probablemente no ocurre migración del filamento, ya que las proteínas 

bloqueadoras protegen a los extremos del filamento, además de aquellas 

que secuestran monómeros de actina, disminuyendo su concentración 

(Tabla 1) (Alberts et al., 1989; Lodish et al., 1995). 



1 1 

Fig. 1.- Características estructurales de la actina y la profilina de Bovino. 
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1.1.2.3.2.-Protefnas de unión a actina 

Existen más de 100 proteínas de unión a actina reportadas. Las 

principales categorías en cuanto a la función de este tipo de proteínas 

incluyen proteínas motoras (miosinas); proteínas que estabilizan el 

filamento (tropomiosinas); proteínas que desestabilizan el filamento 

(cofilinas); proteínas que entrecruzan el filamento, ya sea en paralelo 

(villina); en antiparalelo (cx-actinina); ó desordenadamente (filamina); 

proteínas que rompen con la estructura del filamento (gelsoli~a); ó que 

protegen el extremo"+" del filamento impidiendo su crecimiento (cap 100) 

y proteínas que se unen al monómero secuestrándolo (timosinas) o 

regulando la cinética de crecimiento (profilina) (Alberts et al., 1989; Lodish 

et al., 1995; Sparrow y Sheterline, 1994). 

1.1.2.3.3.- La profilina, la transducción de señales y rearreglos del 

citoesqueleto. 

La profilina es una proteína de bajo peso molecular (12-15 kDa), que 

se une a actina y a poli-L-prolina. Se encuentra ampliamente distribuida 

en eucariontes (Haarer y Brown, 1990; Valenta et al., 1991; Machesky y 

Pollard, 1993). Los altos niveles de profilina in vitro, pueden inhibir la 

nucleación y la polimerización de actina (Reichstein y Korn, 1979; Tseng et 

al., 1984; Lindberg et al., 1988). A baja concentración de profilina, aumenta 

la velocidad de intercambio de ADP por ATP a la actina-G. (Mocrin y 

Korn, 1991; Goldchmidt-Clermont et al., 199la). La polimerización de 

actina es en gran parte mediada por un recambio fino entre timosina 134 y 

profilina las cuales compiten por actina (Goldchmit-Clermont et al., 

1991c). La timosina 134 secuestra monómeros de actina y bloquea la 
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repolimerización de los monómeros de actina (Cassimeris et al., 1992), 

mientras que la profilina promueve su repolimerización (Pantaloni y 

Carliert, 1993) al catalizar el cambio de actina-ADP por actina-ATP 

(Glodschmidt-Clermont et al., 199la: Pantaloni y Carlier, 1993). Los 

cambios en la concentración de profilina son afectados por el inositol 

trifosfato (IP3). La profilina se une a fosfatidilinositol (4,5)-bifosfato (PIP2) 

y bloquea la actividad hidrolítica de fosfolipasa Cyl (PLCgl) 

(Goldschmidt-Clermont et al., 199lb; Staiger et nl., 1994; Dr0bac,1< B. et al., 

1994). Todos estos datos experimentales sugieren un· modo de 

participación de la profilina en la transducción de señales y en rearreglos 

del citoesqueleto. Cuando las células reciben una sefial por un receptor 

transmembranal, transducen la sefial induciendo la actividad de cinasa, la 

cual fosforila a la PLCyl. La fosfolipasa PLCyl desplaza a profilina de 

PIP2. Por un lado, esto induce un incremento localizado de profilina que 

potencia la velocidad intercambio de ADP-actina-G en ATP-actina-G y la 

polimerización de actina. Por otro lado, la PLCyl-P rompe al PIP2 en 

inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG), lo que a su vez aumenta los 

niveles de Ca2+ intracelular y activa a ciertas proteínas cinasas 

promoviendo rearreglos del citoesqueleto por medio de otras proteínas de 

unión a actina (Fig. 2) (Goldschmidt-Clermont et al., 1991b; Sharriff, 1992; 

Aderem A, 1992). 
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1.1.2.3.3.1.-Características estructurales de la profilina. 

La profilina de bovino está bisectada por una lamina-13 antiparalela 

como se muestra en la Figura lb. Las a-hélices del N-terminal y C

terminal estan empaquetadas contra la conformación-13 central y estan 

conectados por vueltas cortas. La a-hélice del N-terminal (Hl) se 

empaqueta en el mismo plano contra las láminas-13 55, 56 y 57 y la ex-hélice 

del e-terminal H4, que se encuentra justo después y empaquetada a las 

conformaciones-13 55, 57. Las dos ex-hélices Hl y H4, no se empaquetan 

fuertemente una contra la otra; sin embargo contribuyen junto con la 

conformación-13 central (56) a la formación de una superficie hidrofóbica, 

así como la formación de un puente salino entre un residuo de acído 

aspártico (AspB) y lisina (Lysl26). Los residuos en la cara opuesta de la 

conformación-13 central contribuyen a un segundo núcleo hidrofóbico 

constituído por un grupo de residuos de aminoácidos alifáticos, rodeados 

de dos_ pequeñas ex-hélices H2 y H3, y un giro corto que contiene las 

conformaciones-13 53 y 54. En este lado hay un núcleo que se encuentra en 

la parte de arriba y está caracterizado por un giro que conecta las 

conformaciones-13 51 y 52. Las conformaciónes-13 55 y 56 estan conectadas 

por giro tipo 11, formando una vuelta que sobresale de la superficie de la 

profilina. El plegamiento del polipéptido de las conformaciones-13 53 a la 

56 es similar a aquellos encontrados en varios dominios SH3 (src 

homology 3) (Schutt et al., 1993). Los dominios 5H3 se encuentran en una 

amplia variedad de proteínas incluyendo a las cinasas de tirosina y a las 

proteínas de unión a actina. Estos dominios se unen a secuencias ricas en 

prolina. Aunque hay diferencias en el plegamiento de profilina y el dominio 

SH3, ambas regiones tienen aminoácidos aromáticos conservados (Noble 
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et al., 1993; Vinson et al., 1993). El alineamiento de 16 secuencias de 

profilina en el banco de datos 5wiss Protein, demostraron que hay residuos 

de aminoácidos hidrofóbicos concervados en las secuencias de profilinas, 

estos son Trp3, Tyr6, Trp31, His133, Leu134 y Tyr139 los cuales forman una 

superficie hidrófobica (5chutt et al., 1993; Arcl"\er et ni., 1994). 

Experimentos de especificidad de profilinas a las cuales se les han 

cambiado los residuos Trp3 ó His133, pierden la afinidad por poli-L

prolina. Una segunda función de esta superficie hidrofóbica pu~de ser el 

pegado a PIP2 (5chutt et nl., 1993). Esto es apoyado por experimentos de 

enmascaramiento de fluorescencia de los residuos Trp3 y Trp31 en 

presencia de PIP2 (Raghuanatan et al., 1992). 

1.1.2.3.3.2.-Contactos de la profilina con actina. 

La profilina de bovino cristalizada (complejo profilina-actina), tiene 

dos sitios principales de contactos con actina (Fig. le) (5chutt et al., 1993). 

El primero corresponde al que se da en solución in vitro y comprende una 

región de la profilina definida por la ex-hélice 3, la porción N-terminal y las 

conformaciones-13 54, 55 y 56. Esta región hace contactos con la base del 

subdominio 1 y 3 de la actina. En total 21 residuos, tanto de actina como de 

la profilina, contribuyen para este contacto (Fig. 1 e y d ), resultando en 

superficies complementarias de ambas proteínas que presentan puentes 

iónicos, polares e hidrofóbicos, los cuales incluyen a 10 puentes de 

hidrógeno (Schutt et al., 1993). Datos de estudios bioquímicos sugieren que 

el residuo Phe375 de la actina es importante en este sitio de contacto con la 

profilina y estudios de cristalográficos, sugieren que este residuo 
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interacciona con los residuos Ile73, His119, Gly121 y Asn124 de la profilina. 

Además, se propone una interacción electrostática de Lys125 de profilina de 

bovino (equivalente al residuo Lys115 de Acantltamoeba castellani) con 

Glu364 de la actina (Malm B, et a/.,1983; Schutt et al., 1993). 

El segundo sitio de contacto de la profilina con una segunda 

molécula de actina en el cristal, se da a través de las simetrías relacionadas 

con el complejo profilina-actina en el filamento (Fig. 1 d). En esta 

interacción participa la mitad del cx.-helice del amino terminal (H1) de la 

profilina con el surco formado por 3 de las 4 cx.-helices del subdominio 4 de 

la actina. Esta área de contacto comprende 14 residuos de actina y 11 de 

profilina. Sólo un puente de hidrógeno se encuentra en este sitio y la 

mayoría comprende enlaces hidrofóbicos. Este segundo sitio de c-:>ntacto 

entre actina y profilina es más parecido a los sitios de contacto de actina

actina en el filamento, que a los contactos primarios de actina-profilina. La 

profilina actúa como "cufta" entre las dos moléculas de actina adyacentes, 

estabilizando el contacto de actina-ATP en el filamento, aparentemente a 

través de la unión a dos sitios complementarios de actina, no obstante que 

la formación del filamento de actina en los cristales es una característica 

independiente de la presencia de profilina (Schutt et al., 1993). La habilidad 

de profilina para unirse simultáneamente a dos sitios con actina y a la 

secuencia rica en prolinas, puede tener una importante función biológica 

(Schutt et al., 1991). 

·,, __ 
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1.1.2.3.3.3.- Genética y regulación de la profilina. 

La profilina fue aislada primero de bazo de ternera (Carlsson et al., 

1977) y en la actualidad se han identificado en una amplia variedad de 

organismos eucariontes. Por ejemplo, las levaduras tienen un sólo gen 

(Magdolen et al., 1988); la disrupción génica de éste no es letal para las 

células sin embargo, presentan un fenotipo de sensibilidad incrementada a 

la temperatura, con alteraciones en el citoesqueleto de actina y cambios en 

su morfología (Haarer et al., 1990). Algunos organismos tales como 

Acanthamoeba (Machesky et al., 1990), Dictyostelium discoideum 

(Haugwizt M., et al., 1991), (Machesky y Pollard, 1993), Zea mays (Staiger 

et al., 1993), tienen secuencias múltiples de profilina en su genoma. En 

humanos se han encontrado multiples secuencias de profilina, pero tan 

sólo dos isoformas han sido identificada, por lo que se piensa que la 

mayoría pueden ser pseudogenes (Kwiatowski y Bruns, 1988). Por otro 

lado Dictyostelium (Haugwitz et al., 1991), Pl1ysarum (Binette et al., 1990), 

Drosophila (Cooley et al., 1992) y en ciertos mamíferos, se ha visto una 

expresión diferencial durante el desarrollo. 

En plantas se ha detectado la presencia de familias multigénicas de 

profilina. Por ejemplo Z. mays, presenta de tres a seis genes de profilina. 

De estos, tres cDNAs se han clonado y caracterizado: ZmProl, ZmPro2 y 

ZmPro3, los cuales presentan una expresión preferencial en las anteras y el 

polen (Staiger et al., 1993). En Arabidopsis thaliana, la familia génica de la 

profilina presenta aproximadamente ocho miembros de los cuales se han 

caracterizado cuatro secuencias, tres cDNAs PRFl, PRF2, PRF3 y dos 

clonas genómicas, las cuales codifican para cuatro diferentes profilinas. El 

mensajero correspondiente a PRFl se expresa en los principales órganos 
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de la planta, mientras que PRF4 se expresa especificamente en el polen 

maduro (Hung et al., 1996) Otros cDNAs de profilina del polen y tejidos 

vegetativos de mono- y .dicotiledoneas han sido aislados y secuenciados 

"(Valeta et al., 1991; Ebner et al., 1991). Sin embargo no se hn sabe cual es su 

patrón de expresión y su función. El análisis filogenético de las secuencias 

de aminoácidos de profilina de plantas, ha llevado a proponer la 

existencia de dos grupos separados en cuanto a su expresión y su función: 

un grupo de expresión constitutiva y otro grupo de expresión específico de 

) polen (Hung et al., 1996). 
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1.2.- Organización del citoesqueleto de actina en células vegetales. 

1.2.1.- En células vegetales en interfase. 

20 

El citoesqueleto de actina en vegetales tiene las dos estructuras 

generales de organizac1on: cables y redes. Estas dependen 

predominantemente de la forma de la célula (Parthasaratly, 1985). Las 

células elongadas como del tejido vascular de la raíz, de las capas 

epidérmicas de las hojas y de los coleóptilos, presentan una gran actividad 

de flujo citoplásmico; allí, el citoesqueleto de actina se presenta en grandes 

cables subcorticales conectados a ciertos elementos periféricos más finos, 

ambos con una orientación longitudinal. En células esféricas como las de 

los cultivos en suspensión, el endospermo (Abe et al., 1991) o el tejido de 

fruta tienen redes tridimensionales de actina (Parthasaratly, 1985). Parece 

ser que la función principal de los grandes haces subcorticales es producir 

el flujo citoplásmico o de organelos (Parthasaratly, 1985). No se sabe con 

exactitud la función de los elementos periféricos del citoesqueleto de 

actina, pero se piensa que éstos podrían estar participando en la 

organización espacial de los componentes del ectoplasma. Por medio de 

observaciones de microscopía electrónica se muestran asociaciones muy 

cercanas entre el córtex y el retículo endoplásmico (RE), sugiriendo la 

influencia del los microfilamentos del citoplasma perietal en la 

organización del RE periférico. En células vivas, delgadas y transparentes 

como los tricomas de las plantas, el movimiento citoplásmico puede ser 

observado. Estas contienen una vacuola grande, a través de las cuales 

cruzan tubos transvacuolares de citoplasma de 1 µM de diámetro. Se 

puede observar partículas individuales, tales como las mitocondrias, que 

pueden moverse rapidamente a través del citoplasma transvacuolar. El 
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citoplásma contiene cables de actina filamentosa que parecen surgir de una 

región cercana al núcleo, se observa que los tubos transvacuolares, 

cambian de forma y posición continuamente, emergiendo, ramificandose y 

formando nuevos tubos (Alberts et al., 1989). En el alga del género 

Mounguieta cada célula cilíndrica contiene un solo cloroplasto en forma 

aplanada y alargada. Los microfilamentos median un giro de los 

cloroplastos para orientarlos en una posición vertical u horizontal de 

acuerdo a la incidencia e intensidad de la luz, optimizando de esta manera 

su absorción (Fig. 3) (Cox et al., 1987). 



(A) 

Un simple clorop 
aplanado. 

(B) 

Fla- 3.- El movimiento del cloroplasto del alga verde Moungeotia. Esta célula cilfndrica 
contiene un solo cloroplasto alargado y aplanado, cuya orientación se regula de acuerdo a 
la cantidad de luz que es absorbida (A). Cuando una porción de la célula es expuesta a la 
luz intensa, esta región se reorienta de manera independiente al resto del cloroplasto (B). 
El citoesqueleto de actina unido a la membrana externa del cloroplasto media su 
orientación. Las moléculas foto-receptoras son el fitocromo y un receptor de luz azul 
localizados muy cerca de la membrana plasmatica. La iluminación de estos receptores con 
un microhaz de luz causa un influjo de Ca2+, este segundo mensajero unido a 
calmodulina, dispara un gfro de la red de actina la cual esta unida a la membrana externa 
del cloroplasto (Alberts et al., 1989). 

·,,,,,,,..._ _ _. 
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1.2.2.- En células vegetales en división. 

~ Debido a que las células vegetales estan encerradas en una pared 

rígida, el mecanismo de división celular es muy diferente al de los 

=" animales. Más que por un estrangulamiento por medio de un anillo 

contráctil de microfilamentos de actina, las células vegetales se dividen al 

) formar una nueva pared que se organiza dentro de la célula (plato de 

) división). El plato de división se forma en un plano entre las núcleos hijos y 

) en asociación con los resíduos polares de los microtúbulos _del huso 

:> mitótico, los cuales forman una estructura cilindríca, llamada 

::i fragmoplasto (Figs. 4 y 5). Los microtubúlos probablemente son nucleados 

:> en la superficie de la membrana nuclear y embebidos en el plato de 

::> división. Las pequeñas vesículas derivadas del aparato de Golgi llevan 

~ precursores de la pared celular, las vesículas parecen estar conectadas con 

::::> los microtúbulos a cada lado del fragmoplasto y pueden ser transportadas 

:::; a lo largo de éstos para fusionarse al plano ecuatorial. El huso mitótico no 

:::; es suficiente para determinar la posición exacta ni la forma del plato de 

~ división. El futuro plano de división parece estar definido de manera muy 

::::> ~emprana, antes de que inicie la mitosis por un cable grueso de 

=: microtúbulos llamado banda preprofásica, la cual está situada justo por 

:::i debajo de la membrana plasmática (Alberts et al., 1989). La banda 

=:: preprofásica contiene nt.tm.erosos MFs además de los MTs. Aunque los 

:::i MTs desaparecen cuando las células entran en mitosis, los MTs definen la 

:::i región en el cortex para la unión de una red radial de filamentos de actina 

·.;,;;;i que cruzan la vacuola y soportan al núcleo central en división (Kikamoto y 

• .:;;;¡ Shabaoka, 1987; Traas et al., 1987; Loyd y Traas, 1988). Estos 

·....; microfilamentos persisten a lo largo de la fase mitótica y proprocionan 
l,,J -
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una "memoria" que determina el plano de división (Fig. 5). Durante la 

citocinesis, el fragmoplasto crece centrifugamente, y el plato en 

crecimiento está conectado al sitio de la banda preprofásica por filamentos 

de actina, por lo que se ha propuesto que estos elementos del citoesqueleto 

de actina juegan un papel estructural esencial en el alineamiento del plano 

de división de las células vegetales (Kakimoto y Shabaoka, 1987; Traas et 

al., 1987; Loyd y Traas, 1988). En las células meristemáticas de trigo, el 

citoesqueleto de actina es completamente desensamblado y reorganizado 

durante la preprofase (Clayton y Loyd, 1985; McCurdy y Gunning, 1990). 

Los MFs se reorganizan paralelamente entre ellos pero de manera 

transversal a la célula (McCurdy y Gunning, 1990). Estos se desorganizan 

nuevamente antes de la metafase y no !>e detectan MFs durante la mitósis 

sino hasta el inicio de la citocinesis, donde la actina organiza al 

fragmoplasto (Clayton y Loyd, 1985; Kakimoto y Shibaoka, 1987). Los 

filamentos de actina de las dos mitades del fragmoplasto tienen una 

direccionalidad que determina el transporte de vesículas hacia la placa de 

división (Kakimoto y Shibaoka, 1988). Los filamentos de actina se 

encuentran asociados de alguna manera al huso mitótico en algunas 

células, pero hay evidencias que indican que no participan en generar la 

fuerza que separa a los cromosomas (Baskin y Conde, 1990). Los MFs 

deben participar más bien en la orientación e integridad estructural del 

huso acromático y del fragmoplasto (Cho y Wick, 1990; Schmit y Lambert, 

1987; Traas et al., 1989; Wick et al., 198i; 1983). 
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Fls. 4.- El proceso de citoquinesis de la célula vegetal de plantas superiores con una pared 

rígida (A). La organización de Jos filamentos de actina en la célula vegetal durante la 

citocinesis (8). Los tres planos de división encontrados en un órgano vegetal típico. Las 

variaciones en las proporciones relativas de cada uno de éstos, combinado con un cambio 

en la dirección de la expansión celular, pueden ser la causa de los patrones morfogénicos 
en plantas (C). 
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Fig. !i- La banda preprofásica de rnicrot!abulos en células vegetales de plantas superiores. (A) Un esquema que 

simplifica el cambio de distribución de microtÚbulos durante el ciclo celular en células vegetales superiores, 

enfatizando los cuatro tipos de arreglo. En células que estan en interfase los núcrotÜbulos se organizan en forma 

transversal a lo largo de la célula (A-1), cuando entran a la profase se agrupan en una banda gruesa de más de un 

ciento de microfubulos, llamada banda prcprofásica, la cual tiene 1-3 µM de grosor. (A-2). La banda preprofásica 

predice el futuro plano de división . El huso mitótico se forma (A-3) y alinea a los cromosómas en el ecuador (A-4). 

Finalmente los núcrott;.bulos se organizan durante la citocíncsis en el fragmaplasto (A-5), los cuales se colocan por 

debajo de la nueva pared celular. El arreglo es rccstablccido (A-8), en las células hijas, los microtúbulos polimerizados 

se oganizan de un Dtaterial centrosoDtal amorfo que se encuentra en la superficie del núcleo. (8) Microtu""bulos teñidos 

por imunofluoresencia en la banda prcprofásica de una célula de raíz de cebolla, a la izquierda se muestra la célula, a la 

derecha dos planos dónde se relaciona la banda preprofásica alrrededor del núcleo. (C) Aunque las dos células 

demuestran una forma similar, en la célula de arriba la banda preprofásica predice que la célula se dividira 

transversalmente, mientras que la de abajo lo hará de manera longitudinal (Alberts et al., 1989). 
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1.3.- La ontog~nia del. nódulo aimbi6tico entre Rhizobium y legundo••• 

como un modelo para estudiar el deaanollo en las planta.. 

La organogénesis del nódulo simbiótico entre Rhizobium y 
Leguminosae es un sistema alternativo para estudiar el desarrollo en 

plantas, ya que ofrece la posibilidad de plantearse preguntas interesantes 

en la interacción célula-célula, el papel de la transducción de sef\ales, el 

disparo de la morfogénesis y la regulación genética diferencial de ambos 

genomas (procarionte y eucarionte). Otros tópicos que geman del estudio 

del desarrollo del nódulo como un modelo son: ligandos y receptores, vfas 

de sef\alización e identificación de activadores transcripcionales, el papel 

del citoesqueleto en la forma célula y el control del ciclo celular vegetal 

(Hirsch A.M. ,1992.; Sánchez et al., 1991; Mylona et al., 1995). 

1.4.- Estadfos del desarrollo del nódulo 

El resultado de una siJnbiósis exitosa entre las plantas de la familia 

leguminosae con bacterias del suelo de los género Rhizobium, 

Bradyrhizobium y Azorliizobium (colectivamente conocidos como 

rhizobia), es la formación de nódulos fijadores de nitrógeno. (Elkan, 1994; 

Martfnez et al., 1990, 1992). En general, los rhizobia tienen la habilidad 

para interaccionar con un número restringuido de plantas huésped. La 

especificidad en las interrelaciones entre los simbiontes involucra 

mecanismos de reconocimiento y una señalización a distancia que regula la 

expresión espacio temporal tanto del genoma procariote como del 

eucariote (Fig. 6). Dentro de estas sef\ales la planta secreta flavonoides, 

entre otras moléculas orgánicas, ante los cuales la bacteria presenta 

quimiotáxis. Se ha propuesto que estos flavonoides se unen al producto del 
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gen nod D de la bacteria que es expresado contitutivamente e inducen de 

manera específica la expresión de los genes de nodulación (genes nod) los 

cuales participan en la síntesis del factor de nodulación (Peters y Verma, 

1990; Hungria et al., 1992). La entrada de la bacteria puede ocurrir a 

través de diferentes mecanismos: por heridas, fisuras producidas por 

brotes de raíces lateral«=:s y por pelos radiculares, en todos estos casos se ha 

visto la presencia de hilos de infección. A continuación se describirá el 

proceso de infección vía pelos radiculares (Rolfe y Gresshoff. 198~). 

Brevemente, después del anclaje de los rhizobia a la punta de los 

pelos radiculares en desarrollo (Fig. 6), éstos se curvan en una estructura 

llamada "cayado del pastor" (Fahraeus, 1967), donde se atrapa un grupo 

de bacterias y justo por debajo del sitio de anclaje se forma una estructura 

tubular llamado hilo de infección (Dart, 1974). Al mismo tiempo, en el 

cortex de la raíz se organiza un meristemo que formará parte del nódulo; 

durante este proceso algunas células quedan en un estado tetraploide 

(Calvert et al., 1984). El curvamiento del pelo radicular es seguido por la 

infección de los pelos radiculares por la bacteria, a través de una 

invaginación de la pared celular cuyo crecimiento continuo lleva a la 

formación del hilo de infección (Brewin, 1991). Estos tubos penetran a 

través de las paredes dirigiéndose al primordio del nódulo por crecimiento 

y ramificación, siendo éste el medio de transporte y donde la bacteria se 

muitiplica. Al mismo tiempo que el primordio nodular se agranda para 

incluir las células adyacentes del periciclo y la endodermis; se inicia el 

crecimiento hacia fuera del nódulo. Posteriormente, las células bacterianas 

llegan a las células poliploides vía hilos de infección, éstas atrapan a los 

rhizobia en membranas peribacteroidales de origen vegetal. En este punto, 
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la bacteria se diferencia en bacteroide y empieza a fijar nitrógeno (Rolfe y 

Greshof, 1988; Sánchez et al., 1991). Para que ocurra una invasión exitosa, 

los rhizobia requieren además de los genes nod, los genes exo y los genes 

lps, que contribuyen a la especificidad al interaccionar con las lectinas del 

huésped y otros eventos que impiden que se disparen la respuesta de 

defensa de la planta (Noel, 1992). Sin embargo la infección es un evento 

muy raro; solo una pequefia porción de los pelos radiculares son infectados 

y no todas las infecciones darán orígen a los nódulos (Dart, 1974). Muchos 

hilos de infección abortan en la base del pelo radicular o en el córtex. El 

aborto del hilo de infección es acompañado por la reacción hipersensible 

que puede ser parte del mecanismo por el cual la planta controla la 

infección y regula la nodulación (Vasse et al., 1993). Se ha propuesto que la 

planta tiene todo el potencial para controlar el número y la forma de los 

nódulos. Una evidencia que apoya este hecho es que ciertos cultivares de 

Medicago sativa, bajo condiciones de limitación de nitrógeno, tienen la 

capacidad de formar nódulos espontaneamente en ausencia de los rhizobia 

(Truchet et al., 1989). 

El tipo de nódulo así como su forma y tamaño son determinados por 

la planta. Basado en la presencia o ausencia de un meristemo persistente, 

el nódulo es clasificado en dos grupos principales: nódulos indeterminados 

y nódulos determinados. Los nódulos indeterminados son característicos 

de leguminosas de clima templado tales como chícharo y alfalfa, los cuales 

mantienen un meristemo, en el cual un grupo de células se divide en el 

extremo distal del nódulo, cuyos derivados se diferencian en otros tipos 

celulares o forman parte del meristemo. La producción continua de nuevas 

células en el extremo distal resulta en la formación de nódulos elongados. 
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Además los nódulos indeterminados, contienen diferentes zonas que 

representan todos los estadíos del desarrollo del nódulo: (1) el meristemo; 

(2) la zona de invasión, que consiste en numerosos hilos de infección y 

células recientemente infectadas; (3) la. interzona, que se encuentra entre la 

zona recién infectada y la primera zona simbiótica; (4) la primera zona 

simbiótica donde la diferenciación final de los bacteroides toma lugar y la 

cual contiene células inefectadas con bacteroides altamente empaquetados 

(que fijan nitrógeno); (5) la zona simbiótica posterior, que pr~senta un 

decremento en el nivel de fijación de nitrógeno, (6) y la zona de senecencia 

(Fig. 6) (Vasse et al., 1990). Por otro lado, en nódulos determinados, la 

actividad mitótica cesa durante la etapa temprana del desarrollo del 

nódulo. El crecimiento del nódulo se debe principalmente al alargamiento 

de las células, del cual resulta un nódulo de forma esférica. El tejido central 

consiste de una zona fijadora de nitrógeno y en el centro la región de 

senecencia. Los nódulos determinados son característicos de leguminosas 

de climas tropicales, entre estas podemos ejemplificar a Glycine max, 

Phaseolus vulgaris, Vigna ungiculata y Leucaena leucocepltala (Vasse et 

al., 1990; Sánchez et al., 1991). Un caso muy especial se presenta en 

Sesbania rostrata; una leguminosa de clima tropical, que no solo es 

nodulada en las raíces, sino también en los tallos. Los nódulos de las raices 

parecen ser intermediarios entre los nódulos determinados e 

indeterminados (Ndoye et al., 1994). 
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1.5.- Rearreglos del citoesqueleto durante la organogénesis del nódulo 

simbiótico de leguminosas. 

Se ha sugerido que en el crecimiento del hilo de infección hacia el 

interior del cortex de la raíz que produce Rltizobium, la planta debe utilizar 

los procesos normales de crecimiento y división celular. El hilo de infección 

crece hacia el interior formando un túnel que sigue al núcleo hacia la base 

de la célula del pelo radicular. En el caso de leguminosas de nódulos 

indeterminados, se han observado conexiones del citoesquelet? entre la 

punta y el núcleo del pelo radiculares en crecimiento (Lloyd et ni., 1987). Se 

ha sugerido que el inicio del crecimiento hacia el interior del hilo de 

infección se lleva al cabo por un rearreglo del citoesqueleto (Brewin, 1991). 

Después de 48 horas de la inoculación con Rhizobium, hay importantes 

cantbios en las áreas alrededor del cortex radicular subyacentes a los pelos 

radiculares infectados. En estos cambios se puede observar que los núcleos 

de las células corticales migran hacia el centro de la célula y a los 4 días 

después las primeras divisiones son visibles en el cortex interno, mientras 

que el hilo de infección invade a la célula en la capa mas externa del cortex. 

Sin embargo, las células corticales externas aparentemente son detenidas 

en estado preprofásico del ciclo celular, donde se observan 

adelgazamientos en las paredes por donde pasará el hilo de infección (hilo 

de preinfección). Este se presenta, en las subsecuentes capas celulares 

co:rno una sucesión de células desdiferenciadas con núcleos centrales 

grandes y alineados de manera anticlinal (Fig. 7). Cada célula tiene una 

tira citoplásmica anticlinal (como un fragmosoma) que se alinea a las 

células inmediatamente arriba y por debajo en las capas celulares del 

cortex llamado puente intracitoplásmico. En la subsecuente etapa, existe 
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un creci_miento del hilo de infección por la acumulación de vesículas 

derivadas del aparato de Golgi, formando una estructura cilíndrica que 

ramifica ocacionalmente (Bakhuizen, 1988) El hilo de infección debe 

fusionarse a la pared celular de sí misma y de la célula proximal en 

dirección de la posición del puente intracitoplásmico, lo cual dará orígen a 

la prolongación del hilo de infección. En ausencia de una relación 

posicional cercana entre la fusión del hilo de infección con el puente 

intracitoplásmico de la célula subyacente, los rhizobi~ migran 

intracelularmente de manera periclinal a la pared celular de la célula 

infectada hasta ·localizar el sitio donde se ancla el puente 

intracitoplásmico. En este lugar se forma un poro resultado de la 

degradación localizada de ambas paredes adyacentes, los rhizobia salen 

de la célula infectada y subsecuentemente penetran en la célula no 

infectada (Bakhuizen, 1988). 

Durante los procesos morfogénicos antes mecionados, se ha visto 

que la pared celular de las células no diferenciadas, de las raíces corticales 

de chícharo, consisten de una pared primaria y secundaria; cada una con 

un patrón de orientación de la red fibrilar. El citoesqueleto microtubular 

que se encuentra por debajo de la membrana plasmática de estas células se 

orienta circunferencial y perpendicularmente con respecto a la orientación 

de la elongación de la célula. Cuando se aproxima un hilo de infección, la 

orientación de los microtúbulos se rearregla a una posición que coincide 

usualmente con la envoltura nuclear asociada a otros microtúbulos. Estos, 

parecen estar involucrados en la migración del núcleo al centro de la 

célula, con la consecuente formación del puente intracitoplásmico 

requerido para el futuro crecimiento del hilo de infección (Fig. 7 y 8). Una 
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estructura radial similar de la envoltura nuclear, esta involucrada en el 

alineamiento premitótico del núcleo en células de Fraxinus (Bakhuizen, 

1988). Por tal motivo, se considera que el puente intracitoplásmico es un 

homólogo del fragmoplasto (Bakhuizen, 1985). Almismo tiempo que ocurre 

la formación del hilo de infección, las células corticales son mitóticamente 

activadas formando un primordio nodular, el hilo de infección crece hasta 

este primordio y una vez allí las bacterias son atrapadas en membranas 

peribacteroidales de origen vegetal. Las células que tienen_ hilos de 

preinfección nunca se dividen; sin embargo, ocurren cambios que se 

asemejan a los de las células que entran en mitósis (Yang et al., 1994). Las 

células que forman parte del hilo de preinfección, parecen estar 

interrumpidas en la fase G2 del ciclo celular, mientras que las células del 

cortex interno, prosiguen a través del ciclo celular formando un primordio 

(Mylona et al., 1995). 
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las células radiculares de chícharo inoculados con 

R. lcguminosnrum bv viciac o con la nplicación de 

los factores de nodulación. Las células del cortex 

externo pasan de GO/Gt a la fose S del ciclo 

celular (1) y finalmente se separan en la Fase G2 del 

ciclo celular. Las células activadas se encuentran en 

polos opuestos del prutoxilema de la raíz (11) . En (B) 

las areas de infección son indicadas con 1, 2 y 3 

1~~~: respectivamente y se caracterizan porque tienen 

,r. .~·~·..... &;;¿:; citoplasmas grandes que se tiñen fuertemente, estas 

células tienen núcleos posicionados centralmente (ver D~J). M = mcristémo del nódulo, la iniciach.ln 

ocurre preferencialmente en los polos opuestos del xilcma (X). En (C), representación esquemática 

del modo de acción de Jos factores Nod; se ha sugerido que los factores Nod son reconocidos por un 

receptor de Ja planta huesped. Sin embaro no está claro si los factores Nod interaccionan directa o 

indirectamente con los tres tejidos ó si sólo Ja interacción es con la epidérmis, la cual resulta en Ja 

generación de segundos mensajeros que después de la difusión o transporte disparan una respuesta 

en el tejido interno. En CE •D, se muestra una serie de amplificaciónes del arca de infección 

demostrando los estados sucesivos de la migri.l.ción del núcleo en células vacuoladas donde avanza el 

hilo de infección . (E •I) Ja formación del puente citoplásmico es acompañada por una migración del 

núcleo hada el centro de la célula. (E, F y C) Ilustración del rcarreglo espacial de las tiras 

citoplásmicas que radian al núcleo justo antes de la infección. (G) El puente citoplásmico resultante. 

(ff .. I) Sección semifina de una arca de infección que donde se obscraba un pelo radical curvado1 un 

hilo de infeción y un puente intracitoplásmico (flechas) (Mylona el al., 1995). 
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Fig. 8.- Representación tridimensional de los rearreglos de los microtubulos y del 
citoplasma antes, durantes y después de la infección de las células corticales por 
Rhizobium. En la célula A, varias tiras citoplasmicas radian del citoplasma 
perinuclear al citoplasma periférico. En la célula B, la orientación del citoplasma 

radial se fusionan con el puente citoplásmico, mientras que las tiras radiales tienden 
a desaparecer. En la célula C se representa el estado de infección. En la célula D, se 
ilustra un hilo de infección después de que pasó por una célula cortical (Bakhuizen 
et al., 1988). 
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1.6.- Factores de nodulación y transducción de señales. 

La estructura molecular de muchos factores de nodulación (Nod) ya 

ha sido determinada. En general, los factores Nod consisten de un 

esqueleto de tres a cinco N-acetilglucosaminas unidas por enlaces l}-1,4, 

variando el ácido graso que se encuentra unido al azúcar no reductor (Fig. 

9). Adicionalmente, los factores pueden tener varias sustituciones tanto en 

el extremo reductor como en el extremo no reducido (Leuroge et al., 1990; 

Fisher y Long, 1992; Spaink, 1992; Denrie y Cullimore, 1993; Car~son et al., 

1995; Cárdenas et al., 1995). La mayor parte de los rhizobia producen una 

variedad limitada de factores Nod, siendo ésta una de las barrerras para 

nodular a un mayor número de leguminosas. Por ejemplo Rltizobium 

NGR234, puede nodular hasta 70 leguminosa tropicales ya que puede 

producir hasta 18 tipos diferentes de factores Nod (Price et al., 1992). 

Los factores Nod inducen la deformación de los pelos radiculares y la 

formación de un primordio con haces vasculares bien formados a 

concentraciones tan bajas como 1 x 10-9-M-1 x 10-12 M , (Leurage et al., 

1990; Price et al., Spaink et al., 1991; Price et al., 1992; Cárdenas et al., 

1995). Los factores Nod purificados, también pueden inducir la expresión 

de ciertos genes vegetales (Horvath et al., 1993; Cook et al., 1995). La 

deformación se inicia con el hinchamiento de la punta del pelo radicular, el 

cual se puede observar después de una hora de haber adicionado el factor 

Nod. Posteriormente, a las tres horas se observa una deformación clara 

del pelo radicular. Se requieren aproximadamente 10 minutos de 

incubación con el factor Nod para que ocurra el proceso de deformación 

(Heidstra et al., 1994). Si después de este tiempo los factores Nod son 

removidos, el proceso de deformación continúa. Estos cambios 
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morfológicos son precedidos por una depolarización de la membrana 

plamatica (Ehrhardt et al., 1992), cambios en el flujo de Ca2+, salida de 

protones, rearreglos de los filamentos de actina (Allen et al., 1994) y un 

~ncremento en el flujo citoplásmico (Heidstra et al., 1994). Estos cambios 

ocurren entre los cinco y treinta minutos después de que los factores Nod 

han sido adicionados y pueden ser parte de una serie de eventos que lleva 

eventualmente a la deformación del pelo radicular (Cárdenas et al., 1997). 

Los factores Nod inducen respuestas en tres diferentes tej~dos de la 

raíz: epidérmis, cortex y pericíclo. Debido a que los factores Nod juegan un 

papel muy importante en las primera etapas de la nodulación, se están 

haciendo muchos esfuerzos para conocer su modo de acción. Como se ha 

mencionado, estos factores son activos a baja concentración 1 xl0-9-10-12 

M y su actividad biológica en un huesped en particular es controlada por la 

presencia de ciertas sustituciones químicas en el factor (Fig. 9). Estos datos 

sugieren que los factores Nod son reconocidos por un receptor de la planta 

huésped. Sin embargo, no está claro si los factores Nod interaccionan 

directamente o indirectamente en los tres tejidos antes mencionados, o si 

sólo la interacción con la epidérmis, resulta en la generación de segundos 

mensajeros que después de su difusión o transporte, disparan una 

respuesta en los tejidos internos de la raíz (Fig. 7) (Maylona et al., 1995). 

1 

j 
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Ea11•s:i•• 8.1 B.Z. JU KA ~ n RAf 

R. meliloti H ·C16:2 Ae(0-6) Sulfato H 1,2,3 LerQUge et al. 1990 
H !!oche er ~ !9f J. .. ., 

R • .11111. bv. vici•e H C16:3 Ae(0-6) H H 2,3 Sp.ink er al. 1991 
C18:4 Ae(0-6) 
C18:1 

B. J•ponicum H C18:1 Ae(0-6) MeFue H 3 Carlson er al. 1993 
~16:0 H Sanju.n er al. 1992 

16:1 
B. elk•nll H C18:1 ~e(0-6) MeFue H 2,3 Carlson er al. 1993 

Me Fue Gro 
Cb 

NGR 234 Me C18:1 Ae(0-6) MeFue H 3 Priee er al. 1992 
C16:0 

~b (1.2) 
AeMeFuc 
MeFueS 

A. caulinodans Me C18:1 Ae(0-6) 
C18:0 Cb 

O-Ara H 
H 

2,3 Mergaert er al. 1993 

R. tropici Me C18:1 H Sulfato H 3 Poupot er al. 1993 

R. fredii H C18:1 H MeFue H 1,2,3 Bec-Ferte er a/. 1993 
Fue 

Fig. 9.- Los tipos de grupos sustituyentes han sido reportados en varios Factores Nod, en 
diferentes especies. Me= metil, C16:0 = ácido palmitico, C18:1 = ácido vaccénico, etc.; 
Ac = acetil; Fue = fucosa; MeFu = 2-0 -metilfucosa; Ara = Arabinosa; Gro = glicerol; Cb = 
carbainil; S = sulfato. 
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11.- Antecedentes. 

El grupo de investigación donde se realizó este proyecto, ha estado 

interesado en conocer el papel del citoesqueleto de actina y la transducción 

de señales durante el desarrollo del nódulo simbiótico de P. vulgaris. El 

enfoque global ha sido la purificación de actina y proteínas asociadas, con 

el objeto de desarrollar anticuerpos que permitan conocer la dinámica de 

los MFs; así como la clonación y la expresión de sus genes durante la 

ontogénia del nódulo. En este contexto, la profilina puede ser i~portante 

para el enlace entre el citoesqueleto y la transducción de señales (Sánchez 

et al., 1997). 

En un trabajo previo, se purificó y caracterizó la profilina de nódulos 

simbióticos. Esta proteína es un monómero de 14.4 kDa de peso molecular 

y con un punto isoeléctrico de 5.3. Por microsecuenciación de 30 residuos de 

aminoácidos de una región central de esta proteína, se determinó que 

presenta una gran similitud (80 °/o) con la profilina de Betula. La proteína 

purificada se utilizó para generar anticuerpos policlonales en conejo 

(Vidali, 1993). La inmunolocalización de la proteína en P. vulgaris 

demostró una distribución difusa en citoplasma de hipocotilos y nódulos, 

pero con una tinción aumentada en los haces vasculares (Vidali et al., 

1995). Este anticuerpo reconoce una sola isoforma en hojas y nódulos con 

el mismo peso molecular. Más tarde, durante el desarrollo de este trabajo 

se encontró en experimentos de electroforesis en dos dimensiones e 

inmuno-transferencia, que en realidad no era una, sino cinco isoformas de 

profilina con el mismo peso molecular pero con diferente punto isoléctrico 

(Guíllen et al., 1997). 
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111.- Objetivos. 

Objetivo general: 

Conocer el papel de la profilina en el desarrollo del nódulo. Para éste 

proposito es importante clonar la secuencia de cDNA que codifica para 

profilina. El cDNA de profilina o la información generada de esta 

secuencia, pueden ser utilizadas para conocer su patrón de su e".'presión y 

su regulación durante la morfogénesis del nódulo de P. vulgaris. 

Objetivos específicos: 

1.- Clonar y caracterizar la secuencia de cDNA de la profilina de nódulo. 

2.- Determinar algunas características estructurales de la profilina de P. 

vulgaris. 

3.- Estimar el número de génes de profilina en el genóma de P. v11lgaris. 
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V.- Materiales y Métodos. 

·:::-. V.~.- Busqueda de proEilina en la librería de cDNA de nódulo. 

-::i Para la búsqueda del cDNA de profilina se utilizo una genoteca de 

".::> A.Zap de cDNA que fue construida con mRNA de nódulos simbióticos de 20 

·-::> días de edad (Stratagene). Para Ja primera ronda de selección se plaqueron 

'.=:> a una densidad de aproximadamente 20 000 unidades formadoras de 

-::> placas (ufp) por caja de Petri de 150 mm. Para la selección del cDNA de 

:::> profilina, se utilizó el anticuerpo antiprofiJina purificado por Vic!ali (1993), 

::> utilizando el procedimiento reportado por Sambrook et al (1989). Por 

::> último, con el fin de determinar el tamaño de los insertos los plásmido 

) aislados se digirieron con Jas enzimas de resticción Eco Rl y Xho 1, 

seleccionando el inserto más grande para secuenciarlo. 

Para buscar otras clonas diferentes a p4 (Ja ya secuenciada), se utilizó 

la misma librería de A.Zap de cDNA. En esta ocasión se plaquearon 

aproximádamente 100 000 fagos; los cuales fueron monitoreados usando 

el cDNA completo y la región 3' no traducida como sonda general y 

específica respectivamente. 
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V.2.- Aislamiento de plásmidos. 

Se aislaron colonias individuales para inocular 2 mi de LB que 

contenían 100 µg/ml de ampicilina como marcador de selección. 

Posteriormente se incubaron a 37 ºC con agitación durante toda la noche 

(de 14 a16 hrs). Transcurrido este tiempo y habiendo crecimiento visible, se 

tomaron 1.5 ml del cultivo en tubos de microcentrífugación (Eppendorf). 

Estos se centrifugaron a 10 000 rpm durante 30 segundos. Después se les 

decantó el sobrenadante y la pastillas se resuspendieron en lt;nl de una 

solución que contenía 10 mM de Tris-HCl pH 7.4, SmM de EDT A (TE) y 

100 mM de NaCI (TE NaCl). Nuevamente se centrifugaron a 10 000 rpm 

durante 20 a 30 segundos, se les decantó el sobrenadante procurando dejar 

de 50 a 100 µl de la solución en cada tubo. Se resuspendieron las pastillas 

vigorosamente, evitando que quedaran grumos y se les adicionó a cada 

tubo, 450 mi de una solución que contenía 10 mM de Tris-HCl pH 7.4, 5 

mM de EDT A, 100 mM de NaOH y 0.5 % SOS (TENS), se les agitó 

suavemente y se dejaron en hielo durante 5 minutos. Transcurrido este 

tiempo se les agregó 225 µ1 de 3 M de acetato de sodio (pH 4.8) y sé 

agitaron levemente por inversión, (tratando de que se formaran 

agregados). Posteriormente fueron incubados en hielo durante 5 minutos, 

se agitaron nuevamente por inversión y se centrifugaron durante 7 

minutos a 10 000 rpm. En esta etapa, se observó un precipitado que se 

encontró pegado a la superficie del tubo, éste correspondía a los restos 

celulares. El sobrenadante de cada una de las muestras se tomaron y se 

pasaron a un tubo nuevo, los cuales se les adicionó un volumen igual de 

etanol al 100 %(aproximadamente 700 µl). Estos, se agitaron brevemente 

en el vortex, e inmediatamente después, se centrífugaron a 10 000 rpm 
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durante 5 minutos. Posteriormente, se les tiró el sobrenadante y las 

pastillas se lavaron con 1 mi de etanol al 70 ºlo. A continuación se 

centrifugaron a 10 000 rpm por dos minutos. Se repitió el paso anterior de 

lavado, se decantaron los sobrenadantes, se les dió un pulso en la 

microfuga, se les aspiró los restos de etanol y se secaron a temperatura 

ambiente durante 5 minutos. Por último se le adicionó a cada tubo, de 20 a 

50 µI de (TE) depediendo del tamafio de la pastilla observada (Birnboim, 

1983; modificado por Valdés, comunicación personal). Para c_alcular la 

concentración de los plásmidos purificados, se tomaron 1 µl de cada una de 

las muestra en cuestión para correr una electroforésis en un gel de agarosa 

(Sambrook et al., 1989) 
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V.3.- Electroforesis en geles de agarosa. 

La electroforesis en de geles de agarosa o de poliacrilamida, es el 

método estandar usado para separar, identificar, y purificar fragmentos 

de DNA (Sarnbrook et a/., 1987). La técnica es capaz de resolver 

fragmentos de DNA que no pueden ser separados adecuadamente por 

otros procedimientos, tales como la centrifugación por gradiente de 

densidad. Después del corrimiento, se puede determinar la localización del 

DNA dentro del gel, tiñéndolo con 0.4 µg/ml de bromuro de etid~o, el cual 

es un colorante intercalante y fluorescente; incluso pueden ser detectadas 

bandas conteniendo tan poco DNA como 5-10 ng por observación directa 

del gel en luz ultravioleta. Se pueden separar DNAs con longitudes desde 

200 pb hasta 50 kb en geles de agarosa de diferentes concentraciones, los 

cuales son corridos generalmente en una posición horizontal en un campo 

eléctrico de intensidad y dirección constantes. 

Para este trabajo se usaron geles de agarosa disueltos en buffer TBE 

O.SX, a concentraciones que variaron desde 1°/o, 1.S'Yo y 2°/o. Los geles se 

corrieron a 140 volts en cámaras de electroforesis horizontales con buffer 

TBE O.SX. De esta rnanera fueron analizados tanto los ácidos 

desoxiribonucleicos obtenidos de las extracciones, así como también los 

productos de las digestiones (Sarnbrook et al., 1987). 
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V.4.- Purificación de fragmentos de DNA de interés por co~gelación

centrifugación ("freeze-squeze") . 

A un tubo Eppendorf de 0.5 mL, al cual previamente se le hizo una 

perforación en el fondo utilizando una aguja insulínica caliente, se le puso 

una pequeña cantidad de fibra de vidrio solo para cubrir el orificio. Se 

recortó la banda del gel de agarosa, procurando que el gel se expusiera a 

la luz ultravioleta el n1enor tiempo posible para no dañar el DNA y se puso 

dentro del tubo previamente preparado. Se colocó el tubo con.la banda 

dentro de un tubo eppendorf de 1.5 n1L, al cual se había cortado la tapa. 

Seguido de ésto, se centrifugó durante 10 n-tinutos a 7000 rpm. Se Colectó 

la solución que i·esultó del centrifugado en un tubo Eppendorf de 1.5 mL. 

Para recuperar la ni.ayor cantidad posible de DNA, los tubos que contenían 

a los fragmentos de agarosa fueron centrifugadas otra vez. Se colectó la 

solución del centrifug;:ido y se juntó con Ja anterior. Con el objeto de 

quitarle los restos de bromuro y agarosa el DNA se extrájo una vez, con un 

volumen de fenol y luego con fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (24:2), y 

despúes se precipitó con 3.5 volumenes de una solución de etanol-acetato 

de amonio (7.SM pH7). y se centrifugó por 20 minutos a 14000 rpm a 4 ºC. 

Posteriormente se lavó cuidadosamente la pastilla tres veces con etanol al 

70°/o. se dejó secando a temperatura ambiente. Y por último, se 

resuspendió en un volun"len de 20a501nl de agua, (dependiendo de como 

se observo el tamaño de la pastilla). 

~ • 4 • ............ '-·~~-· •• .: ~~ .,; •• , ·- •-.~·" " ·- ,_;._;-~, ••• , ,, - • - (,. •·' '•' 
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JV.S.-Marcaje radioactivo de sondas de DNA. 

Para el marcaje de las sondas se utilizó el sistema multiprimer de 

marcaje de DNA (Amersham). Las reaciones se incubaron primero 2 hrs a 

temperatura ambiente y después 30 minutos a 37 ºC. 

IV 6.- Marcaje del DNA por PCR. 

Se preparó un buffer de reacción 10 X que contiene: 500 mM de KCI, 

100 mM de Tris pH 8.3, 0.2 % de gelatina, 15 mM de MgCI, 2 mM de dATP, 

2 mM de dTTP y 2 mM de dGTP. Se agregaron 10 µl del ~ucleótido 

marcado 32P-dCTP (Amersham), que corresponde a 360 mM. Para cada 

reacción se agregaron 30 ng de ADN (exón 11 purificado), 2 µl de buffer de 

reacción de marcaje lOX, 1.0 µl del oligo exón2a (0.3 mM), 1 µl del oligo 

exón2b (0.3 µM), 05 mi de Taq polimerasa nativa (Perkin Elmer Cetus) y 

por último se aforó con H20 a un volúmen de 20 µl. Los oligos utilizados en 

éste trabajo se muestran en la Tabla 2. Las condiciones de PCR fueron: un 

ciclo de tres minutos a 94 ºC, un minuto a 58 ºC, y un minuto a 72 ºC; 29 

ciclos de un minuto a 92 ºC, un minuto 58 ºC y un minuto a 72 ºC. Cabe 

señalar que el DNA utilizado para marcar por PCR fue un producto 

previamente purificado que en teoría correspode al exón 11 (Ver fig. 20). 

Posteriormente el producto de PCR marcado radioactivamente se purifico 

por columna de exclusión molecular (Sambrook et al., 1989), 

proporcionando un rendimiento aproximadamente de 95 o/o de 

incorporación. _, ···--.. --.. ~ .. --........ _..._,_ .. ___ .. _ 
-·--~---·- ·----.-------

r-1 ,-,--, • -· .. r.c.~· ··'ti:'."·"d~..................... . •. ·~ ........ . --'.--=~-·--·- :-<-·~ ..-... "'"""~ ,,,.,_.......,,_._,. nu...,t<'I ••• •• ,,,.., ... ,,.., 

_,. • ...,,.::.; .. ,.,u~r-n- ........ : 1 '"' •• ''"'"''., .. 
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JV.7.- Purificación de sondas de DNA radioactivas. 

Las sondas radioactivas fueron purificadas por el método de 

columna dé exclusión molecular. Se prepara una emulsión de sephadex 

GSO (10 g/160 mi) en buffer de TE que contiene 100 mM de NaCl, 0.01 % de 

SOS y 1 mM de azida de sodio (solución TENSA). Se empaqueta 

aproximadamente 900 µl de la emulsión en una jeringa insulínica. Se lava 

con 300 µl de solución TENSA. Posteriormente se pasa por la columna la 

sonda marcada (que esta en un volumen de 300 µl), se esperó ~asta que 

callera la última gota. La fracción se colectó en un tubo Eppendorff y se 

midió la radioactividad; en estas fracciones no hubo detección de 

radioactividad. El tubo donde originalmente se tenía la marca radioactiva 

se utilizó para recolectar la sonda marcada; ésto se logró eluyendo dos 

veces .con 300 µl de solución TENSA. De tal manera que la sonda la 

obtuvimos en un volumen final de 600 µl. Para medir el porcentaje de 

incorporación se tomaron 10 µl de 300 µl de la solución de la sonda no 

purificada y 10 µl de 600 µl de la solución final de la sonda marcada 

(Sambroock et al., 1989). 

Para probar que el producto de PCR estuviera marcado se purificó 

por columna de exclusión molecular (Sambroock et al., 1989), además se 

determinó que éste hibridara con el cDNA de profilina. 
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IV.8.-Experimentos tipo "Southern genómico". 

Se aisló DNA genómico de hojas de Phaseolus vulgaris que fueron 

cultivadas en condiciones normales de invernadero. Para evitar el posible 

polimorfismo en el gen de profilina, el DNA se obtuvo de un solo 

individuo. Para aislar el DNA se utilizó una combinación de métodos que 

proporcionaron una alto rendimiento y calidad en cuanto a su capacidad 

de ser restrigido, transferido y que proporcionara buenos resultados en la 

hibridización. 

Para la primera fase de purificación se utilizó el método de CT AB 

(Doyle et al., 1990). En la segunda etapa se precipitó con 5 M de acetato de 

potasio (Dellaporta et al., 1983). Al final el DNA fue restringido con la 

enzima seleccionada para los ensayos de hibridación. Se utilizaron 

aproximadamente 2.5-5 µg de DNA por carril. El DNA se transfirió a 

membranas de Hybond N+ de nylon, usando 0.4 N de NaOH como 

solución de transferencia. La transferecia se dejó por un periodo 

aproximado de 12 a 14 horas, y después los filtros fueron lavados con una 

solución 5XSSC, se secaron a temperatura ambiente y se guardaron 

envueltos en papel estaño a 4 ºC hasta utilizarlos en la hibridación 

(Southern E., 1975; Sambrook et al., 1989). 
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IV.9.- Condiciones de prehibridación e hibridación. 

Los filtros se prehibridaron durante 2 hrs en una solución que 

contenia 5XSSC, 0.5% de SDS y 200 mg/ml de heparina (agente 

bloqueador), la temperatura a la cual se prehibridó dependió de las 

condiciones a las cuales se haría la hibridación. Las hibridaciones a alta 

severidad se hicieron a 65 ºC, utilizando las mismas condiciones de la 

solución de prehibridación. Para las condiciones de moderada y baja 

severidad se empleó una solución que contenia 40 % de formamida, 

SXSSC, 0.2°/o de SOS y 200 mg/ml de heparina a una temperatura de 45 ºC 

y 38 ºC respectivamente. En ambos casos la sonda marcada fue diluida a 

una concentración entre 5-7xl06 cuentas por mililitro (cpm/ml) de 32P. 

(Feingber and Volgelstein, 1983). Los lavados se hicieron tres veces a 

diferentes concentraciones de SSC/0.5% SOS (de 2X SSC/0.5% hasta 

O.lX SSC/0.5 de SOS) dependiendo de la emisión radioactiva del fondo del 

filtro. 
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V.- Resultados. 

V.1.- Clonación y caracterización del cDNA de profilina de nódulo de P. 

vulgaris. 

A partir 80 x 103 ufp, después del tercer tamizado 16 clonas fueron 

rescatadas (Fig. 10). Con el objeto de escoger la clona más grande para ser 

secuenciada, éstas se restringieron con EcoR 1 y Xho 1 para que liberaran 

los insertos, los cuales tenian un tamaño un poco mayor de 700 pares de 

bases. El inserto más grande se secuenció. La secuencia de nucleótidos 

(Fig.11), indicó que había un fragmento de lectura abierta (ORF) de 131 

amino ácidos, iniciando por un ATG en la posición +51 y un codón de 

término T AA, en la posición +446. La secuencia de cDNA presentó un líder 

no traducido de 50 pb y una región 3' no traducida de 294 pb de longitud. 

En este último se encontraron un par de sitios posibles de poliadenilación 

pero con ciertas desviaciones, con respecto a la secuencia concenso 

reportadas para plantas, en las posiciones 490-496 y 699-704 (Heidecker y 

Messing, 1986). El análisis por computadora de las secuencias 

nucleotfdicas de las regiones 5' no traducida y el 3' no traducida, no indica 

la posibilidad de que se formen estructuras secundarias. La región líder 

presentó dos secuencias repetidas (GAA), que previamente se habían 

observado en las secuencias reportadas para las profilinas de Arabidopsis 

(Huang et al., 1996). El ORF indica que el producto correspode a un 

polipéptido de 14.1 kDa, el cual tiene un tamaño similar a la proteína 

reconocida por el anticuerpo antiprofilina de P. vulgaris y al de otras 

profilinas reportadas. La rnicrosecuenciación de un péptido de Ja proteína, 

presentó extricta identidad con Ja secuencia de aminoácidos 

correspodiente a Ja secuencia deducida del cDNA (Vidali et al., 1995). 
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fig.10.· Con el objeto de seleccionar el cDNA que codifica para profilina se hizo un tami1.ado 
de la librería de cDNA de nódulos de P. vulgaris. Para la busqueda, 80, 000 pfu fueron 
probadas con el anticuerpo usando el procedimiento "estandar" (Sambrooktt al, 1989; Vidali 
et al., 1995). Depués del tercer tamizado, 16 clonas fueron aisladas. Aquí se mues• un par 
de filtros donde las flechas indican las señales positivas; a) Original, b) Duplicado. · 
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Fig. 11.- Secuencia nucleotfdica del cDNA de profilina de nódulo de Phaseolus vulgaris y 
su secuencia de aminácidos derivada corresponde a 131 residuos. Los codones de inicio 

y término se encuentran subrayados. Los posibles sitios de poliadenilación se encuentra 
encerrados en cajas. La región sombreada corresponde al péptido secuenciado de la 
proteúta purificada. Los sitios posibles donde se encuentran los intrones en el DNA 

genómico se representan por triangulas negros. Las flechas representan las regiones que 
se utilizaron para disei\ar los oligonucleótidos para los experimentos de PCR y RT-PCR 
(Vidali et al., 1995; Huang et al., 1996). 
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V.2.- Identidad a otras secuencias de profilina. 

El análisis del alineamiento de la secuencia de aminoácidos, 

deducida de la secuencia de nucleótidos del cDNA de profilina de P. 

vulgaris, presentó de 75-80 ºlo de identidad con profilinas reportadas de 

otras plantas. A nivel de la secuencia de la proteína, se encotró que los 20 

aminoácidos son usados en proporciones normales a excepción de Gly que 

tiene un elevada proporción (13.7 °/o). La Figura (12)" muestra que las 

profilinas de planta tienen una colinearidad en un rango entre los 131-141 

amino ácidos. Sin embargo, la profilina presentan una conservación 

moderada en algunos grupos de organismos y una pobre conservación a 

través de los diferentes grupos (Tabla 3). El dendograma de los 

alineamientos de las secuencias de aminoácidos de las profilinas de 

plantas ha sugerido la presencia de dos grupos o clases: una de expresión 

polen-especifica y otra de expresión constitutiva (Fig 13). La profilina de P. 

vulgaris (Pvu ) presentó mayor similitud con PRFl, PRF2 y PRF3 de 

Arabidopsis thaliana, las cuales han sido clonadas a partir de una genoteca 

de cDNA de hoja. Solo PRFl se ha demostrado ser constitutivamente 

expresada en la mayoría de los órganos, mientras que PRF4 se agrupa con 

las profilinas de otras plantas monocotiledóneas; Zma (Zea mays ), Ppr 

(Thymoti grass ) y una dicotiledónea Bve (abedul blanco) que se expresan 

específicamente en el polen. Se ha sugerido que la profilina de P. vulgarsis 

(Pvu ), junto con las profilinas PRFl, PRF2, y PRF3 de A. thaliana, 

pertenece a una nueva clase de profilinas de expresión constitutiva, que 

parece ejecutar funciones generales en la regulación del citoesqueleto de 

actina (Huang et al., 1996). 
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Tabla 3 .- Porcentaje de identidad y similitud a nivel de aminoácidos (respectivamente) de las 
profllinas de los diferentes eucariotas. Los alineamientos aparareados fueron realizados con el 
programa GenWorks 2. 4 (lntelegenetics, 1994). 

hu 1'pr l.oe ,., Praf1 .M Praf1 PpoPrafl Jlllr Aca ~ Ha 

hu - 77.7(11.51 73.1(13.11 72J(l5.41 40.3(16.91 31.7(19.41 31.l(lU) 36.0(16.0) 33J(ll.9) 32.3(13.0) 

Ppr - 71.6(12ll 13J(l0.71 42.7(15JI 45l(l7.7) 42.l(lU) -40.0(14.4) 31.7{16.7) 32.1114.5) 

B.oe - 75.2(12.1) 37.1(19.4) 31.7(21.1) 43.7(16.7) 34.4(20.1) 31.0(19.0) 33.1(11.3) 

Zma Profi - 33.9(11.51 41.120.2 40.5(17.SI 32.1(19.21 25.4(19.11 30.7(10.9) 

WI Profi - 43.5(15.3) 4l.l(ll5) 4l4(ll5) 41.1(16.l) 27.4(16.l) 

Ppo Profi - 41.1(11.5) 50.1(19.41 41.4(12.9) 30.6(13.71 

Dme - 43.2(16.0) 3l9(17.5) 22.2(19.0) 

Ac.a - 31.4(19.2) 21.0{13.6) 

Sce - 31.7(12.7) 

Hsa -
Pvu, Phaseolus vugaris (frijol); Ppr, Phleum pratense (zacate); Bve, Recula verrucosa (roble 
blanco); Zma, lea mays (maíz); Ddi, Diccylstelium discoideum (protista); Physarum policephalum 
(protista); Dme, Drosophila melanogaster (mosca de la fruta); Áca, Acanthamoeba castellani 
(protista), Sce, Saccharomices cerevise (levadura), Hsa, Homo sapiens (humano). 

~ 
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V .3.- An.¡lisis de la estructura tridimensional de la profilina de P. vulgaris, 

y localización de los posibles motivos de modificación postraduccional. 

Las estructuras secundaria (Vidali et al., 1995) y tridimensional de la 

profilina de P. vulgaris fue determinada por su alineamiento estructural 

equivalente utilizando las estructuras de Acanthamoeba (Archer et al., 

1993), bovino (Schutt et al., 1993), humano (Meztler et al.,1993) y Betula 

verrucosa (Fedorov et al., 1987) (Fig 12, 14 y 15). Donde destacan dos 

grupos de resíduos: (a) nueve aminoácidos que son altamente conservados 

en todas las profilinas (5taiger et al., 1993) y (b) seis aminoácidos 

hidrofóbicos expuestos al solvente (Schutt et al., 1993). Estos dos grupos 

parcialmente sobrelapan y pueden estar presentes en todas las secuencias 

de plantas, incluyendo a la profilina de frijol (Figs 12 y 14). Muy cerca del 

caboxilo terminal de la profilina de P. vulgaris, se localizó un posible sitio 

de unión a actina (VERLGDYL) (5taiger et al., 1993). No obstante, el 

alineamiento de la equivalencia estructural con las regiones de contacto de 

actina y profilina (Scutt et al., 1993) sugiere que en plantas esta región de 

unión a actina puede iniciar en el residuo 109, el cual está localizado 

después de la conformación-P y se extiende de la mitad de la última a

hélice, incluyendo la secuencia mencionada. En la posición 89 de la 

secuencia de la profilina de P. vulgaris se presenta un resíduo Pro; el cual 

no esta presente en niguna de las otras secuencias de las profilinas 

reportadas, sin embargo este resíduo parece estar presente entre las dos 

conformaciones-P (posiciones 6 y 7). De manera similar, dos residuos de 

aminoácido, Asn98 y Leu99 fueron localizados entre la región propuesta de 

las conformaciones-P 56 y 57. Se ha propuesto que la región altamente 
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conservada que interacciona con PIP2 es rica en aminoácidos básicos 

(Machesky et al., 1990; Vinson et al., 1993). Un equivalente a esta región 

fué localizada entre los aminoácidos 83 y 97 en la secuencia de profilina P. 
vulgaris. 
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Fls. 14 .- Caracterrsttcas estructurales de la proflllna de P. vulgaris. En A se muestra el modelaje de la 
estructura tridimensional de la proflllna de P. vulgarls, realizado por alineamiento estructural contra 
las estructuras de proflllna de Acantamoeba castellanl (Archer et al., 1993), Bos taurus (Schutt et al., 
1993), Betula verrucosa (Thorn et al., 1997), usando Swlss-Model Automated Proteln Modellng Servlce y 
por manipulación utilizando el programa Rasmol 2.1. En B se muestra La estructura tridimensional (30) 
de la proflllna de A. castellanl y· en C 30 la proflllna de P. vulgarls en ambos casos se enfatiza el 
esqueleto de carbono-nitrógeno y las estructuras a-héllce CH) y conformaclón-IJ (S). En C a P se 
muestra el modelo espacial en 30 de la proflllna de P. vulgaris. En O, los átomos de carbono se 
representan color gris, los de nitrógeno en azul y los de oxígeno en rojo. En E se presenta una vista 
lateral y en F una vista superior del arreglo espacial de los aminoácidos hldrofóblcos expuestos al 
solvente. En G y H se muestar la distribución espacial tanto de los residuos expuestos al solvente como 
los aminoácidos que pueden ser posibles blancos de modificación. En 1 y J se muestran los aminoácidos 
hidrofóblcos expuestros al solvente. En K se muestran la distribución de la secuencia del posible contacto 
con actlna (VERLGOLY) y los amlnoacldos hldrofóblcos expuestos al solvente. L, M y N lSe muestran la 
distribución espacial de los residuos Cys 13 y Cys 115. En & se muestra el residuo Pro89, que no se 
encuentra en las otras proflllnas de plantas. 
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A 
fft1STVL(17) -.U:STYL(le) rc-PHOSPHO_SITE(93) 

CltZ_Pt«>SPHO-HTE(S) lh'll:JSTYL(Z7) wYRISTYL(t><f) MIIDAna.(85) 

• •sPQtyyepHtLCflfA!HLIHMIL,QDAsy16!S:;&$fPQf!lPEEITGH'!pF!fPG!lAPT,LVIGGUY•YIPGEPG\Y'"ª"GPGsyfy •• r.L.!l)!IGIYDEP!TPGQC!!IU•tGD!LIEQGU 

B e 
Gly.JO 

E 

Fls. 15 .- En A se muestran los posibles residuos blancos de modificación, estos sitios 
fuéron predecidos utilizando el programa GenWorks versión 2.4 (lntelegenetics, 1994) 
En B se muestra el modelaje de la estructura tridimensional de la profllina deP. 
vugarJs, realizado por alineamiento estructural contra las profllinas deAcantamoeba 
castellani (Archer et al., 1993), Bos taurus (Schutt et al., 1993), Betula verrucosa (Thorn 
et al., 1997), usando Swiss-Model Automated Protein Modeling Service y utilizando el 
programa Rasmol 2.1. En B se enfatiza en relieve el esqueleto de carbono-nitrógeno. En 
C, D y E, se muestra la dristribución espacial de los residuos de aminoácido que son 
probables blancos de modificación. 
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V.4.- Bdsqueda de otros cDNAs de profilina de Pliaseolus vrdgaris. 

Como ya se mencionó en los antecedentes, durante el desarrollo de 

este trabajo se reportó la presencia de familias multigénicas de profilina en 

plantas. Por otro lado, en nuestro grupo de investigación, mediante un 

análisis bioquímico más exhaustivo, se detectaron la presencia de 

isoformas de profilina en nódulo (Guillén et al., 1997). Lo que nos hizo 

emprender la tarea de clonar las otras secuencias de cDNA·del nódulo. 

Para lograr este objetivo se hizo nuevamente un tamizado del. banco de 

cDNA, un total de 1 x 10 s ufp fueron plaqueadas. Después de la tercera 

ronda de selección, 54 clonas fueron rescatadas en plásmidos (Fig. 16). Con 

el objeto de poder aislar otras clonas diferentes a la secuenciada se 

hicieron hibridaciones de las 54 clonas aisladas con la sonda de cDNA de 

profilina y las 16 clonas que provenian del "inmunoscreening" utilizando el 

cDNA como probador general y la region 3' no traducida como probador 

específico. Todas las clonas hibridaron con ambos tipos de sondas, lo que 

sugiere que son la misma secuencia de cDNA (Fig. 17). 
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Búsqueda de otras clonas de profilina en una 
librería de cDNA ). Zap de Phaseolus vulgaris L 
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Fig. 16.· Con el objeto de encontrar otras clonas de profilina se hizo un tamizado de la librería 
de cDNA de nódulos de P. vulgaris. Para la búsqueda, 100, 000 pfu fueron hibridadas utilil.ando 
el cDNA como sonda (Vidali et al., 1995). Depués del tercer tamizado, 70 clonas fueron 
aisladas. a) Original, b) Duplicado. 
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Carril I; cDNA de Cbaperonina (control negativo) y carril 11 cDNA de profilina purificado (Vidali et al l9'J5). 

Ol • 



,.~ 

._, 

-·, _, 

'• __, 

) 

65 

v.s.- Evaluación del ndmero probable de genes de profilina de P. vulgaris. 

V.5.1.-Hibridación utilizando el cDNA competo como sonda 

Con el fin de establecer el posible número de genes de profilina 

presentes en el genoma Phaseolus vulgaris, el DNA de P. vulgaris fué 

digerido con diferentes enzimas de restricción y corrido en electroforesis 

en geles de agarosa al 1 % y se transfirió a membranas de nitrocelulosa las 

cuales se hibridaron en diferentes condiciones. En la Fig 18 sólo se 

muestran los resultados de dos condiciones de hibridación utilizadas; alta y 

moderada severidad. Estos resultados sugieren la existencia de uno, ó 

máximo dos genes en P. vulgaris. Resultados similares fueron encontrados 

cuando se utilizaron condiciones de hibridación más severas o más 

relajadas. 
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Experimento tipo "Soulhem gen6mko" de 'Plwtolu 1111lg11ris L 
hibridizado con el cDNA de profilina como sonda. 
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Fig. 18.· El DNA genómico de P. vulgaris, fue restringido con Pst 1, Sal I, Apa I, Eco RI, Eco RV, Hind m, Sau 3a, Xba 1, 
respectivamente e hibridizada con cDNA como sonda. Las condiciones de hibridación fuerón 16 hrs a) en 6XSSC, 200 mg 
de heparina, 0.5 % SOS a 65 OC: (alta severidad), y lavados tres veces a 0.1 '1.SOC./ 0.1%SOSa65 °C; b) en 6'1.SOC., 200 mg 
de heparina, 0.2 % SOS y 40% formamida a 38 OC:, lavados tres veces en 1 XS'?!:./ 01 % SOS at 55 OC: y expuestos a 
peliculas X-Omat durante 7 días a -70 OC: (severidad moderada). Los mismos resultados fueron obtenidos usando 
condiciones de baja severidad (hibridización en 6XSSC, 200 mg de heparina, 0.5 % SOS a 42 OC:, y lavados tres veces enl 
XS'?J:./ 0.1 % SOS at 42 OC: ; datos no mostrados). i 
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V.5.2.- Hibridación del DNA genómico de P. vrdgaris contra una sonda 

general producida por PCR. 

En Arhabidopsis thaliana las secuencias genómicas presentan dos 

intrones en posiciones conservadas (Huang et al., 1996). El alineamiento 

múltiple a nivel de nucléotidos del cDNA, de la profilina de P. vulgaris con 

las regiones codificantes alrededor de los dos intrones de las clonas 

genómicas de profilina de A. thalinana mostraron una alta identidad en 

éstas (Fig. 19). Esto nos hizo suponer que posiblemente el gen de. profilina 

presenta dos intrones en posiciones similares. Con el objeto de producir 

una sonda que nos diera mayor resolución en los análisis de tipo Southern 

genómicos, decidimos utilizar dos oligos que nos amplificaran la región 

correspodiente al "exón 11", (oligos exón 2a y exón 2b, ver Tabla 2, Fig. 

19). Cabe señalar que ninguna de las ezimas utilizadas para cortar el DNA 

genómico de P. vulgaris, cortan a la secuencia del cDNA en esta zona. Esto 

nos hizo suponer que si tuvieramos uno o dos genes deberíamos de 

observar también uno o dos bandas de hibridación respectivamenete. 

Previo a ésto se utilizó el cDNA de profilina caracterizado de P. vulgaris 

(plásmido p4), para la amplificación de la sonda "exón 11". El producto de 

PCR obtenido correspode a un fragmento de 133 pares de bases (Fig. 20 

panel a). Para probar la específicidad el producto de PCR exón 11 fué 

corrido en electroforesis, transferido a membranas· de Haybon-N+ 

(Amersham) y fueron hibridadas con la clona de cDNA caracterizada (p4) 

(Fig. 20 panel b ). Para saber si el gen de profilina no contiene intrones en la 

región que correspondería al "exón 11" se hizo un PCR genómico de P. 

vulgaris utilizando dos oligos que amplifican esta región. Como control se 

utilizó la clona de cDNA de profilina secuenciada. Ambas reaciones de 
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PCR dan un producto similar, lo que suguiere que esta región no contiene 

ningun intrón en la secuencia genómica de la profilina de frijol (Fig. 20). 

Con el objeto de saber de manera más exacta cuantos copias del gen 

de profilina hay en P. vulgaris. Se amplificó, purificó y marcó por PCR la 

región corespondiente al "exón 11" (Figs. 19 y 20). Este producto se utilizó 

para hacer una hibridación con el DNA genómico de P. vulgaris. Este 

resultado nos indica la presencia de un máximo de dos genes de profilina 

en P. vulgaris (fig. 21). 



Pvu ORF 
Athl ORF 
At112 ORF 

Pvu ORF 
Athl ORF 
Atlll ORF 

Pvu ORF 
Athl. ORF 
Atlí/. ORF 

Pvu ORF 
Athl. ORF 
Atlí/. ORF 

Pvu ORF 
Athl. ORF 
At/Q ORF 

1) 

AllDeamlentos de DNA de los ORF's de dos proftUnas 
de A. tlJallana y el ORF del cDNA de la proftUna de 

n6dulo de P. wp1s . 

'Prd1 11 
ATGTCGTGGC AAACG'I'ACGT CGACGACCAC C'n'C'l'C'l'G'l IGA'l'CGAAOO TAACCACCTC AC.'TCACGCCG CCATCCTCGG CCAAGACGGC 
ATGTCTTOOC AATCATACG'I' CGATGA'l'CAC CT'l'A'l'GTG'l'G ATGTCGAAGG CAACCATCTC ACCGCCGCCG CAAT'l'CTCGG CCAAGACGGC 

ATGTCGTGGC AATCATACG'I' CGA'l'GACCAT C'l'CA'l'G'l'GCG AGGTCGAAOO CAACCACCTC ACACACGCCG CCATCT'l'CGG CCAAGACGGC 

AGCG'l'l'TGGG CTAAGAGCGC CAGC'l"l'CCCT CGGAAGAAAT AACTGGGATC ATGAA'l'Gl'l'T 'l'TAA'l'GAGCC 'l'GGAACAC'l'T E
,_ . 

AG'ro'l'Cl'OOG CTCAGAGCGC CAAA'l'l"ltCT CTCAAGAAAT CGA'roGMTC AAGAAOOACT TTGAGGlGCC CGGGTl'TCTT 
AG'l'GTCTGGG CTCAGAGCTC AGCT'l"l'CCCT =1.GMll.T AGCAGGAATC AACAAAGACT 'l'TGAAGAAGC CGGACATC'l'T 

GCTCCTACTG GA'l'TGTACAT TGGTGGCACT AAATATATGG TCATCCAAGG 'l'GAACCCGGC &ATTC 
GCCCCAACCG GACTA'l'TTCT CGGTGGCGAA AAATACATGG 'l'TATCCAAGG 'l'GAACAAGGA GCTG'l'GATCC 
GCCCCAACCG GGCTATTCCT TGGCGGTGAG AAGTACATGG 'l'TGTCCAAGG ~ GCCGTCATCC ~ 
GGTGTTACTG 'l'GAAGAAGAC GAATCTGGCC TTGG'l'GATAG GCAmATGA 'l'GAACCCATG ACTCCAGGTC AATGCAACAT GATAG'l'TGAA 
GGTGTCACTA TCAAGAAGAC AAACCAAGCT 'l'TGGTC'l'TTG GCTTCTACGA 'l'GAACCAATG ACTGGAGGTC AATGCAAC'l'T GG'l"l'GTCGAA 
GGAGTCACTA TCAAGAAGAC TACTCAAGCT CTAGTC'l'TTG GTATCTA'l'Gl 'l'GAACCGATG ACCGGAGGGC AATGCAAC'l'T GGTCGTGGAG 

~ ~Prol2 
AGGCTTGGTG ~'l'TATCTCAT TGAACAGGGT CTCTAA 
AGGCTCGGGG A'l'TACC'l'TAT CGA------- --

AGGCTCGGCG ATTACC'l'TAT CGAGTCTGGT CTCTAA 

b) 

·~~ .... ,........,.....~.,. ...... .....,....,..~~ 

El6n im.sn 

--·· . 

El6n 

90 
90 
90 

180 
180 
180 

270 
270 
270 

360 
360 
360 

393 
383 
393 

FI¡. 19.- a) Alineamiento de las secuencia codificadora de la profilina de P. vulgaris con las secuencias codificadoras de dos 
profillnas de A Thaliana • Debido a que la posición de los intrones de las secuencias de A thaliana ha sido determinada (Huang et 
aL, 1996), el alineamiento de estas secuencias de profilina suguire la posiblilidad de que la posición de los inttones esten 
conservados en estas plantas. Con lineas se representa la dirección del PCR y RT-PCR, en cajas se encierran los nuceótidos &i. , que 
se ha sugerido estan altamente conservados y se encuenttan localizados justo antes de las regiones donde se localizan los intrones. 
b) Por comparación de la secuencia del mRNA con el gen estructural, las uniones entre el intróo-exón pueden ser asignadas. Hay 
dos características en los genes nucleares: primero no hay una extensa homología en los extremos del exón-intrón. Las uniones 
tienen una bien conservada secuencia corta concenso, definida como la regla de GT-AG (lewin, 1997) OI 
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AmpUfk:ad6a por PCR del er6n O del DNA 
aen6mlco de P. vulpm. 

12345 12345 

• 

•• 
1 

1 

Fig. 20.· Con el objeto de probar si el DNA genómico de Pluistolus vulgoris no contenía algun intrón 
dentro de la región designada como exón D. Se hicieron experimentos de PCR: en (A) se muestra la 
electroforesis de DNA en agarosa al 1.3 % : en (1) se muestra el marcador de peso molecular l 
cortado EcoR 1 y Hind m (1); en (2) la amplificación del DNA genómico de P. vulgoris con los oligos 
exón 2a y exón 2b; como control se utilizó el cDNA que se amplifiaí con los mismos oligos (3); en el 
carril (4) el ORF de profilina amplificado con los oligos Profl y Prof2; en el carril (5) el cDNA de 
profilina digerido con EcoRI y Hind m, (plásmido P4) y en (8), la hibridación utilizando el cDNA 
como sonda. 

...., 
o 



Experimento tipo "Southem genómicO" de Phaseolus vulgaris L. 
hibridizado con el producto de PCR correspondiente al "exón 1r• de 

profilina como probador. 

Ffg. 21.- El DNA genómico de P. vulgaris fue restingido con Pst 1, Sal 
1, Apa 1, Eco RI, Eco RV, Hind 111, Sau 3a, y Xba 1 respectivamente e 
hibridizadas con el producto de PCR de la región equivalente al exón 
JI del cONA como sonda, ver Figs. 18 y 19. (Huang et al., 1995). Las 
condiciones de hibridación fueron 16 hrs: en 6XSSC, 200 mg de 
heparina, 0.5 % SOS at 55 °c .y fue lavados tres veces a 0.5 XSSC/ 
0.1 % SOS at 55 °c (moderada severidad). se expuso en pelicula 
radiografica de rayos X (X-Omat) duranter 15 días a -70 °c. 
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VI.- Discusión. 

VI.- La familia gfnica de profilina en P. vulgaris. 

En P. vulgaris en un primer estudio se reportó la clonación de un 

cDNA de nódulo y la purificación y caracterización de una sola isoforma 

de profilina de estractos de diferentes órganos vegetativos (nódulos, 

raices e hipocotilos); a través de usar cromatografía de afinidad en 

colummnas de poli-L-prolina (Vidali et al., 1995). Posteriormente en un 

análisis más extenso se dectectaron isoformas que pudieron escapar del 

primero; ésto fué posible utilizando numerosas estrategias en las cuales 

incluyeron tiempos mas largo de incubación con el anticuerpo, el uso de 

extractos crudos y una mayor concentración en los geles de proteína. 

Como resultado se pudierón detectar cinco isoformas en extractos de 

nódulo y dos en raíces (Guillén et al., 1997). Sin embargo las 70 clonas 

aisladas en este trabajo, al parecer fueron la misma clona ya que todas 

hibridaron con la el cDNA completo y con la región UTR 3' (como sondas 

general y específica respectivamente). Además los experimentos tipo 

Southern blot de DNA de P. vulgaris con diferentes condiciones de 

hibridación, indican la presencia de uno a dos genes de profilina (Fig. 15). 

Las enzimas que se utilizaron para digerir el DNA genómico de P. vulgaris 

nó cortan la secuencia del cDNA de profilina lo que sugiere tres 

posibilidades a) la presencia de un gen y que estos sitios de restricción se 

encuentran dentro de los intrones y fuera de la secuencia representada en 

el cDNA; b) la presencia de dos genes o alelos, con polimorfismo para un 

sitio el restricción Xbal, ó C) o la presencia de más de dos genes. Para 

apoyar algunas de estas posibilidades se disei\aron oligos equivalente al 

exon 11 de A. thaliana (Fig. 12) con el fin de amplificar el DNA genómico de 
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P. vulgaris. En este caso solo una banda de amplificadón de DNA de 133 

pb fué obtenida, (al igual que el control: el cDNA de profilina como 

templado) (fig. 18). Este resultado sugiere que el gene de profilina no 

contiene intrones en esta región. Con esto generamos una sonda por PCR 

correspondiente al "exon 11" (ver material y métodos) e hicimos una 

hibridación con el DNA genómico de frijol. Estos resultados sugiren la 

presenda de dos alelos o de dos genes de profilina en P. vulgaris. Asf 

mismo estos datos son apoyados por análisis de PCR genómico y RT-PCR 

(no mostrados), donde una sola banda amplificación de DNA fué 

obtenida. Adicionalmente en ensayos de traducción in vitro solo una 

isoforma pudo ser detectada (Guillén et al., 1997). Todos estos resultado 

sugieren que a diferencia de otras plantas estudiadas, en P. vulgaris existe 

una reducida familia génica de máximo dos miembros y que las diferentes 

isoformas observadas en los diferentes tejidos de esta planta son el 

producto de modificaciónes postraduccionales. 



,· 

'.) 

) 

) 

74 

VI.- Esbuctura de profllina de P. vulgaris. 

A nivel de nucleótidos un fragmento de lectura abierta de 131 

aminoácidos fué detectado. Los 20 aminoacidos estuvieron presentes en 

proprocion normal exceptuando a Gly, el cual se encontró en una elevada 

proporción (13.7 °/o). Alineamientos de la secuencia de aminoacidos 

deducida de la secuencia del cDNA de la profilina de P. vulgaris, indican 

que la proteina codificada presenta una identidad arriba del 54 % con las 

secuencias de otras profilinas de plar:ttas. El dendograma de alineamientos 

muestra que la profilina de P. vulgaris se agrupa con las profilinas de 

expresión constitutiva de plantas (Fig. 13). Como se ha discutido 

anteriormente, es posible entonces que en el nódulo simbiótico de P. 

vulgaris, un solo tipo de mensajero constitutivo que sea modificado 

postraduccionalmente y quizás también exista un gen especializado en una 

expresión polen específica en P. vulgaris. Esto apoya la idea de la 

existencia de dos genes en esta planta. Con el objeto de hacer algunas 

predicciones se buscó Ja presencia de motivos blancos de modificación 

postraduccional en la secuencia de aminoácidos de Ja profilina de P. 

vu/garis (Fig. 15). El modelaje de la estructura tridimensional de la 

profilina de P. vulgaris indica que sólo el residuo ThrS se encuentra 

claramente expuesto, y quizás entonces, sea un posible blanco de 

modificación postraduccional. También es posible que no hayamos sido 

capaces de encontrar todos los motivos blancos de modificación 

postraduccional ya que muchos de estos todavía no estan caracterizados 

(Bork et al., 1996). No obstante, los resultados que se presentan en este 

trabajo junto con los resultados de Guillen et al., (1997), sugiren un 

mecanismo fino de regulación, en el cual Ja profilina puede ser modificada 
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postraduccionalmente a través de una señalización celular en respuesta a 

las condiciones particulares que son requeridas durante.el desarrollo o en 

los diferentes tipos celulares de esta planta. 
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VII.- Conclusiones. 

Se clonó y caracterizó la secuencia de un cDNA de nódulo que 

codifica para la profilina de P. vulgaris. 

El dendograma del alineamiento de la secuencia de aminoácidos de 

la profilina de P. vulgaris con las secuencias homólogas de otras plantas 

sugiere que esta secuencia presenta una relación más estrecha con las 

profilinas de expresión constitutiva. 

El analisis a nivel de aminoácidos indica una buena correlación 

estructural de la profilina de P. vulgaris con las profilinas reportadas; 

donde se pudieron localizar algunos sitios importantes, tales como el de 

pegado a PIP2, poli-L-prolina y de unión a actina. 

La predicción de la localización de los sitios blancos de modificación 

postraduccional sugiren que ThrS puede estar expuesto en la estructura 

tridimensional. 

En el genorna de P. vulgaris hay una familia génica reducida de 

profilina, con un rnáximo de dos miembros. Por lo que la mayoría de las 

diferentes isoformas observadas podrían ser el producto de modificaciones 

postraduccionales. 
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