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Resumen

Caracterizaciéon funcional de dos proteinas de matriz extracelular
que se acumulan por déficit hidrico en frijol.

La sequia es un factor ambiental desfavorable para el adecuado crecimiento y
desarrollo de las plantas mesofitas, afectando, a diferentes niveles, tanto las funciones
generales de la célula, como la integridad de sus organelos. Se han observado cambios
importantes en la composicion de las paredes celulares, por efecto del estrés hidrico.

En nuestro laboratorio se han caracterizado a dos glicoproteinas de pared celular
de células de frijol (Phaseolus vulgaris), que cruzan antigénicament entre si, y que se
acumulan durante la sequia; éstas han sido llamadas p33 y p36 (Covarrubias et al., 1995).
Debido a que la acumulacion de p33 y p36 se da en la fraccidn soluble de la pared
celular investigamos si estas proteinas tenian algun tipo de interaccion con la superficie
celular y/o especificamente con la membrana plasmatica. En este trabajo demostramos
que tanto p33 como p36 son capaces de unirse a vesiculas de membrana plasmaética de
un modo dependiente de calcto, pero en contraste con proteinas adhesivas de la matriz
extracelular animal, ni p33 ni p36 son capaces de unirse a sustratos como vidrio y
heparina. La secuencia parcial de aminacidos de estas proteinas muestran la presencia del
decapéptido repetido POVYKPOVEK, lo que las relaciona con proteinas ricas en prolina
(PRP’s), particularmente con la PRP2 de soya, la PRP4 de alfalfa y 1a p42 de frijol.
Ensayos de union mostraron que p33 y p36 se unen especificamente a una proteina de
80 kD de la membrana plasmatica de células de frijol. Esta unién puede ser competida
con proteinas como la fibronectina y por secuencias que contengan al péptido RGD, de
manera analoga a lo que ocurre con algunas proteinas de matriz extracelular animal con
sus ligandos en membrana plasmatica, lo que sugiere que la proteina de 80 kD de la
membrana plasmatica es una proteina andloga a integrinas cuyo ligando natural es p33
yp36. Este es el primer caso en que se identifica a un posible ligando en la membrana
plasmatica para una proteina de matriz extracelular vegetal. Se discute el posible papel
de la interaccién de p33 y p36 con la proteina de membrana plasmatica de 80 kD
durante el estrés hidrico.
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Abstract

Functional caracterization of two bean extracellular matrix proteins more
abundant during water deficit

Adverse conditions such as water limitation interfere with normal patterns of plant
growth and development. Plants experiencing water deficit present a set of adaptation
responses occurring at different levels. The process of growth is sensitive to water
shortage and some of the factors may be related to cell-wall metabolism.

Two antigenically related glycoproteins, named p33 and p36, have been shown to
accumulate in the cell wall in response to water deficit conditions in Phaseolus vulgaris
(Covarrubias et al., 1995). Since these proteins were found to be accumulated in the
soluble fraction of the cell wall, we investigated the possibility that they could be
interacting with the plasma membrane. In this work, we show that p33/p36 are abie to
adhere leaf protoplasts and that they bind to plasma membrane vesicles in a calcium
dependent manner. In contrast with adhesive proteins characterized in animal systems,
such as vitronectin and fibronectin, p33/36 do not bind to glass nor to heparin matrix.
Data from the partial amino acid sequence of the p33 and p36 proteins indicated that
they contain repeats of the decapeptide PP*VYKPP*VEK and, therefore, they are
related to proline-rich proteins (PRPs), particularly to PRP2 from soybean, PRP4 from
alfalfa and p42 from bean. Results obtained from binding assay experiments indicated
that these proteins specifically bind to an 80 kDa plasma-membrane protein. This
binding is competed with a peptide that contains the RGD motif, as well as with
fibronectin which also includes this sequence, suggesting that the 80 kDa plasma-
membrane protein is an integrin-like protein whose natural ligands are p33/p36. This is
the first case where a plasma membrane ligand for a higher plant extracellular matrix
protein has been identified. The role of p33 and p36 proteins during water deficit
situations is discussed.
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Introduccion

L1. ADAPTACIONES DE LAS PLANTAS AL ESTRES HIDRICO

Uno de los factores abidticos que determina el adecuado desarrollo de las plantas,
es el agua. Para crecer, desarrollarse y reproducirse adecuadamente, las plantas
requieren de agua y de los nutrientes que van disueltos en ella. La vida sobre la tierra ha
dependido del contenido de agua en el suelo para el adecuado desarrollo de las plantas
(Chrispeels y Sadava, 1994). El estatus hidrico de una planta! va a depender de varios
factores, tanto internos (estado de desarrollo, tipo de tejido, etc.) como externos
(temperatura, irrigacién, etc.). Condiciones de potenciales hidricos bajos, son normales
para que se efectien ciertos procesos, como por ejemplo la conduccién de agua por el
xilema. Asi mismo ciertos tipos celulares como los del polen y la semilla, utilizan a la
desecacién, como mecanismo de supervivencia a largo plazo. Con lo anterior podemos
concluir que ciertos niveles de estrés osmético son condiciones necesarias para el
adecuado funcionamiento de las plantas.

Sin embargo, €l equilibrio hidrico, puede ser roto debido a cambios drasticos en las
condiciones ambientales. Los diversos organismos sobre la tierra usan diferentes
estrategias para protegerse de las condiciones ambientales desfavorables. Las plantas
superiores, por encontrarse generalmente fijas al suelo, no son capaces de desplazarse y
evitar estas condiciones; deben por lo tanto, contender con ellas. Los animales en
cambio, se han adaptado a los cambios ambientales mediante mecanismos evolutivos a
largo plazo, de modo que las modificaciones normales del clima, raramente provocan
grandes cambios en su desarrollo (Fosket, 1994). En contraste, para adaptarse a las
nuevas condiciones, las plantas responden inicialmente utilizando los mecanismos de
control del estatus hidrico usados normalmente por ellas y posteriormente con cambios
drasticos en su anatomia, su morfologia, su metabolismo y/o su desarrollo.

1 Eli estrés se define usualmente como aquel factor externo que ejerce un efecto desventajoso en un sistema
(Taiz, 1991), en este caso, hablaremos del estrés hidrico.

Son varios los pardmetros que se han usado como indicadores del estatus de agua en las plantas. El
potencial de agua ('¥) es la medida fundamental de este estatus hidrico y se refiere al potencial quimico del agua
afectado por la presion hidrostitica (Y p}, la presencia de solutos (‘¥'s) y por la naturaleza de la matriz que conduce al
agua llamado potencial métrico (‘¥'m). El potencial hidrico se define segun la ecuacion: ¥ = ¥p - s

La interaccién del agua con los sofutos disueltos en ésta tiene un efecto negativo sobre el 'V ya que disminuye la
cantidad de agua libre disponible en el sistema, por lo que se resta en la ecuacion. El potencial matrico (¥'m), no
aparece en la ecuacidn ya que su contribucién al valor del Y es despeciable (Taiz, 1991).
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El déficit hidrico puede dividirse en 4 categorias o niveles, dependiendo de su
severidad (Hsiao, 1973):

1) Poco severo, cuando el potencial de agua baja de 8-10% de los valores normales.
2) Moderado, cuando baja entre 10-20%.

3) Severo, cuando la disminucidon es de mas del 20%.

4) Desecacion, cuando se remueve del tejido mas de la mitad del agua.

Independientemente de la severidad del estrés hidrico, las plantas presentan tres
tipos de respuestas generales a la sequia. Estas respuestas pueden ser (Hanson, 1980):

1.- Adaptativas, las que les permiten sobrevivir, crecer y reproducirse aun en presencia
del estrés.

2.- Deletereas, aquellas que reducen la sobrevivencia y

3.- Incidentales, aquellas que acompafian al estrés hidrico pero son neutrales en su
efecto.

Los programas de mejoramiento genético de plantas de interés agricola, intentan
identificar respuestas adaptativas deseables para maximizar su expresidon, al mismo
tiempo que se intenta minimizar las otras dos. Es por lo anterior que nuestro interés se
centrara ¢l el analisis de las respuestas adaptativas de las plantas al estrés hidrico.

Las respuestas adaptativas, pueden darse a varios niveles: fenolégico, morfologico
o metabdlico. Como ejemplos de respuestas adaptativas a nivel fenolégico se encuentra
el maduramiento precoz o tardio de frutos; a nivel morfologico por ejemplo, la presencia
de superficies cerosas en tallos y hojas ; a nivel fisioldgico se presenta el ajuste osmdtico
y como adaptacién a nivel metabdlico ocurre la disminucién en la difusiéon del CO3 y por

lo tanto disminucion en el indice fotosintético.

La plasticidad de las células vegetales queda de manifiesto al observar las multiples
respuestas adaptativas que presentan las plantas durante situaciones de déficit hidrico.
Segun Hsiao (1973), las primeras cinco de estas respuestas son las siguientes:

1.- Reduccién en el potencial quimico del agua ('¥), como resultado de la acumulacién de
moléculas.

2.- Abatimiento de la presidn de turgencia (turgor).

3.- La concentracion de macro y pequefias moléculas aumenta, debido a la reduccién en
el volumen celular por la pérdida de agua.

4.- Alteracién de las relaciones espaciales entre membrana plasmatica, tonoplasto y
membrana de los organelos por el cambio en el volumen celular.
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5.- Modificacion de la estructura y funcién de algunas macromoléculas como las
proteinas.

Las numerosas respuestas al déficit hidrico estan controladas por cambios en la
expresion de genes con muy diferentes funciones. Las posibles funciones celulares que
se ven afectadas por el estrés hidrico son (Bray, 1993) (Fig.1):

I. Proteccion de estructuras celulares, que se efectia mediante el secuestramiento de
iones, la proteccién de proteinas y/o membranas y la renaturalizacién de proteinas
desnaturalizadas.

II. Ajuste osmético, que se realiza mediante enzimas que codifican para la sintesis de
osmolitos, ATPasas, acarreadores y/o canales.

III. Regulacion de la dinamica de la pared celular, promoviendo la sintesis y/o rearregios
de la pared, asi como la division celular.

Espacio extracelular y Pared * Exchuitn de a‘f’?ﬁﬁq
Celular = Modificaciones de la

pared celular

Citosol y Organelos

Ajuste Osmdtico * Ajustes
* Atrapamiento de radicales en ¢l crecimiento
* Cambios I6nicos * Osmoproteccion
* Aumento en ¢l bombeo de * Compartamentalizacion

protones
* Control del la actividad de
acuaporing

de lones

Espacio Vacuolar

* Almacenamiento de lones (Na, Ca}
* Exporte de [ones (K)

* Ajuste osmético

* Mantenimiento del gradiente de protongs

Fig. I Funciones celulares asociadas con la tolerancia al déficit hidrico.
(Tomado de Bohnert, 1996).
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L1.1 EL ESTATUS HIDRICO, LA PARED CELULAR Y EL CRECIMIENTO DE LA
CELULA VEGETAL.

La sintesis y/o los rearreglos de los componentes dela pared celular es una de las
respuestas celulares que se ha observado durante situaciones de déficit hidrico (Bray,
1993). Como se puede observar en la tabla I, uno de los primeros procesos que se ve
alterado como consecuencia de estos rearreglos es la tasa de crecimiento celular ya que
en las plantas, tanto la morfogénesis como el desarrollo, dependen directamente de la
expansion de sus componentes celulares el cual estd directamente regulado por cambios
en la pared celular (o matriz extracelular, ME). En condiciones normales, se sabe que el
alargamiento sostenido de la pared celular durante el crecimiento se acompafia también
de procesos de diferenciacion y proliferacion de membranas y organelos. A continuacién
se detallara como las propiedades quimicas y fisiologicas de la pared celular, asi como el
estatus hidrico de la célula, juegan un papel muy importante en el control del crecimiento
de las células vegetales.

El entramado de los polimeros que constituyen la pared celular rodea al protoplasto
y soporta la generacién de presion dentro de la célula. Esta presion, llamada ‘presion de
turgor’ se incrementa ya que los contenidos celulares tipicamente tienen valores mas
altos de potencial osmotico que el medio extracelular. La diferencia en potencial
osmotico crea una fuerza de entrada de agua a la célula, con un aumento paralelo de la
presion de turgor la cual compensa la diferencia de potencial de agua a través de la
membrana plasmatica. La presidon de turgor en una célula vegetal en crecimiento es
impresionantemente alta, se encuentra en el orden de 0.5-1 MPa? | y provee la fuerza
para la expansion celular (McQueen-Mason, 1977). En una célula que no estid en
crecimiento algunos componentes de la pared participan proporcionando rigidez a la
célula y evitando con esto, la expansion celular. En contraste, en células en crecimiento,
la estructura de la pared es capaz de aflojarse en respuesta a esta fuerza de turgor.

2 g potencial hidrico, asi como la presi6n de turgor, se expresan en unidades de presién que pueden ser Pascales o
Bares.
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SENSIBILIDAD AL ESTRES
Muy Relativamente
Sensible insensible
REDUCCION EN EL ¥ QUE SE REQUIERE
Proceso o Parametro PARA AFECTAR DICHO PROCESO
afectado 0 Bares 10 Bares 20 Bares Notas

Crecimiento celular
Sintesjs de Pared cejular
Sintesis de Proteinas
Formacion de Protoclorofila
Niveles de Nitratoreductasa

Tejido de rapido crecimiento
Tejido de rapido crecimiento
Hojas etioladas

Il

Acurnulacién de ABA ————
Nivel de citoquininas ———————

Apertura estomatal Depende de la especie
Asimilacién de CO2 Depende de la especie
Respiractén ——— ——

Acumulacién de prolina rme——

Acumulacién de azucar ————

Tabla 1. Sensibilidad general de algunos procesos o parémetros al estrés hidrico.

a) La longitud de las lineas horizontales representa el nivel de estrés en que el proceso se ve
inicialmente afectado. Las lineas punteadas representan deducciones de datos menos
concluyentes. b) Tomando como referencia el ¥ de plantas bien irrigadas con bajos niveles de

evaporacion.
Tomado de Hsiao (1973).

Muchos factores internos (hormonas) y externos (luz, disponibilidad de agua,
fuerza de gravedad) que afectan la tasa de crecimiento parecen hacerlo mediante
cambios en la extensibilidad de las paredes celulares. Los cambios en la tasa de
crecimiento pueden ocurrir durante periodos de dias o incluso en periodos de segundos.
En ambos casos, los cambios en el crecimiento son debidos a alteraciones en la
extensibilidad de la pared.

La sintesis de pared celular parece ser muy sensible a caidas en el potencial hidrico
de tan solo unos bares (Tabla 1). Sin embargo, no ha sido facil saber si los cambios
detectados en la pared celular, son causa o consecuencia de la reduccién en el

crecimiento durante el estrés.

Actualmente se sabe que el gradiente de potencial hidrico a lo largo de la planta
ejerce un efecto directo sobre la elongacién celular. Si este gradiente decrece a lo largo
del xilema, la elongacion celular es uno de los primeros procesos que se abate (Nonami y

6
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Boyer, 1990). Esta limitacion en el crecimiento se ha visto directamente relacionada con
una disminucién en la extensibilidad de las paredes celulares y de la conductancia de
agua por los tejidos (Nonami y Boyer, 1990).

Para comprender mejor la dindmica de la pared celular durante el déficit thnco, en
la siguiente seccidn, se hara una breve revision de las caracteristicas de cada uno de los
componentes de la paredes celulares de células vegetales.
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L2 CARACTERISTICAS Y FUNCIONES DE LA MATRIZ EXTRACELULAR
VEGETAL.

La pared celular vegetal es una compleja matriz extracelular que rodea a cada una
de las células de las plantas. Las paredes de células vecinas que se unen entre si para
formar la planta intacta son generalmente mas gruesas y rigidas a diferencia de la matriz
extracelular producida por las células animales.

Las_paredes celulares primarias, son aquellas que se forman inmediatamente
después de la placa celular en las células que alin estdn en crecimiento; son delgadas,
semirigidas y tienen una apariencia similar en casi todas las células. Cuando el proceso de
crecimiento cesa y las paredes no requieren de expanderse, en la pared primaria se
depositan nuevas capas de pared de diferente composicion, primordialmente formadas
por compuestos fendlicos como la lignina, esta nueva estructura forma lo que se conoce
como _pared secundaria, m4s rigtda y gruesa que la anterior. Los engrosamientos de la

pared secundaria pueden producir patrones morfologicos muy especificos para cada
tipo de célula, como los anillos, espirales o reticulas de las paredes de las traqueidas.

Aunque las paredes primarias de las plantas superiores varian un poco, tanto en
composicion como en organizacion, como otros tipos de matrices extracelulares, éstas se
estructuran de acuerdo a un principio comun: contienen largas y fuertes fibras de las
cuales deriva su gran fuerza tensil, y una matriz de proteinas y polisacaridos en la que
estan embebidas estas fibras, proporcionandoles resistencia a la compresion. En las
paredes celulares de plantas superiores, estas fibras estin constituidas por el polisacarido
celulosa. El resto de la matriz esta compuesto predominantemente de otros dos tipos de
polisacaridos: hemicelulosa y pectinas, junto con proteinas estructurales (Fig.1l y IlIa).
Todos estas moléculas se mantienen unidas por una combinacién de uniones covalentes
y no-covalentes para formar una estructura altamente compleja cuya composicién
depende del tipo celular (Alberts et al. 1994).

A continuacién se describen con detalle a los principales componentes de la pared
celular y en la siguiente seccién se mencionaran algunas caracteristicas de la matriz
extracelular animal resaltando el alto alto nivel de paralelismo entre estos
compartimentos.
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Membrana
plasmatica

Pared celular
primaria

/gadenas b-14 .

lucano

(I 7 Puente de

v [{ Hidrégeno
DOO0

&r GBS

Molécula de

Glucosa

POLISACARIDOS
La celulosa es un glucano lineal y no ramificado formado por uniones (1-4) 8

Fig. II Las microfibrillas de celulosa en la pared celular, estan hechas de cadenas de glucosa
en uniones b-1,4 unidas entre si por puentes de hidrogeno.  (Tomado de Taiz et al., 1991).

de D-glucosas. Es el mayor componente de la pared celular primaria. Docenas de
cadenas se asocian en microfibrillas en arreglos cristalinos y paracristalinos virtualmente

9
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libres de agua. En un corte transversal tienen un diametro de 1-15 nm. (McCann y
Roberts, 1991). Aunque cada cadena celulosa puede tener cientos de unidades, éstas
puede empezar y terminar en diferentes lugares a lo largo de la microfibrilla. Vistas al
microscopio electrénico, las microfibrillas de celulosa se observan como grupos
ordenados de rosetas en el plasmalema. Las moléculas de celulosa salen de la roseta o de
rosetas agregadas para formar las microfibrillas. La orientacién y deposicion de las
microfibrillas est4 determinada por los microtibulos y es generalmente transversal al eje
de crecimiento. Conforme la célula incrementa en longitud, las microfibrillas de la
superficie de la pared son jaladas en orientacion casi paralela al eje de elongacion
(Varner, 1989),

Los xiloglucanos son hemicelulosas que componen cerca del 20% del peso seco de
las paredes celulares de las dicotileddneas y del 2% de las monocotiledéneas. Estan
formados por un esqueleto de residuos glicosilos en uniones [1-4, con cadenas laterales
(tipo o) de residuos de xilosa que se unen a un residuo glicosilo del esqueleto lineal en el
oxigeno de la posicion 6. Algunas de las cadenas laterales de xilosa, poseen un D-
galactosil o un L-fucosil-2-a-D-galactosil en union tipo B. En las paredes celulares, los
xiloglucanos se encuentran unidos por puentes de hidrogeno con las microfibrillas de
celulosa. Integrando todas estas propiedades, los xiloglucanos parecen estar formando
una capa en la superficie cristalina de las microfibrillas de celulosa que penetra en la
region amorfa. Estas moléculas podrian mediar el embebimiento de las microfibrillas en el
gel de la matriz extracelular.

Los homogalacturanos, junto con los ramnogalacturanos forman el conjunto de
pectinas en las dicotiledéneas. Estan compuestos de residuos de dcido galacturénico en
uniones al-4. El grado preciso de polimerizacién de los homogalacturanos asi como la
frecuencia de interrupcidn de los residuos de acido galacturénico con otros azucares no
se conocen.

Los ramnogalacturénidos del tipo I consisten de un esqueleto alternado de L-
ramnosil en unidn-2 y acido D-galacturénico en posicion 4. Los ramnogalacturénidos
del tipo IT son moléculas muy diferentes. Consisten de aproximadamente 60 residuos de
glicosilo covalentemente unidos a otros componentes de la pared por una serie de acidos
galacturénidos en uniones (-4 y contienen muchos residuos glicosilo poco comunes (2-
O-metilfucosil, 2-O-metilxilosil,etc) (Fig.III)
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(d) Modelo de las interacciones entre los diferentes moléculas de la pared celular.

{Tomado de Taiz et al,, 1991).
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PROTEINAS

Las proteinas ricas en hidrixoprolinas (HRGP’s) son las mas abundantes en la pared
celular y agrupan a por lo menos 4 clases de proteinas: las extensinas, las proteinas ricas
en glicina (GRP’s), las proteinas arabinogalactanas (AGP’s) y las proteinas ricas en
prolina (PRP’s). Dentro de este grupo tambien se pueden incluir a las proteinas
quiméricas, que poseen en su estructura, algun dominio que las relaciona con HRGP’s y
otro(s) dominio(s) totalmente diferente y especifico para cada proteina. Existen otros 2
grupos como ¢l de las lectinas de solandceas, y las expansinas de las cuales también se
hablara en esta breve revision.

Extensinas.

Forman una familia de glicoproteina ricas en hidroxiprolinas (HRGP’s) que forman
parte de las paredes celulares de plantas superiores. En dicotiledoneas, las extensinas
son particularmente abundantes y poseen las siguientes caracteristicas: son ricas en
hidroxiprolinas y serina y algunas combinaciones de los aminodcidos valina, tirosina,
lisina e histidina; generalmente contienen repeticiones del pentapéptido Ser-Hyp4;

muchos de los residuos de hidroxiprolina estan glicosilados con 1 a 4 residuos de
arabinosa, y algunos residuos de serina estan glicosilados con una unidad de galactosa.
Son proteinas basicas con punto isoeléctrico de aproximadamente 10 por su alto
contenido de lisina. Generalmente, adoptan una estructura de hélice de poliprolina II
cuando estan en solucidn y, cuando se observan al microscopio electronico tienen una
apariencia de varilla.

Funciones de las extensinas.

Se ha propuesto que las extensinas son proteinas estructurales, que funcionan
durante el desarrollo, formando una pared celular mas impenetrable y proporcionando
fuerza tensil a la célula (Shirsat, et al., 1996), como en el caso de las células del xilema y
floema, en donde se ha visto que se localizan preferencialmente las extensinas ( Ye y
Vamer, 1991).

Condiciones como el dafio mecéanico, pueden incrementar la expresién de
extensinas. En frijol (Phaseolus vulgaris) se ha caracterizado la regulacion
transcripcional de extensinas en respuesta a dafto, infeccién por hongos, elicitores de
hongos y glutation (Lawton y Lamb, 1987).

Las extensinas pueden estar entrecruzadas por uniones intermoleculares del tipo
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difenil-eter, entre tirosinas. Este tipo de uniones en isoditirosinas solo se han encontrado
intramolecularmente y traen como resultado un aumento ¢n la insolubilizacién de estas
proteinas a unos pocos minutos de efectuado el dafio o la infeccidn. Este proceso de
insolubilizacion parece estar mediado por la liberacién de peréxido de hidrégeno y su
catalisis por la peroxidasa de la pared celular. Esta respuesta parece ser muy rapida y se
ha propuesto que contribuye a una mayor rigidizacién de la pared (Bradley, et al.
1992). Se ha especulado mucho sobre el papel que juegan las extensinas durante la
sequia, sin embargo, hasta el momento no existen evidencias que demuestren si
intervienen directamente en situaciones de estrés hidrico.

Proteinas ricas en glicina,
Las proteinas ricas en glicina (GRP’s) se caracterizan por su estructura primaria

repetida que contiene mas de 70% de glicinas ordenada en unidades cortas y repetidas
de aminoacidos. El primer gen para GRP aislado fué el de petunia (Condit y Meagher,
1986), que contiene un 67% de glicinas, en unidades repetidas de Gly-X, en donde X
puede ser con alta frecuencia Gly, pero también puede ser Ala o Ser. Otra caracteristica
importante de este gen es que contiene una region que codifica para un péptido sefial el
cual se ha encontrado en los cDNA’s que codifican para GRP’s de varias especies de
plantas (Showalter, 1993).

Ensayos de inmunolocalizacién han permitido demostrar la localizacién de algunas
GRP’s en la pared celular. Se sabe que una de las GRP’s de frijol aparentemente se
insolubiliza en la pared y se piensa que lo hace estableciendo uniones tipo isoditirosina
ya sea con otras moléculas de GRP’s, con otras proteinas como las PRP’s o bien con la
lignina. Sin embargo, el hecho que algunas GRPS’s de dicotiledoneas que carecen
aparentemente de péptido sefial hace pensar que existe un grupo de GRP’s que se
localizan en ¢l citoplasma y no en la pared celular. El porcentaje de glicina de estas
GRP’s es variable: por ejemplo, una de las GRP’s de arroz posee 25%, no contiene
unidades repetidas, y se ha demostrado que se localiza en el citoplasma (Mundy y Chua,
1988). Las GRP’s también estin presentes en monocotiledoneas como maiz (Didierjean
etal., 1992).

Funciones de las GRP''s.
Las GRP’s se expresan en respuesta a una gran variedad de condiciones del
desarrollo asi como condiciones de estrés, de manera similar a lo que sucede con las
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extensinas. Se les relaciona con el desarrollo del tejido vascular, nédulos y flores de
dicotiledoneas (Ryser et al., 1997; Kiister et al., 1995 y Oliveira et al., 1993)
particularmente en el xilema, asi como en células que van a lignificarse. Las GRP’s
proveen elasticidad ast como fuerza tensora durante el desarrollo vascular. En cuanto a
las condiciones de estrés, se sabe que algunas GRP’s responden a dafio y que en alfalta,
proporcionan tolerancia a frio (Castonguay et al., 1993).

Proteinas ricas en prolina.

Todas las proteinas ricas en prolina (PRP’s) se caracterizan por presentar
repeticiones de prolinas contenidas en una variedad de secuencias repetidas. Muchas
de las PRP’s, tanto las de paredes celulares de tejidos vegetativos como las de células de
nédulos se caracterizan por la presencia del pentapéptido Pro-Pro-X-Y-Lis, donde X y Y
pueden ser valina, tirosina, histidina y 4cido glutdmico; carecen de serinas y estin
medianamente glicosiladas. El anélisis de aminoacidos de las PRP’s ha demostrado que
la segunda o tercera prolina suele estar hidroxilada.

Funciones de las PRP’s

Algunos estudios de la expresion de las PRP’s han demostrado que éstas se regulan
durante la germinacion (Datta ef al., 1989), el desarrollo normal y formacién de tejido
vascular, nédulos, vainas y microsporas (Wyatt et al., 1992;Wilson et al., 1994; Coupe
et al., 1993 y Roberts et al.,, 1993), asi como por factores externos como dafio (Suzuki et
al., 1993) y elicitores de hongos (Millar et al., 1992). También se ha visto que la luz y el
cultivo de células pueden afectar la expresion de las PRP’s (Cassab 1998). Los miembros
de la familia de genes de PRP’s muestran patrones de expresion tejido- y célula-

especificos similar al que muestran las GRP’s y las extensinas.

Las PRP’s como las extensinas y las GRP’s son capaces de insolubilizarse en la
pared celular. Este proceso de insolubilizacién puede ocurrir rapidamente en respuesta a
estrés y parece estar mediado por la liberacién de perdxido de hidrégeno y catalizado
por una peroxidasa de la pared. Sin embargo, las interacciones moleculares que
provocan tal insolubilizacion se desconocen (Wojtaszek et al., 1995). El contenido
relativo tan alto de tirosina abre la posibilidad de la existencia de entrecruzamiento
quimico entre moléculas de PRP’s y/o GRP’s o extensinas mediante uniones de
isoditirosina. Tal no es el caso de la PRP’s rica en galactosa del tejido transmisor de
estilos de tabaco (GaRSGP), ya que tiene un bajo contenido de Tyr, y no se encuentra
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insolubilizada en la pared (Sommer-Knudsen et al., 1996). Adicionalmente ¢l caracter
basico que les confiere la abundancia de lisinas hace posible su interaccion idnica con
otros componentes de la pared celular como pectinas acidas, o extensinas.

No se sabe exactamente el papel que tienen las PRP’s durante el estrés osmético.
Algunos reportes las han relacionado con condiciones de estrés salino, como es el caso
de la PRP2 de alfalfa (Winicov y Bastola, 1999) y las proteinas SAP de células en
suspensidn de frijoles “alados” (Psophocarpus tetragonolobus) adaptados a sal. Asi
mismo, se han observado cambios en la expresion de cDNA’s que codifican para PRP’s
de Cicer arietinum durante ciertos estreses abidticos (Mufioz ef al., 1998). En frijol, se
han encontrado dos clonas que se inducen por sequia y que codifican para PRP’s
(Colmenero, et al., 1998), tambien se han observado cambios en la acumulacién de PRP’s
como consecuencia de modificacion en la presion osmética (Mergold et al., 1996). No
obstante a esta informacion, no existen aun evidencias directas de la funcion de las
PRP’S durante la sequia.

Proteinas arabinogalactanas.

Las proteinas arabinogalactanas (AGP’s) son generalmente muy solubles y
altamente glicosiladas. Estan ampliamente distribuidas en las plantas y sus pesos son
extremadamente heterogéneos seguramente como reflejo de su tipo de glicosilacién. La
porcion proteica de las AGP’s es tipicamente rica en hidroxiprolina, serina, alanina,
treonina y glicina y en su estado nativo,
son resistentes a proteolisis. Tienen un punto isoleléctrico entre pH 3 y 5. Se ha
determinado la secuencia del extremo amino terminal de algunas AGP’s y en todas ellas
se han detectado repeticiones de alanina-hidroxiprolina. La porcidn carbohidrato ocupa
la mayor parte de estas moléculas y estd formada por D-galactosa y L-arabinosa
(Showalter 1993).

Las AGP’s se han encontrado formando parte del medio extracelular, sin unirse a él
covalentemente. En diferentes tipos de células en cultivo se ha observado que las
AGP’s son secretadas al medio, mientras que en algunas células especializadas como las
del canal del estilo, en otras células secretoras se han observado grandes cantidades de
AGP’s en la pared celular. Adicionalmente, algunas de las AGP’s se han localizado
asociadas con la membrana plasmaitica.
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Funciones de las proteinas arabinogalactanas.

Con base en su localizacién extracelular predominante, v a sus propiedades
bioquimicas y fisicas, se ha propuesto que las AGP’s pueden actuar como pegamento,
lubricante y humectante, como en el caso de la goma arabiga, obtenida de una especie de
Acacia cuando se somete a dafio. Su abundancia en la ldmina media de la pared asi como
en los estilos de angiospermas y en la médula de los nddulos ha fortalecido la hipotesis
de que participan en ¢l proceso de reconocimiento célula-célula, como en el caso de la
proteina TTS, del tejido transmisor de estilos de tabaco, la cual se adhiere al tubo polinico
y promueve su crecimiento (Wu et al., 1995).

Es posible que algunas AGP’s realicen alguna funcién durante la histogénesis del
organo floral y la diferenciacién, ya que existen evidencias de su regulacién por
desarrollo en flores, embriones y raices (Kreuger et al., 1996). Dicha funcién podria
involucrar interacciones célula-célula en donde las AGP’s podria estar funcionando
como moléculas de adhesion capaces de unirse a ligandos en la pared celular y ser
marcadores de la posicion celular durante la diferenciacion (Fincher ef al., 1983).

Lectinas de Solandceas.

Las lectinas son proteinas o glicoproteinas que se unen a carbohidratos. Las
lectinas de solanaceas, forman un grupo que se distingue por su presencia en este grupo
de plantas, asi como por su capacidad de aglutinar oligémeros de N-acetil-glucosamina,
su localizacion predominantemente extracelular y su composicion inusual de
aminoicidos y carbohidratos, siendo la hidroxiprolina y la arabinosa los constituyentes
mas abundantes.

La lectina de solanaceas mejor caracterizada es la de tubérculo de papa (PTL), el
monomero de esta glicoproteina pesa 55 kD y posee 50% en peso de carbohidratos y
50% de proteina. El dominio glicoproteico rico en serina-hidroxiprolina de la PTL y de
otras lectinas de solanaceas la relacionan bioquimicamente con las extensinas. Existen
otras similitudes entre estos dos tipos de HRGP’s como son su localizacion extracelular,
su abundancia en serina, hidroxiprolina y arabinosa y la presencia de uniones idénticas
entre carbohidrato-proteina.

Funciones de las lectinas de Solanaceas.

Se ha reportado que la PTL se acumula en respuesta a dafio e infeccion viral. Asi
mismo, que es capaz de aglutinar Pseudomonas solanacearum avirulentas y no asi las
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virulentas,

Potencialmente, debido a su co-localizacion, las lectinas de solanaceas podrian

estar interactuando con extensinas. Sin embargo, debido que el contenido de tirosinas y
lisinas es considerablemente mas bajo que en las extensinas, se especula que el
entrecruzamiento mediante isoditirosinas y las interacciones ionicas con moléculas
cargadas negativamente es poco probable. Alternativamente los dominios ricos en
glicina-cisteina pudieran ser capaces de interactuar con otros componentes de la pared
celular.
Se sugiere que una de las posibles funciones de este tipo de lectinas involucra
interacciones célula-célula. Otras podrian ser el transporte de azicares, y el control de la
division celular, asi como la defensa de las plantas a patogenos, ya que pueden
inmobilizarlos a través de la capacidad de unirse a oligdmeros de N-acetilglucosamina
(Showalter y Varner, 1989).

Proteinas gquimericas.
Existe un grupo de proteinas relacionadas con la pared celular, cuya secuencia esta

dividida en distintos dominios: dominios ubicados en la pared celular, que contienen
secuencias repetidas ricas en prolina, y dominios citoplasmicos y/o transmembranales que
tienen pocas prolinas, y mas bien contienen cisteinas y motivos relacionados con
moléculas de adhesién (Deutch et al., 1995; Marty, 1. et al. 1996; He et al., 1999) . En la
seccion que corresponde a funciones de la pared celular, se analizara el papel de este
tipo de proteinas como mediadoras en los eventos de comunicacion entre el citoplasma,
la membrana y la pared celular.
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Expansinas,

Las expansinas son proteinas de pared celular de 25-27 kDa que se encontraron
por primera vez en hipocotilos de pepino y que tienen un fuerte efecto en la extension
de la pared celular a pH acidos. La base molecular de su accidn durante la expansion de
la pared no se conoce con exactitud, sin embargo las evidencias indican que las
expansinas causan un deslizamiento de la pared por el aflojamiento de las asociaciones
no-covalentes entre los polisacaridos de la pared. Ensayos de unidon indican que el sitio
de unién y accidén de las expansinas, parece ser la interface entre las fibras de celulosa y
una o més hemicelulosas (McQueen-Mason y Cosgrove, 1995).

Se sabe que las dos expansinas de pepino, varian entre si bioquimicamente en lo
que se refiere a su dependencia del pH, en sus efectos en la relajacion de las paredes asi
como su resistencia a hervor con metanol. Es posible que las expansinas tambien varien
en la especificidad a su sustrato y actien preferencialmente con algiin componente de la
pared celular (McQueen-Mason y Cosgrove, 1995).

Actualmente, se han encontrado cDNA’s que codifican para expansinas en otras
especies de plantas como como Arabidopsis, chicharo, tomate e incluso en gimnospermas
como pinos y se discute su posible papel durante procesos del desarrrollo en donde la
disolucién de la pared para la separacion es importante, como en la absicion, la formacion
de espacios de aire y la dehisencia de las vainas (Cosgrove, 1997).

Enzimas.

En la ME existen una gran variedad de enzimas que modifican a los diferentes
componentes estructurales que ya se han mencionado. Entre las mejor caracterizadas
estan: peroxidasas, fosfatasas, invertasas, a-manosidasas, b-manosidasas, [3-1-3-
glucanasas, B-1-4-glucanasas, poligalacturonasas, pectin metilesterasas, malato
deshidrogenasas, arabinosidasas, metilesterasas pectica, malato deshidrogenasa,
arabinosidasa, a-galactosidasas, proteasas y acido ascorbico-oxidasa (Cosgrove 1997).
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FUNCIONES DE LA PARED CELULAR

Las multiples funciones de la pared celular que se han identificado, pueden
clasificarse en cinco grandes grupos:
1) Fenomenos de crecimiento
2) Estructura y proteccion.
3) Desarrollo y diferenciacién (morfogénesis)
4a) Respuesta a factores ambientales (estrés por frio y dafio mecanico)
4b) Respuesta a factores ambientales (estrés hidrico)
5) Respuesta a patogenos y elicitores (estrés bidtico)

1) Fenémenos de crecimiento. Como ya se menciond en la primera seccion, la pared
celular juega un papel sumamente importante durante el proceso de crecimiento celular.
Existen algunos modelos para explicar esta participacién, siendo la teoria del
crecimiento acido uno de los mas aceptados.

Esta teoria propone que las auxinas estimulan el crecimiento vegetal al incrementar
la salida de protones del protoplasto a la pared celular. Esto provoca una disminucion
en el pH de la pared lo que induce un incremento en la extensibilidad de la pared y en
consecuencia un incremento en la tasa de crecimiento.

Durante la expansioén celular, la pared se convierte en un compartimento
metabdlicamente activo, por la activacion de muchas de las enzimas que participan en su
recambio. Las moléculas entrelazadoras se rompen enzimiticamente y la presion
osmdtica interna empuja a los componentes fibrosos. Nuevas microfibrillas y polimeros
asociados se alinean a lo largo de la superficie interna de la pared, formando un complejo
altamente estratificado y entrecruzado.  El consenso entre los fisidlogos es que las
glicanohidrolasas se secretan y/o son activadas en ciertos sitios especificos de la pared
celular para liberar la tensién generada por los polisacaridos no-celuldsicos que se
entrelazan a las microfibrillas de celulosa.

2) Estructura y_proteccidn. Esta es quizd una de las primeras funciones que se le
atribuy6 a la pared celular, y se debe a que la pared provee a la célula vegetal de la
rigidez y la proteccion necesaria sin impedir la difusion de agua y iones del ambiente
extracelular hacia la membrana plasmatica que es realmente la barrera semipermeable
(Taiz, 1991).
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También se han descrito algunos procesos mas complejos relacionados con el
establecimiento de la estructura celular en tejidos muy especificos, tal es el caso de la
proteina NaPRP3 de Nicotiana alata que es estructuralmente similar a las extensinas y
se expresa exclusivamente en el tejido transmisor del estilo. Se postula una funcién
estructural, ya que la deposicién de pared en estas células estructura y refuerza las
paredes del tejido conductor y permite la polinizacién (Chen et al., 1992).

3) Desarrollo y Diferenciacién. Entre las proteinas de pared celular mejor caracterizadas
en lo que se refierc a su regulacion durante el desarrollo se encuentran las PRP’s de soya
(SbPRP’s). Se sabe por ejemplo, que la SbPRP1 se expresa en las células epidérmicas de
la regién de elongacion y de la region madura del hipocotilo, asi como en células del
xilema, floema, raiz y cubierta inmadura de la semilla, especificamente en la zona
lignificada alrededor del hilium. La SbPRP2 se expresa en células corticales y vasculares
(floema) de hipocotilos apicales, en cultivos de células en suspension jovenes y en
integumentos internos de semillas maduras. Por su parte la SbPRP3 se expresa en las
partes aéreas como la epidermis de hojas, asi como en la capa endodérmica del tejido que
rodea al estilo y en la regién de elongacion de hipocotilos (Hong, J. et al., 1989; Wyatt,
R. et al., 1992).

Ademas de las PRP’s de soya, otras PRP’s se¢ han visto involucradas en el
desarrollo, como es el caso de la PRP4 de Medicago truncatula que se expresa en el
desarrollo temprano de meristemos de noédulos principalmente en las células
meristematicas de nddulos indeterminados (Wilson, R. ef al., 1994).

4a) Respuesta a factores ambientales (frio y dafio mecanico). Algunas proteinas de pared

celular se han relacionado a la respuesta de las plantas a factores ambientales como el frio
y el dafio mecanico. La regeneracion de pared celular en protoplastos de células de
tabaco estabiliza a los microtibulos corticales contra los efectos dafiinos del frio. De
hecho, l1a adicién de 0.1 mg/m! de extensina resultd ser igualmente efectiva en inducir
esta estabilizacion (Akasht er al.1990; 1991). Los transcritos de PRP1 y PRP2 de soya,
asi como las extensinas Tom J10 y Tom 2-4 de tomate y la p33 de zanahoria se regulan
diferencialmente por dafio fisico (Suzuki et al., 1993; Zhou et al. 1992; Tiermney et al.,
1988).
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4b) Respuesta a factores ambientales (estrés hidrico).

Algunos estudios enfocados al estudio de los factores fisicos y quimicos que
intervienen en la modificacion de las paredes celulares durante el crecimiento en
condiciones de estrés osmético indican que la reduccion en la tasa de crecimiento, no es
simplemente una consecuencia de la pérdida de turgor, sino que se encuentra
involucrado otro mecanismo relacionado estrictamente con las propiedades de
extensibilidad de la pared celular (Iraki 1989b). Nonami y Boyer (1990a,b) sugieren que
las respuestas fisicas de la pared son mas complejas, ya que demuestran que dos de los
componentes responsables de la extensibilidad, esto es el componente elastico y el
plastico, responden independientemente durante condiciones de bajo  potencial hidrico
en tallos de soya. Adicionalmente se sabe que el efecto del estrés osmotico en la
extensibilidad de la pared es variable para cada especie, 6rgano y/o condicién de
crecimiento.

En cuanto a la modificacion de los elementos estructurales de la pared durante el
déficit hidrico se ha demostrado que los componentes celul6sicos asi como las pectinas
(Traki 1989a) y algunas proteinas como las AGP’s (McCann 1994; Zhu 1993) sufren
cambios importantes en las paredes celulares de las células de tabaco adaptadas a NaCl,
cuando se comparan con las células no adaptadas al estrés osmético.

En algunas plantas se han descritoc mecanismos interesantes para evitar el
endurecimiento de la pared celular durante situaciones de estrés osmoético y con esto
asegurar el crecimiento, aun que sea a una tasa menor. Tal es el caso de los coleoptilos de
trigo, en que se ha observado que bajo condiciones de estrés osmotico, la concentracion
de polisacéaridos, como arabinoxilanos y B-glucanos de alto peso molecular de las
paredes celulares, no se ve alterada y el incremento en las uniones de ac. ferilico y
diferulico cesa. Lo anterior se refleja en el mantenimiento de la capacidad de extensién
asi como la prevencion del endurecimiento y rigidez de la pared durante condictones en
que la tasa de crecimiento disminuye (Wakabayashi, 1997a, b). Se ha propuesto que el
mecanismo por el cual se efectia esta supresion del endurecimiento de las paredes es a
través del abatimiento de la biosintesis de fenilpropancides lo que resulta en niveles
reducidos de ac. ferilico y en consecuencia también de ac. diferulico.

Como ya se menciond, los componentes proteicos de las paredes celulares parecen
jugar un papel importante durante el proceso de estrés hidrico. Plantulas de soya
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muestran una disminucion en el crecimiento del tallo cuando se exponen a bajos
contenidos de agua (Ww= -3 bar). En estas condiciones, se han observado dos proteinas
de pared celular que guardan un comportamiento opuesto. Una de 28 kD que aumenta
principalmente en tejidos jovenes y una de 70 kD que decrece en tejidos maduros. Se ha
propuesto que la proteina de 28 kD esta asociada al crecimiento temprano de la pared,
mientras que la de 70 kD est4 asociada a ia maduracion de las paredes. Creelman (1991)
por su parte analiza la expresion de algunos genes que codifican para proteinas de pared
celular que se modulan por déficit hidrico en zonas de crecimiento de plantulas de soya.
Un transcrito que codifica para una proteina quimérica de alfalfa, que contiene un
dominio con la regidn conservada de ia PRP-2, se induce por estrés salino (Deutch et al.,
1995). Adictonalmente, Colmenero (1997) en nuestro laboratorio, caracterizo seis genes
cuya expresion se induce durante el déficit hidrico en frijol. De éstos, dos corresponden a
diferentes PRP’s de pared celular. Otro grupo de proteinas de pared celular, como las
ricas en glicina, tambien se han visto moduladas por el déficit hidrico (Creelman e al.,
1991; Yu et al., 1996). Tal es el caso del aumento en la expresion de las proteinas ricas en
glicina de la clase III de tomate (Showalter et al., 1992).

Como ya se menciond, las expansinas son proteinas que parecen tener un papel
muy importante durante el crecimiento de la célula vegetal, debido a su capacidad de
inducir la extension de paredes celulares aisladas. La actividad de las expansinas se ha
observado en las raices primarias de maiz en que se ha demostrado un mantenimiento del
crecimiento a bajos potenciales hidricos, mediante un proceso que involucra la actividad
de expansinas asi como cambios en la susceptibilidad de las paredes a dichas proteinas
(Wu et al., 1996).

5) Respuesta a patégenos y elicitores. Existen un gran nimero de trabajos en donde se

reporta la acumulacién de transcritos y proteinas de pared celular, y/o el
entrecruzamiento de las mismas como respuesta a elicitores de hongos. Tal es el caso del
transcrito de una HRGP que se acumula en hipocotilos de Phaseolus vulgaris L después
de la infeccion con Colletotrichum lindemuthianum (Templeton, M. e al., 1990) y de la
glicoproteina de 42 kD que se acumula en células en suspension de la misma especie
como respuesta de defensa a elicitores (Wojtaszek, P., et al. 1995). Se ha observado que
cuando células de soya, asi como de frijol, se tratan con elicitores de hongos, esto causa
una rapida insolubilizacién de las proteinas ricas en hidroxiprolina de las paredes debido
a entrecruzamiento oxidativo mediado por perdxido. Se postula que estos procesos
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constituyen las primeras etapas de defensa de la planta contra patogenos y/o
enfermedades (Wojtaszek et al., 1995; Bradley et al., 1992; Brisson ef al. 1994).

Para concluir esta seccidén, podemos decir que las células vegetales se encuentran
rodeadas por una matriz extracelular semi-rigida que les da forma y que llamamos pared
celular (fig. IV). Estd compuesta por fuertes microfibrillas de celulosa embebidas en una
matriz de polisacaridos y glicoproteinas altamente entrecruzadas quimicamente entre si.
La pared celular tiene como funciones dar forma a la célula, proporcionar soporte al
tejido vegetal y proteger a la célula vegetal de situaciones ambientales extremas
(temperatura, estrés osmético), asi como de el dafio causado por patdgenos y/o
herviboros.

Citopiasm
Memprana Plasmatica

Capas de ia pared celular:
Laming media
Parea primaria
Pared secundaria

1 um

Fig IV Estructura de la pared celular vegetal. Campbell. 1996
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L3 INTERACCIONES ENTRE LA MATRIZ EXTRACELULARY LA
MEMBRANA PLASMATICA.

Las células animales se encuentran embebidas en una matriz extracelular (ME)
intrincada y compleja que mantiene unidas a las células de un tejido, e influye en su
diferenciacién y comportamiento. Dicha ME esta formada por proteinas fibrosas de tipo
estructural (coldgeno y laminina) y de tipo adhesivo (fibronectinas y vitronectinas)
intercaladas en un gel hidratado compuesto de cadenas de glicosaminoglicanos (fig. V)
(Alberts et al., 1994).

Proteogticanos Fibra de coldgeno

Fibronectina Integrina Citoesqueleto Membrana

Fig. V  Estructura de la matriz extracelular animal
Campbell, 1996.

Tanto las proteinas adhesivas como las estructurales poseen dominios de unioén que
mantienen en contacto a la MP con la ME a través de proteinas membranales tipo
integrinas que funcionan como receptores, activando sefiales intracelulares como
respuesta a factores externos (Alberts et al., 1994 y Santoro y Zutter, 1995).

Las integrinas forman una gran familia de proteinas de unidén de tipo
transmembranal, estan compuestas de dos subunidades de glicoproteinas asociadas no-
covalentemente (subunidad ¢ y B), ambas subunidades estan involucradas en la unién
con las moléculas de la ME. Una subfamilia de las integrinas reconoce a la secuencia
Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD) presente en varias proteinas de la matriz como
fibronectina y vitronectina, mientras que otras reconocen otras secuencias o dominios
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(Fig. VI) (Alberts et al., 1994; Hynes, 1992). La unidn de las integrinas a sus ligandos
depende de cationes extracelulares divalentes (CaZ++ 6 Mg2++ dependiedo de la

integrina), esto refleja la presencia de 3 6 4 dominios de unidn a cationes divalentes en el
dominio extracelular de la cadena alfa.

INTEGRIN

Fig. VI Modelo que muestra la interaccion entre
integrinas y secuencias conservadas en las proteinas de
ME.

Las integrinas funcionan como “conectores” o “integradores”, mediando la
interaccion entre el citoesqueleto y la ME, regulando la forma, orientaciéon y movimiento
de la célula, asi como activando vias de sefialamiento intracelular como la del inositol
fosfato (Alberts et al., 1994). Aunque el mecanismo molecular ain no se conoce con
exactitud, parece que el reclutamiento de integrinas y su unién con las proteinas de ME
por un lado, y del citoesquelto por el otro, son el disparador de estas sefiales
intracelulares, que pueden traer como consecuencia modificaciones en el
comportamiento celular frente a una situacion especifica 6 cambios en la expresion de
ciertos genes en el desarrollo de ciertos procesos celulares.

A la fecha se han acumulado multiples evidencias que demuestran la estrecha
relacién entre algunos elementos de la pared celular de plantas con otros componentes
celulares como la membrana plasmatica (MP) y el citoesqueleto. Las interacciones se han
observado durante el desarrollo de la célula vegetal, asi como por efecto de factores
externos a esta. Como ya se menciond, estas interacciones entre la matriz extracelular
(ME) y la membrana plasmatica han sido extensamente estudiadas en células animales.
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La relacién de la membrana plasmatica de las células vegetales con la pared celular,
€s un proceso poco estudiado. La informacion con la que se cuenta es muy limitada, de
tal forma que resulta dificil establecer una comparacion integrada con lo que ocurre en
animales. La busqueda en plantas de moléculas de adhesién similares a las de origen
animal (fibronectina, vitronectina) no ha sido exitosa, sin embargo, se ha detectado la
presencia de proteinas cuya funcién es similar a las de las integrinas. Lo anterior indica
que si bien, la composicion de las la paredes celulares vegetales es distinta a la matriz
extracelular animal, existen componentes analogos a ella, que permitirian la existencia
de sistemas similares de interaccion de los elementos de la pared celular, con la membrana
plasmatica, como requerimiento para una deteccion eficiente del estatus ambiental y del
desarrollo.

En plantas se han descrito proteinas que pudieran estar relacionadas con procesos
de transduccién de sefiales medio-ambientales: proteinas transmembranales, proteinas
que establecen la unidn con el citoesqueleto asi como glicoproteinas de la interfase
membrana-ME. Se sabe muy poco de las posibles funciones de todas estas proteinas y
del papel que la matriz extracelular vegetal (MEV) pueda estar jugando. A continuacién
se mencionan algunos de los ejemplos mejor estudiados, aparentemente involucrados en
el proceso adhesivo.

Establecimiento de la polaridad.

Un ejemplo clasico de la induccion de la polaridad es el establecimiento del sitio de
brotacién de los rizoides en los huevos fertilizados del alga café Pelvetia o Fucus. La luz
proveniente de un solo punto induce la emergencia de los rizoides en la parte no
iluminada. Aproximadamente ocho horas antes de la brotacion, el eje se fija y la luz ya
no tiene ningan efecto. En este momento, los filamentos de actina forman adhesiones
focales en el sitio en donde el rizoide crecera (Quatrano et al., 1997). La pared celular es
necesaria para fijar el eje, y los elementos transmembranales que conectan al
citoesqueleto con la MEC parecen estar implicados en la estabilidad de los componentes
membranales del gje. Usando anticuerpos anti-vitronectina humana, se ha encontrado en
Fucus una proteina de 65 kDa, en tanto que utilizando anticuerpos anti-integrina B1 de
pollo, se han identificado otras dos proteinas de 92 y 116 kDa respectivamente. Lo
anterior indica que problablemente el alga contiene al menos tres de los componentes
necesarios de una adhesion focal (Wagner et al., 1992 y Quatrano et al., 1991).

En el alga Chara (Katembe, 1997), las células de los internodos crecen
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diferencialmente en respuesta a la gravedad y a una diferencia de presién hidrostatica
entre las células de la parte alta y baja. Se ha propuesto que interacciones entre el
citoesqueleto y la ME son importantes para percibir la diferencia de presion. Después
de someter al alga a plasmélisis, se han observado sitios localizados de adhesion de la
membrana con las paredes, indicando una interaccion entre elementos del citoesqueleto
con la pared a través de elementos transmembranales. Aun no se han caracterizado las
moléculas involucradas en esta adhesion, sin embargo un péptido que contiene la
secuencia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) bloquea la percepcion de la gravedad,
y no asi los péptidos, DGR y RGE. Como se mencioné anteriormente, el motivo RGD es
comun en los dominios de unién de varias proteinas animales de ME, con elementos
transmembranales. La inhibicién antes mencionada sugiere que proteinas de matriz
relacionadas con motivos RGD, podrian estar involucradas en la percepcion de la
gravedad, o bien que existen receptores tipo integrinas animales que reconocen la
presencia de péptidos con la secuencia RGD.

113

Migracion” _en plantas,
Uno de los ejemplos de “migracion” que existe en plantas, lo constituye el

crecimiento del tubo polinico a través del estilo de la flor para depositar la célula
espermatica en el 6vulo. Aunque la comparaciéon con la migracién de las células
animales no es estricta, la presencia de un tracto de ME que dirige el crecimiento de un
punto del tubo polinico, puede considerarse analogo. La proteina de 55 kDa presente en
las paredes primarias de varias especies de plantas superiores, y que es reconocida por
anticuerpos anti-vitronectina humana estd altamente enriquecida en el tejido transmisor
del pistilo (Sanders et al., 1991). Adicionalmente, durante el crecimiento in vivo del tubo
polinico se ha detectado actina en adhesiones focales, justo en el sitio de crecimiento del
tubo polinico, cosa que no ocurre in vitro. Por lo anterior, se ha propuesto un modelo
para la extension del tubo polinico, en el que elementos de unién transmembranales en
el punto de crecimiento, reconocen y se unen a la proteina parecida a vitronectina del
estilo, ocurriendo la consecuente organizacién de actina en adhesiones focales (Lord y
Sanders 1992) .

Procesos de adhesion durante el desarrollo y el estrés.
Cuando se plasmolizan las células de plantas adultas, la célula reduce su

volimen, induciendo la pérdida de contacto de la membrana plasmatica con la pared
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celular. Sin embargo, en algunas células se han observado puntos localizados de
adhesion entre la membrana plasmatica y la pared. Este tipo de uniones se manifiestan
como una plasmélisis “concava” en las células epidérmicas de bulbos de cebolla (Pont-
Lezica, et al., 1993), asi como en células de Arabidopsis sometidas a plasmdlisis {(Canut,
et al., 1998)

Otro ejemplo de adhesion localizada se encuentra en el proceso de diferenciacion
in vitro de las traqueidas de Zinnia. La plasmdlisis de estas células durante ciertas etapas
del desarrollo revela una fuerte adhesion de la membrana plasmatica a la pared primaria
justo en las regiones de engrosamiento secundario. Asi mismo, se han localizado
filamentos de actina en estas regiones (Roberts y Heigler, 1989).

Las fuertes uniones de la membrana plasmatica con la pared también se presentan

en células que estan adaptadas a crecer en condiciones de estrés bidtico y abidtico.
Anticuerpos contra vitronectina humana asi como la misma vitronectina humana inhiben
la unién de Agrobacterium tumefaciens a células de cebolla, lo que sugiere que una
proteina de la superficie de las células de cebolla, parecida a vitronectina es el receptor
de A. tumefaciens (Wagner y Matthyse, 1992).
En el caso de chicharo, la sintesis de fitoalexinas en respuesta a patégenos se ve reducida
st se incuba a la planta con péptidos que contienen la secuencia RGD y no asi con los
que contienen la secuencia RGE (Kiba, ef al., 1998) detectandose varias proteinas de la
pared celular que son reconocidas por anticuerpos anti vitronectina y otras de membrana
plasmatica que son reconocidas por al anticuerpo anti-integrina 1.

Asi mismo, Zhu y colaboradores (1993), descubrieron una adhesién
excepcionalmente fuerte entre la membrana plasmatica y la pared de células de tabaco
adaptadas a crecer en medio liquido con un exceso de NaCl. Ademas de otras
moléculas, el inhibidor més fuerte de esta adhesién fué un péptido que contenia la
secuencia RGD. Tanto en las células adaptadas como en las no adaptadas, se demostrd la
presencia de un polipéptido de 55 kDa que es reconocido por un anticuerpo policlonal
anti-vitronectina humana tanto en paredes como en membranas microsomales. También
se ha detectado un polipéptido de aproximadamente 59 KD en las células adaptadas a
sal, el cual es reconocido por el anticuerpo anti-fibronectina humana. El incremento en la
adhesion de las células adaptadas a sal debe aparentemente, involucrar tanto a
componentes de la ME como componentes de la MP.

En células del mesofilo de la angiosperma acuética, Valisneria gigantea, se ha
reportado que la asociaciéon de la membrana plasmatica con la pared celular es
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indispensable para mantener la organizacién de la trama de microfilamentos. Esta
interaccién parece estar mediada por proteinas de MEC que contienen la secuencia
conservada RGD y/o RYD (Ryu, et al., 1997).

Se han reportado otras proteinas que parecen estar inmunolégicamente
relacionadas con vitronectina humana y/o integrinas, en plantas, aunque su funcién no
ha quedado aun tan claro como en los ejemplos anteriores. Uno de los primeros reportes
es el de Shindler (1989) quien, utilizando una columna de RGD-agarosa, purifica un
polipéptido de 70-72 kD que cruza inmunolégicamente con el receptor de vitronectina.
Posteriormente, usando anticuerpos anti-integrina se detectaron diferentes polipéptidos
relacionados en raices y tallos de Arabidopsis asi como en las células de los internodos
de Chara. En el mismo trabajo, demuestran mediante fluorescencia que estos
polipéptidos estan asociados a membranas celulares. Por otro lado, ha sido posible
evaluar, la alta afinidad que tiene la membrana plasmatica de Arabidopsis, por péptidos
sintéticos que contienen la secuencia RGD, asi como por Pronectina F, proteina
sintetizada por ingenieria genética que contiene 13 secuencias de RGD (Canut et al.,
1998). Mediante un sistema de visualizacion computarizado, se han logrado visualizar
integrinas putativas en la membrana de células de cebolla formando complejos focales
con otras proteinas como espectrina, actina, filamentos intermedios asi como con
fibronectina y vitronectina (Gens ef al., 1996; Reuzeau, et al., 1997). Muy
recientemente se han caracterizado ¢ inmunodetectado por fluorescencia a proteinas de
superficie celular de Arabidopsis y Rubus, que muestran propiedades estructurales
similares a la integrina olIB3, se ha encontrado que estas proteinas tienen un peso
aparente de 30 y 60 kD (Faik et.al. ,1998).

En cuanto a la basqueda de los genes que codifican para integrinas de plantas, se
han rastreado bancos de e¢xpresion de Arabidopsis, encontrando algunas clonas que
corresponden a proteinas que presentan homologias con integrinas de animales. (Laval
et al., 1997; Punita y Quatrano 1998; Laval et al., 1999).

Las proteinas quiméricas que poseen dominio(s) caracteristicos de proteinas de
pared y otro(s) dominio(s) de anclaje y/o interaccion con membrana plasmatica, apoyan
la idea de que las glicoproteinas ricas en hidroxiprolinas (HRGP’s), descritas con
anterioridad, son candidatas para ser algunas de las moléculas de union de la pared con
la membrana plasmatica. Los dominios que conforman a proteinas parecidas a extensinas
ricas en cisteinas de la familia CELP de tabaco (Wu, 1993), la glicoproteina especifica de
inversion (ISG) de Volvox (Ertl, 1992), la molécula de adhesion(CAM) de algas (Hubert,
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1994), las proteinas de Arabidopsis ricas en glicina y prolina que interactian con
microsomas (Marty, . et al. 1996), asi como la que contiene un dominio de cinasa y otro
extracelular (He et al., 1996) indican que estas proteinas estan embebidas en la pared
celular y que a su vez se encuentran interactuando con la membrana plasmatica, el
citoplasma, el citosqueleto y/o el medio extracelular . Recientmente se ha sugerido que
proteinas arabinogalactanas que poseen dominios de anclaje del tipo
glicosilfosfatidilinositol (GPI), pueden estar involucradas en vias de transduccién de
sefiales durante la proliferacién celular y la embriogénesis somatica (Schultz et al., 1998)

En Brassica napus, se aislé un cDNA inducible por frio con caraceristicas
modulares: un amino terminal que posee un péptido sefial a reticulo endoplasmico,
seguido por 3 dominios ricos en prolina y un carboxilo terminal con tres regiones
transmembranales (Goodwin, 1996). Otros componentes de la ME se han caracterizado
como involucrados en las interacciones membrana plasmatica-ME, tal es el caso de
cinasas asociadas a pared (WAK’s) de Arabidopsts, que contienen un dominio citosdlico
de cinasa, un dominio transmembranal, y otro relacionado con proteinas de ME animal,
como ¢l factor de crecimiento epidérmico, tenacina y otros (He et a/., 1999).

En resumen, es hasta hace muy poco, que el énfasis de los trabajos relacionados
con la MEV han dirigido las investigaciones dentro de un contexto méas celular y
molecular. La idea central de todos ellos radica en que la célula no sé6lo regula su pared
celular, sino que ésta tambien puede afectar el comportamiento celular a través de
interacciones diversas con la MP. Por ¢jemplo, puede contribuir al mantenimiento de la
polaridad celular, la morfogénesis, la protecciéon durante la plasmolisis causada por un
choque osmdtico e incluso podria tener funciones sefializadoras, ya que a pesar de las
diferencias con la ME animal, se cuentan con evidencias para afirmar que existe un
sistema de deteccion del estatus ambiental y del desarrollo comin en plantas y animales
que justamente inicia en la interfase MP-ME. Por lo anterior, el estudio de proteinas de
pared celular que responden especificamente a factores externos y que pudieran estar
interaccionando con otros componentes celulares cobra gran interés.
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1.4. ANTECEDENTES

Dado nuestro interés en estudiar el papel que juega la matriz extracelular en la
respuesta a la sequia, en nuestro laboratorio se han identificado dos glicoproteinas de
frijol (var. Negro Jamapa), de 33 y 36 kilodaltones (p33 y p36) las cuales se encuentran
relacionadas inmunoldgicamente entre si, y que se acumulan en la fraccion soluble de la
pared celular. Estas proteinas se acumulan en altos niveles en plantas de frijol en
respuesta al estrés osmético, asi como por tratamiento con la hormona acido abscisico

(ABA) (Covarrubias, et.al., 1995) (Fig. [V y V), sin embargo no se ha visto que respondan

al dafio mecanico ni a tratamiento con elicitores.

Cabe recalcar, que la acumulacion de p33 y p36 siempre se ha observado en la
fraccién soluble de la pared celular, a diferencia de muchas de las proteinas de este tipo,
que mas bien se han observado unidas covalentemente (insolubilizadas) a otros
elementos de la pared celular.

Se cuenta con evidencias bioquimicas (fraccionamiento celular) (Covarrubias et. al.,
1995) y citolégicas (inmunolocalizacion) (Hermandez M., en preparacion) de que p33 y
P36 se encuentran en la pared celular de células de hipocotilos y de raices de plantulas
de frijol sometidas a déficit hidrico. Ensayos de impresién de tejidos en nitrocelulosa
(“tissue printing”) indicaron que al menos p33 se encuentra muy abundantemente en
células del floema, asi como en las células de la epidermis. Mediante ensayos tipo western
se observé que la acumulacion de p33 y p36 en las paredes de células de plantulas de
frijol, tiene una distribucton a lo largo del eje del hipocotilo, ya que se encontraron mas
acumuladas en la zona de elongacion, y en menor cantidad en las zonas de division y
maduracion, respectivamente, mientras que en el epicotilo, practicamente no se
detectaron.
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Fig. IV Patrén de proteina de un extracto 4cido de hipocotilos
de frijol bajo condiciones de déficit hidrico.

Plantulas de 72 h de germinacién se transplantaron a vermiculita bien
irrigada {(-0.74 bares) o a bajos potenciales de agua (-1.8,-2.2,-3.2 y -4.1
bares). Las proteinas obtenidas de una extraccion acida (25 pgcarril) se
separaron en un gel al 12% SDS-PAGE (Tomado de Covarrubias et al.,
1995).
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Fig. V Inmunodeteccion de p33 y p36 en la fraccion de pared
celular de plantulas de frijol.

Proteinas de pared celular (CWF) y citoplasmicas (CF) de hipocotilos (H) y
raices (R) de plantulas de frijol sometidas a déficit hidrico. se separaron
electroforéticamente y se transfirieron a nitrocelulosa para realizar un
ensayo tipo Western usando anticuerpo anti-p33 (Tomado de Covarrubias et
al., 1995).
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Hipotesis y Objetivos

HIPOTESIS

Las proteinas p33 y p36 son proteinas de MEV capaces de interaccionar con membrana
plasmética y/o con otros componentes de la ME. Su funcién durante la respuesta a estrés
osmético pudiera estar relacionada con procesos de proteccion de la integridad celular, asi
como de transduccion de sefiales hacia el interior de la célula.

BJETIVO GENERAL
Estudiar la posible funcion de las proteinas de MEV p33 y p36 en la respuesta a
condiciones de déficit hidrico, mediante el analisis de algunas de las propiedades que las

relacionan con la membrana plasmaética.

Objetivos Particulares

1.- Investigar si p33 y p36 son capaces de interaccionar con la superficie celular.

2.- Explorar si p33 y p36 comparten algunas propiedades con proteinas de ME animal que
participan en procesos de adhesion.

3.- Analizar algunas de las caracteristicas de la interaccién con la superficie celular.
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Summary

Two antigenically related glycoproteins, called p33 and p36 accumulate in the soluble
fraction of the cell wall in response to water deficit in Phaseolus vulgaris (Covarrubias et al.,
1995). In this work, we show that p33 and p36 are able to adhere to leaf protoplasts and that
they bind to plasma membrane (PM) vesicles, in a divalent cations-dependent manner. Data
from the partial amino acid sequence of the p33 and p36 proteins indicate that they contain
repeats of the decapeptide POVYKPOVEK; therefore, they are related to proline-rich proteins.
Binding assays demonstrate that both proteins specifically bind to an 80 kDa PM protein. This
binding is competed with a peptide that contains the RGD motif, as well as with fibronectin,
which also includes this sequence, suggesting that the 80 kDa PM protein has an integrin-like
function whose natural ligands are p33 and p36. This is the first case where a PM ligand for a
higher plant cell wall protein has been identified.

Introduction

Water limitation interferes with normal patterns of plant growth and development and
induces adaptative responses at different levels (Bray, 1997). At the cellular level, water deficit
could result in alterations in cell volume and shape and loss of turgor. Physical and
biochemical alterations of the cell wall in response to water stress have been reported (Iraki et
al., 1989; Wakabayashi et al. 1997; Wu et al., 1996). The accumulation of some proteins
(Covarrubias et al., 1995) and several cell wall protein transcripts have been found to be
affected by water deficit. An increase in proline-rich proteins (PRP) mRNA in response to
water deficit has been observed. That is the case of the soybean PRP1 mRNA (Creelman et al.,
1991), two different common bean PRP transcripts, one of which showed high homology with
soybean PRP2 (Colmenero-Flores et al., 1997), and an alfalfa transcript encoding a chimeric
PRP2 protein (Deutch and Winicov, 1995). Also, the tomato class III glycine-rich protein
transcript has been shown to accumulate by drought stress (Showalter et al., 1992).

Additional alterations occur as a consequence of a water deficit. The excessive loss of
turgor produces cellular plasmolysis, during which interaction sites between the cell wall and
the PM have been observed (Schindler er al. 1989). When plant cells are exposed to
hypertonic solutions, plasmolysis results in points of continued attachment between PM sites
and the cell wall (Oparka, 1994). These points of attachment have also been observed during
the in vitro development of xylem cells in Zinnia, a tight adhesion of the membrane and the
primary wall is detected in the plasmolysis stage, in those regions where actin filaments are
seen (Roberts and Heigler, 1989). In the brown algae Fucus, a localized adhesion of the
membrane and the cell wall is observed at the rhizoid tip after plasmolysis of the embryo
(Quatrano and Shaw, 1997).
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The attachment of anchorage-dependent animal PM to the extracellular matrix (ECM) is
escentially mediated by divalent cation-dependent cellular recognition events between a class
of PM receptors, termed integrins and a family of ECM-localized adhesive glycoproteins
(Hynes, 1992). In plants, it has been suggested that, at least in some cases, the PM-ECM
interaction occurs through the participation of integrin-like proteins and plant ECM proteins
containing the RGD peptide. Addition of synthetic peptides containing the RGD or RYD
sequences to plant cell suspension cultures induces significant changes in the cell wall/PM
interactions, altering the growth rate, as well as the stationary organization of the
microfilament bundles (Schindler et al., 1989; Ryu et al., 1997). Also, covisualisation in living
onion cells of putative integrin and ECM associated proteins, as well as of integrin and
cytoskeletal elements have been reported (Gens et al., 1996; Reuzeau et al., 1997). In
addition, plant integrin-like proteins have been found in the PM of tobacco, Arabidopsis,
Chara, soybean and onion (Faik e al., 1998; Katembe ef al., 1997; Lynch et al., 1998;
Reuzeau et al., 1997; Schindler, 1989).

In an effort, to understand the role of the cell wall in response to water deficit, we have
identified two glycoproteins of 33 and 36 kDa (p33 and p36), immunologicaly related and
localized to the cell wall. These proteins accumulate in response to water stress and treatment
with ABA in bean plants (Covarrubias et al., 1995). In this work, we report the partial amino
acid sequences of p33 and p36, which suggest that these proteins are similar to PRPs, in
particular to the so called PRP2 of soybean and PRP4 from alfalfa. Also, we explored the
possibility that these cell wall proteins could be interacting at the interface cell wall-PM,
which could suggest that they function as linkers, stabilizing communication trends and/or
providing physical support to the cell during water deficit.

Results
P33/p36 proteins are able to adhere to bean protoplasts.

The possibility that these cell wall proteins interact with PM was first explored by
looking at their ability to adhere plant cell protoplasts. Adhesion experiments were carried out
using a protein fraction that contained both p33 and p36 with a 98% purity (Figure la).
Because all the procedures we have tested to obtain the native proteins resulted in their co-
purification {unpublished results), most experiments in this work were carried out with
fractions containing both proteins. Results in Figure 1b show that 0.5 mg (7.5 pmol), 1.0 mg
(15 pmol) and 2.0 mg (30 pmol) of p33/p36 proteins were able to adhere 60%, 70% and 80%
of the added protoplasts, respectively; while, under the same conditions, only 5% of the
protoplasts adhered to 10 mg (150 pmol) of BSA. To confirm that the adhesion effect was due
to characteristics present in these proteins, prior to the addition of protoplasts, immobilized
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proteins were incubated with an anti-p33 polyclonal antibody (1:500, 1:5,000 and 1:20,000)
that recognizes both p33 and p36 (Covarrubias et al., 1995). Adhesion of protoplasts to p33
and p36 was inhibited in a concentration-dependent manner in the presence of variable
amount of antibody (Figures1b and 1c¢). To demonstrate that neither the protein concentration
nor the IgG’s were factors that could be affecting the adhesion of the protoplasts, a non-
related antibody (rabbit IgG’s) was used at a concentration similar to the one present in the
lowest dilution of anti-p33. In this case, only a 10% reduction in the adhesion of the
protoplasts was detected (Figure 1b). In an additional experiment, using polylysine
(Boehringer Mannheim) as an adhesive agent, the different dilutions of the anti-p33
antibodies were unable to compete the binding of the protoplasts (data not shown), indicating
that the inhibition of the binding of the protoplasts to the immobilized p33/p36 proteins by
the anti-p33 antibody was specific.

The possibility that proteinaceous elements were involved in the interaction between
p33/p36 and the protoplast surface was explored by treating the protoplasts with trypsin. As
shown in Figure 1b, protoplasts subjected to a 5 min proteolytic treatment were unable to
efficiently bind to the immobilized p33/p36 proteins. The effectiveness of the treatment
increased with an increase in trypsin concentration up to 3 ng/ml. Higher concentrations of
this enzyme (5, 8 or 10 ng/ml) caused bursting of some protoplasts (data not shown). Proteases
inhibitors eliminated the effects of trypsin. Adhesion was not affected when protoplasts were
treated with 1 and 3 ng/ml of trypsin simultaneously with 1 mM PMSF (Figure 1b), suggesting
that the proteolyitic activity of trypsin disturbs the interaction between p33/p36 and
protoplasts, through a putative ligand.

Since these results suggested that p33/p36 interact with the surface of the protoplasts,
we carried out binding experiments where bean protoplasts were incubated with p33/36 and,
after several washes, bound proteins were detected with anti-p33 antibody (1:50) and a
secondary antibody coupled to a fluorophore (1:2,000). As shown in Figure 2, the fluorescent
signal was evident in those cases where p33/p36 were added to the protoplasts. In contrast,
those samples in which p33/p36 were not added, or where preimmune serum was added,
showed only a reduced signal.

Given the adhesive functions of p33/p36, we investigated whether they were able to
bind to glass or to heparin as in the case for some animal adhesion proteins (Ayad et al., 1994).
For this, we carried out binding experiments where p33/p36 were incubated with glass or
heparin matrices. Only 10% and 5% of the load p33/p36 bound to glass beads or heparin,
respectively; while 80% of the fibronectin remained bound to glass and 40% to heparin. This
result is consistent with the fact that p33 and p36 do not cross react with antibodies against
vitronectin or fibronectin (data not shown).
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P33/p36 bind to intact PM vesicles.

To exclude the possibility that some cell wall residues remanent from a partial cell wall
digestion during the obtention of the protoplasts could be contributing to the binding of the
p33/p36 to the protoplasts surface, we carried out a binding assay using purified PM vesicles
which were incubated with a biotinylated protein fraction that contains p33, p36 and an
additional 68kDa protein (Figure 3a, lane 1). After washing the non-specifically bound
material, only the biotinylated p33 and p36 remained bound to the PM, in contrast to the
68kDa protein which was washed out and, consequently, not detected as associated to PMs
(Figure 3b, lane 1). Similar results were obtained when binding assays were performed with
each protein (p33 or p36), previously purified by electroclution (Figure 3a, lanes 2 and 3).
These data indicate that each protein was able to bind independently to the membrane
fraction (Figure 3b, lanes 5 and 6).

Since calcium is an abundant component of plant ECM (McCann and Roberts, 1991),
participation of calcium ions in the interaction between the p33/p36 and the PM was
investigated. To address this question, binding assays were carried out in the absence or
presence of Ca2+ ions, with or without EGTA, a Ca2+ chelating compound. As shown in
Figure 3b, the highest levels of bound p33 and p36 were detected in the presence of calcium
ions (Figure 3b, lanes 2, 7 and 8); a significant decrease in the levels of bound p33 and p36
was observed when Ca2+ was not added (Figure 3b, lanes 1, 5 and 6) or in the presence of
EGTA (Figure 3b, lanes 4, 1| and 12). Although these data suggested that calcium ions are
required to stabilize the interaction between the p33 and p36 and the PM, a more severe
effect was observed when EDTA was used as chelating compound (Figure 3b, lanes 3, 9 and
10), suggesting the participation of additional divalent cations.

p33 and p36 bind to an 80kDa PM protein.

To seek for a specific PM protein that might participate in the interaction of p33/p36 to
the PM, we carried out blot overlay-binding assays using proteins from purified PMs. The
purity of the PM fraction used in this analysis was verified by determining the tonoplast V-
ATPse and PM P-ATPase hydrolytic activities in both membrane fractions. A high enrichment
of the V-ATPase and P-ATPase activities were detected in the tonoplast and PM fractions,
respectively (Table 1). This was confirmed by western blot experiments using antibodies
against PM H+-ATPase (Campos et al., 1996), as well as antibodies against a tonoplast
intrinsic protein (MIP-F) (Yamada ef al., 1995). These data indicated that the PM H+-ATPase
was highly enriched in the PM fraction and barely detected in the tonoplast, whereas MIP-F
was only detected in the tonoplast fraction (data not shown).

Proteins from purified PM were separated by SDS-PAGE (Figure 4a, lane 1) and transferred
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onto nitrocellulose. After a renaturation step, nitrocellulose membranes were incubated in the
presence of biotinylated p33/p36 (Figure 4b, lane 1) or, with p33 and p36 previously
separated by electroelution (Figure 4b, lanes 2 and 3). Protein-protein interactions were
detected with streptavidin-HRP and chemiluminescence. Results showed that both p33 and
p36 were able to bind an 80 kDa PM protein (Figure 4c, lanel and Figure 6, lane 1). No signal
was detected when tonoplast proteins were used (Figure 4c, lane 6). In addition, it was
possible to compete the binding of the biotinylated p33/p36 by using either unlabeled
p33/p36 (Figure 4c, lane 2 and Figure 6, lane 2) or anti-p33 antibody (Figure 4c, lane 3). Since
Ca2+ ions seem to be required to stabilize the interaction between p33/p36 and intact PM
vesicles, we asked whether this effect could be detected in the interaction between the 80
kDa PM protein and p33/p36 proteins. The addition of increasing CaCl2 concentrations (100
mM and 300 mM) to the BB allowed us to detect an increase in the interaction between
p33/p36 and the 80 kDa PM protein (Figure 4c, lane 6 and 7). This interaction was inhibited
when EGTA was present, in addition to CaCl2 (Figure 4, lane 8), supporting the enhancing
effect of Ca2+ ions in the binding of p33/p36 to the 80 kDa PM protein. Similar results were
obtained when Mg2+ ions were added instead of Ca2+ (data not shown) indicating a more
general requirement for divalent cations.

RGD-containing peptides compete the interaction of p33/p36 with PM.

A number of reports support the existence of integrin-like proteins in plant systems. We
asked whether the nature of the p33/p36 binding protein in the PM could be related to
integrin-like proteins, using RGD- or RAD-containing hexapeptides to compete the binding of
biotinylated p33/p36 in blot overlay-binding assays. As shown in Figure 5, the RGD-
containing hexapeptide (340 mM) was able to compete the binding of p33/p36 to the 80 kDa
PM protein (lane 5). This was not the case for either the RAD-containing peptide (340 mM)
(lane 4) or a non-related peptide (340 mM; bpl8: CKAKAEERKRRKMSRGLC) (lane 6).
Additionally, we tested fibronectin (62 nM), a well characterized protein in animal systems
which is known to contain the RGD sequence and to bind to integrin proteins. The results
showed that this protein was also able to compete the p33/p36 binding to the 80 kDa PM
protein (lane 3).

To support the data described above, we investigated whether the RGD peptide was
able to compete the adhesion of plant protoplasts to p33/p36 by incubating protoplasts for 1
h with the RGD or RAD containing peptides, and then loaded them onto wells coated with
p33/36. The results from these experiments showed that the RGD peptide (340 mM) lead to a
90% inhibition of protoplast adhesion. In contrast, when the inactive RAD peptide (340 mM)
was used, only a 10% inhibition was detected (Figure 6a and 6b).
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P33 and p36 are proline-rich related proteins

To investigate the identity of p33 and p36, the amino acid sequence of internal peptides
and of their amino-terminal ends were obtained. For p33, a 20 amino acids internal peptide
showed the sequence KPOVEKPOVYKPOVEKPOVY. Similarly, for p36 the amino acid
sequence of two internal peptides of 20 and 30 amino acids, only showed repetitions of the
motif POVEKPOVYK. The presence of this repetitive motif in both proteins not only
confirmed the relation between them, but also to the so called PRP2 from soybean (Hong et
al., 1990) and to PRP4 from alfalfa (Wilson, 1994). The amino acid sequence of p33 and p36
amino-terminal ends was the same, NYDXPOVEKPOVYKPOVEKP, except for the fourth
residue which in p33 was V and in p36 corresponded to K. This amino acid sequence also
showed high similarity to the SbPRP2 and MtPRP4 amino terminal ends (Hong ef al., 1990;
Wilson, 1994) and to a 42 kDa protein previously characterized in P. vulgaris (Millar et al.,
1992).

Soybean PRP2 competes the interaction of p33/p36 with the 80 kDa PM protein.

Given the amino acid sequence similarity between p33, p36 and soybean PRP2, we
evaluated the ability of SbPRP2 to compete the binding of p33/p36 to the 80 kDa PM protein
in blot overlay-binding assays. The results in Figure 7 showed that SbPRP2 was able to
compete the p33/p36 binding to the 80 kDa protein (lanes 1 and 2). Non-specific binding of
SbPRP2 was discarded since biotinylated SbPRP2 interacted with a 80 kDa polypeptide and
since this binding was competed by the p33/p36 proteins (Figure 7, lanes 3 and 4,
respectively).

Discussion

Although PRPs have been implicated in various aspects of plant development, in plant-
microbe interactions and in the response to pathogen attack, their precise functions remain
unknown. It has been suggested that PRPs play a role in structural strengthening or as an
oxygen barrier since they are presumably insolubilized in the cell wall matrix (Cassab, 1998).
Nevertheless, alternative functions have not been explored. In this work, we demonstrate that
p33 and p36, two cell wall-glycoproteins that accumulate in response to water deficit in
common bean, are related to PRPs and interact with an 80 kDa PM protein (pmp80). We
present evidence that p33 and p36 proteins are able to bind to the plant cell surface using
bean protoplasts. These proteins adhere to the protoplasts surface, either when they are
immobilized as in cell adhesion assays (Figure 1), or when they are in solution as in
experiments where p33/p36 were detected on the protoplasts outer face by
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immunofluorescence (Figure 2). The possibility that this interaction was mediated through cell
wall residues that had not been eliminated from the protoplasts surface was ruled out by using
isolated PM vesicles (Figure 3). This binding assay allowed us also to test the requirement of
calcium ions for this interaction. Our data indicate that although calcium is able to enhance the
binding of p33/p36 to PM, additional divalent cations might play a role. These ions may
interact directly with a PM component, as in the case of animal integrins where calcium ions
bind to a specific domain in the a-chain to stabilize the binding with their ligand (Hynes,
1992), or may bind to both elements which could ultimately contribute to stabilize the
association.

In agreement with the results obtained from the adhesion assays where the proteolytic
treatment suggested the involvement of PM proteins in the binding of p33/p36 to PM, the
blot overlay-binding assays allowed us to show that, under our experimental conditions, p33
and p36 were able to recognize and bind only one PM protein with an apparent molecular
mass of 80 kDa (pmp&80) (Figure 4c). As in the case of the interaction of p33/p36 with PM
vesicles, calcium and magnesium enhanced the interaction between p33/p36 and pmp80
(Figure 4d), supporting the idea that divalent cations are needed to stabilize the binding
between these proteins. Although additional factors could be involved in the interaction of
p33/p36 proteins with the protoplast surface, these data suggest that, at least, one PM protein
is specifically involved.

Despite the fact that adhesion molecules similar to those described in animal cells have
been unsuccessfully searched in different plant species using immunological approaches
(Sanders et al., 1991; Zhu et al., 1994; Wang et al., 1996), the biological activity of the RGD-
containing peptides is supported by various studies (Canut et al., 1998, Ryu et al., 1997,
Schindler ef al., 1989). Recently, an extracellular RGD-containing plant aspartic proteinase
from pistils of Cyanara cardunculus was shown to interact specifically with a 100 kDa
protein from pollen (Faro et al., 1999). Therefore, even though non-homologous molecules to
animal ECM proteins have been identified in plants, these data suggest that plant cells express
receptors that recognize ECM proteins containing the RGD sequence or analogous functional
domains. To investigate whether pmp80 was related to this kind of receptors, the effect of an
RGD-containing peptide was analyzed, both in the protoplasts adhesion assays as well as in
the blot overlay-binding assays (Figures 5 and 6). The results demonstrate that the RGD-
hexapeptide, but not the RAD-containing peptide, inhibited the adhesion of the protoplasts to
immobilized p33/p36. Similar results were obtained when these peptides were used to
compete the binding of p33/p36 to PM proteins; that is, the RGD-hexapeptide as well as
fibronectin inhibited the p33/p36 binding to pmp80 whereas no effect was detected with the
RAD-hexapeptide, supporting the specificity of this interaction. These data strongly suggest
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that pmp80 is a protein able to recognize an RGD sequence, an RGD-like configuration or an
analogous functional domain in p33 and p36. Using purified membranes from Arabidopsis,
Canut ef al. (1998) have reported the presence of several RGD-binding sites with different
affinities. They have proposed that the RGD-binding activity fulfills the characteristics of
integrins. In the case of the pmp80 from bean cells, this possibility is under investigation.

The fact that p33/p36 proteins do not cross react with antibodies anti-vitronectin or anti-
fibronectin suggested that there is no relation between these proteins. Consistent with this,
the p33 and p36 partial amino acid sequences indicate that these proteins are closely related
to PRPs, in particular to SbPRP2, MtPRP4 and Pvp42, since they contain the repetitive motif
POVEKPOVYK and the sequence NYDXPOVEKPOVYKPOVEK in their amino-termini.
Although the presence in p33/p36 of an RGD-motif cannot be totally discarded since we do
not know their complete amino acid sequence, the fact that SbPRP2, whose complete
sequence is known, is able to compete the binding of p33 and p36 to pmp80 and to bind to
an 80 kDa PM protein, suggests that the interaction between pmp80 and p33/p36 does not
occur through an RGD-sequence but rather through an RGD-like configuration (Greenspoon
et al., 1993). The amino acid sequence deduced from the SbPRP2 ¢cDNA nucleotide sequence
does not show an RGD-motif, its amino-terminus corresponds to NYENPOVYKPOTEK
whereas the rest of the protein is constituted by 19 repetitions of the POVEKPOVYK-motif
(Hong et al., 1990). It has been shown by immunocytochemical localization that a similar
protein from French bean (Pvp42) is particularly abundant in the plasmalemma-wall interface
(Millar et al., 1992). The identity of the motifs in these proteins that mimic the configuration of
the RGD-functional groups awaits investigation. Interestingly, the proline-rich regions of
some animal and bacterial proteins that contain repetitive proline-rich sequences have been
considered as structural elements and have been implicated in binding processes that involve
the recognition of specific proteins on the cell surface (Williamson, 1994; O’Sullivan et al.,
2000). This is the case of collagen, one of the most well-known PRPs and component of the
ECM in animals, particularly in connective tissues (Alberts et al., 1994). Both the fibrillar
collagens, such as type I collagen, and the basement membrane-associated network-forming
type IV collagen interact with the cell surface through integrin receptors (Kipyli et al., 2000).
In conclusion, in this work we demonstrate that PRPs, such as p33 and p36, interact with PM
through a specific protein (pmp80), suggesting that PRPs may carry out alternative functions
not necessarily related with their insolubilization in the cell wall matrix. Our data support the
idea that PRPs play an important role, either during plant development or in response to
environmental stimuli, by the recognition of specific PM proteins and further triggering of
particular functions. To our knowledge, this is the first report in higher plants where a PM-
ligand for an ECM-PRP is identified. The fact that p33/p36 accumulate in response to water
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deficit suggests that these proteins may participate to maintain a tight adhesion of the PM to
the cell wall, as well as to trigger cell responses to osmotic stress.

Experimental procedures
Plant Material
Bean seeds of Phaseolus vulgaris L. cv Negro Jamapa were kindly provided by J.
Acosta (INIFAP-Texcoco). Germination and water deficit treatments were as described by
Covarrubias et al. (1995). Protoplasts and membrane preparations were obtained from well-
irrigated 21-day-old bean plants grown under greenhouse conditions.

Protein purification

Protein extracts were obtained from water stressed bean seedlings by acidic extraction
according to Covarrubias ef al. (1995). After acetone precipitation, proteins were resuspended
in 100 mM CH3COONH4 pH 4.5. p33/36 were enriched by a precipitation with (NH4)2S04
(20-40% saturation) (after this purification step the major bands were p33, p36 and a 68 kDa
protein); proteins in the pellet were resuspended in 100 mM CH3COONH4 pH 4.5 and
dialyzed against the same solution. Further purification was attained by filtration
chromatography using a FPLC system with a Superdex-200 column equilibrated in 100 mM
NaCl, 100 mM CH3COONHS4, pH 4.5. Fractions containing p33 and p36 were selected and
dialyzed against 100 mM CH3COONH4 pH 4.5. After concentration, proteins were
quantitated and their purity was assesed by SDS-PAGE. Even though different non-
denaturing purification procedures were tested, p33 and p36 always copurify. The separation
of p33 and p36 was only possible through preparative SDS-PAGE and subsequent
electroelution. After recovery, proteins were extensively dialyzed against 5 mM
CH3COONHA4, lyophilized, resuspended in water and precipitated with acetone.
SbPRP2 was purified according to the procedure described by Kleis-San Francisco and
Tierney (1990).

Binding assay to glass and heparin matrixes

Binding to glass was tested by incubating for 30 min at room temperature 5 mg of
p33/p36 (or BSA fraction V), in 100 ml of a buffer containing 5 mM EDTA, 10 mM Na-
phosphate (pH 7.7) and 8 M urea, with glass beads equilibrated in the same buffer (Yatogo,
1988). Once binding was allowed, then beads were washed three times with the same buffer.
Bound proteins were subsequently eluted from the glass beads with the buffer described
above but additionated with 200 mM, 500 mM and 700 mM NaCl. Fractions were collected
after each elution and analyzed by SDS-PAGE. For the heparin matrix binding assay the same
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procedure was followed except that Heparin-agarose (Sigma-Aldrich) was used (Yatogo,
1988). Human plasma fibronectin (Life Technologies, Inc.) was used as a positive control
throughout these experiments.

Preparation of protoplasts

Mesophyll bean cell protoplasts were isolated by enzymatic digestion of small segments
of bean leaves cut with a razor blade, by incubation for 1 h with gentle shaking in digestion
medium containing 1% cellulase Onozuka RS (Yakult Pharmaceutical Co. Ltd., Japan), 0.1%
pectolyase Y-23 (Seishin Pharmaceutical Co. Ltd., Japan), 0.1% BSA (Fraction V, Research
Organics, Inc.) in 10 mM KCl, 1 mM MgCI2.6H20, 1 mM CaCl2.2H20, 10 mM MES pH 5.5
and 450 mM mannitol. Before incubation, the leaf segments were floated on the digestion
medium for 10 min under weak vacuum in order to infiltrate them with the enzymes. The
resulting suspension was filtered through a 20 pm pore-width nylon mesh. Protoplasts, which
passed through the mesh, were washed twice with wash buffer (WB) (15 mM KCI, 5 mM MES
pH 5.5 and 450 mM mannitol), and collected by centrifugation at 100g for 3 min. Then, they
were resuspended in WB and adjusted at a density of 3x104 protoplasts/ml. Fluorescence
immunolocalization experiments were carried out with protoplasts derived from P.vulgaris cv
Negro Jamapa suspension cell culture (Ledn, ef al., 1991). In this case protoplasts were
obtained from 50 ml of cell culture, after three days of subculture, following the same
procedure described above, except that the vacuum-infiltration step was omitted.

Protoplast adhesion assay

Adhesion assays of bean leaf protoplasts were performed according to Grinell et al.
(1977) with some modifications. Terasaki plates wells were coated with 0.5 mg, 1.0 mg and 2.0
mg of 98% pure p33 and p36; or with 2 mg, 5 mg, 10 mg and 15 mg of BSA (fraction V,
Research Organics, Inc.) as a control, and 10 ml (approx. 300 protoplasts) of a protoplast
suspension obtained as described above, were added to each well. Then, the plates were
incubated for 1 h at 37°C. The suspension was gently shaken for 30 min, and then the
protoplasts were allowed to settle for 30 min. Wells were washed 3 times and attached
protoplasts were quantified by counting them using an inverted microscope with a 10X
objective.

Adhesion inhibition experiments were carried out by adding different polyclonal
antibodies to the Terasaki plates wells previously coated with 2 mg of p33/36. Three dilutions
(1:500, 1:5,000 and 1:20,000) of anti-p33 antibodies were used to compete the binding of
protoplasts to p33/36. When rabbit IgG’s were used as a competitors, a 1:5 dilution was
assayed. In those competition experiments where peptides were used, protoplasts were
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incubated for 1 h at room temperature with 200 mg/ml of either two hexapeptides, GRGDSP
or GRADSP (purified by HPLC to > 98%, Life Technologies, Inc.).

Proteolytic treatments were carried out as described by Akashi and Shibaoka (1991) with
some modifications. Protoplasts were incubated for 5 min at 26°C in protoplast WB
supplemented with 1 to 10 ng/ml trypsin. Proteolyitic reactions were inhibited with ImM
PMSF.

Immunofluorescence.

Protoplasts were incubated in suspension medium for 1h, in the absence or presence of
the p33 and p36. They were fixed for 30 min. with 4% paraformaldehyde/0.2%
glutaraldehyde solution prepared in protoplast suspension medium, and then incubated
overnight at 4°C with the anti-p33 antibody diluted 1:50 in blocking buffer (1X PBS pH 7.5
with 5% non-fat dry milk). After three 30-min washes with 1X PBS, protoplasts were stained
with goat anti-rabbit [gG antibodies coupled to Alexa-594 fluorophore (Molecular Probes
Inc.) diluted 1:2,000 in blocking buffer for 5 h. Stained protoplasts were washed with 1X PBS
and then examined under a confocal microscope. For control experiments, either p33 and 36
were omitted or preimmune serum was added.

Bean plasma membrane purification.

Leaves of 25 days after germination bean plants grown under green house conditions
were used for PM purification. A microsomal fraction was obtained by differential
centrifugation and PM and tonoplast enriched-fractions were purified according to Vera-
Estrella et al. (1999). Purity of these fractions was verified by immuno-blotting using
antibodies raised against the Arabidopsis PM H+-ATPase (Campos et al., 1990), and
antibodies against the tonoplast MIP-F protein from Mesembryanthemun crystallinum
(Yamada et al., 1995).

Assays of enzymatic activities.

Hydrolytic activity of the tonoplast V-ATPAse and plasma-membrane P-ATPase were
measured by the release of Pi according to the method described by Vera-Estrella et al. (1994),
using isolated tonoplast and plasma-membrane vesicles (10 mg protein from each fraction).
Values are presented as mmol Pi released (mg membrane protein)-1 h-1. PM P-ATPase activity
was inhibited including 100 mM vanadate in the reaction mixture, meanwhile 50 mM nitrate
was used as an inhibitor of tonoplast V-ATPAse.
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Biotin labeling of p33/36 proteins

Labeling was carried out by adding 15-fold molar excess of the activated ester D-Biotin-
N-hydroxysuccinimide (Biotin-NHS, Boehringer Mannheim Biochemica) to the proteins
dissolved in PBS pH 8.5. The reaction mixture was stirred 2 h at room temperature and
dialyzed against 100 mM CH3COONH4 pH 4.5. Biotinylated proteins were kept at -20°C
until use.

Binding of p33 and p36 proteins to bean PM vesicles.

Binding assays were carried out as described by Bosch, et al. (1994). PM proteins (20
mg) were incubated for 1 h at 25°C with 100 ng of biotinylated protein, in a final volume of
100 ml of binding buffer (PBS 1X pH 7.6, 0.1% BSA and 0.1% Tween-20) with or without 1
mM CaCl2, 25 mM EGTA or EDTA. Following incubation, the mixture was centrifuged for 10
min. at 14,000g, the supernatant was discarded and the pellet washed 3 times with the same
buffer. The pellet was resuspended in Laemmli buffer and the proteins were resolved by
SDS/PAGE and transferred onto nitrocellulose membranes. The presence of the labeled
proteins was detected by a chemiluminescence assay (ECL; Amersham) using streptavidin-
HRP.

Blot overlay-binding assay.

Detection of protein-protein interactions was performed following the procedure
described by Reymond et al. (1996). PM proteins were separated in a 12% SDS-PAGE. A
renaturation step was included where the gel was washed twice for 1 h in renaturation buffer
(50 mM NaCl, 10 mM Tris-HC1 pH 7.0, 20 mM EDTA, 0.1 mM DTT, 4 M urea) before
transferring onto nitrocellulose membranes. The blot was incubated overnight at 4°C with
gentle shaking in binding buffer (BB) (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCIl pH 7.0, 5% non-fat dry
milk, 1| mM CaCl2) containing 5.0 nM of the labeled ligand. After four 30-min washes in BB,
the blot was incubated for 1 h in the same buffer (without non-fat dry milk) containing acidic-
HRP conjugate (1:1,000), followed by five 5-min washes in BB and five 5-min washes in BB
without non-fat dry milk. Bound ligand was detected by chemiluminescence. To assess the
effect of Ca2+ ions on the protein-protein interactions determined by this assay, the binding
conditions were modified by removing the sources of Ca2+ (CaCl2 and non-fat dry milk) from
BB. Binding was carried out by incubating the nitrocellulose membrane with the labeled
ligand in 50 mM NaCl, 10 mM Tris-HC] pH 7.0 containing CaCl2 (100 or 300 mM) with or
without EDTA. The rest of the procedure was followed as described above.
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Partial amino acid sequence determination

For sequence analysis, p33 and p36 purified as described above were separated by 12%
SDS-PAGE, from which the corresponding bands were cut out. The partial amino acid
sequences of internal peptides from these proteins were obtained by the Harvard
Microchemistry Unit, the amino-terminal sequences from electroeluted p33 and p36 were
obtained by the Protein Sequencing Unit of the Instituto de Biotecnologia-UNAM.
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Figure 1. Protoplast adhesion assays using p33 and p36 proteins. (a) The purified p33/p36
preparation used for these assays is shown after separation in SDS-PAGE and staining with
Coomassie Blue. Molecular mass markers are shown at the left of the figure: BSA: 66kDa, egg
albumin: 45 kDa and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase from rabbit muscle: 36
kDa. (b) Protoplasts (300) were suspended in 10 ml of protoplast WB and loaded onto
Terasaky wells previously covered with: 10 mg of BSA (column 1); 0.5 mg, 1 mg and 2 mg of
pure p33/36 (columns 2, 3 and 4, respectively). Competition experiments with different
dilutions of anti-p33 antibody were carried out using 2 mg of p33/p36: 1:500 (column 5),
1:5,000 {column 6) and 1:20,000 (column 7); also a 1:5 dilution of rabbit IgG (column 8) was
included. After 2 h of incubation, protoplasts were washed and counted. For proteolytic
treatments, protoplasts were incubated in the presence of 1 ng/ml (column 9) and 3 ng/mi
(column 10) of trypsin. Inhibition of the proteolyitic activity was performed by addition of 1
mM PMSF to both trypsin treatments (columns 11 and 12, respectively). After treatments,
protoplasts were recovered by centrifugation, suspended in protoplast WB and loaded onto
Terasaky wells previously covered with 2 mg of pure p33/36. The data in this figure are the
result of, at least, 3 independent experiments. (¢) Micrographs (10x) showing an example of
the results described above: protoplasts remained adhered when p33/p36 (2 mg) were
immobilized to the bottom of the plate; in contrast, none or few protoplasts were detected
when either BSA was used instead of p33/p36 or when the adhesion was competed with anti-
p33 antibody (1: 500).
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Figure 2. Representative immunofluorescence photomicrographs illustrating the p33/p36
proteins adhered to the bean protoplasts surface. Immunofluorescence was detected in
protoplasts incubated with 1 mg of pure p33/36 and anti-p33 antibody followed by Alexa-
594-conjugated anti-rabbit immunoglobulin and visualized by confocal laser scanning
microscopy (e and g). When the p33/p36 were added but a pre-immune serum was used
instead anti-p33, no fluorescence was detected (a). The same result was obtained when anti-
p33 was used but no p33/p36 were added (c). Panels b, d, f and h show the corresponding
bright field images.
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Table 1. ATPase activities of different membrane fractions

ATPase Activities
Membrane fractions Total Residual (@) Residua! ()
(umoles Pi hr-t mg protein-1)
Plasma Membrane 18.64 + 0.367 3.35x0.278 17.89 £ 0.200
Tonoplast 13.28 + 0.224 13.37 20225 2.76 + 0.750

(a) Inhibition of the initial ATPase activity by 100 uM vanadate. (b) Inhibition of the initial ATPase
activity by 50 mM nitrate.
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Figure 3. Binding of p33 and p36 to plasma membrane vesicles. (a) Biotinylated p33 and
p36 used in these experiments: lane 1, biotinylated p33/p36 enriched fraction. This fraction,
obtained after ammonium sulfate precipitation, contains a contaminant 68 kDa protein in
addition to p33 and p36. Lanes 2 and 3, biotinylated p33 and p36, respectively, purified by
electroelution.

(b) Binding of p33 and p36 to PM vesicles. In these experiments, biotin-labeled p33/36 (lanes
1 -4),p33 (lanes 5, 7, 9 and 11) and p36 (lanes 6, 8, 10 and 12) were incubated with PM
vesicles under different conditions (see below), washed by centrifugation and the final pellet
was analyzed by SDS-PAGE after transfer to nitrocellulose. Biotinylated proteins that
remained bound were detected by chemiluminiscence (see Experimental procedures for
details). Lanes 1, 5 and 6 show the results of the incubation with no additions, lanes 2, 7 and 8
when CaCl2 (1 mM) was included, lanes 3, 9 and 10 show the results when, in addition to
CaCl2, EDTA (25 mM) was present and lanes 4, 11 and 12 when EGTA (25 mM) was used as
chelator. These experiments were reproduced at least 5 times. The molecular mass markers (M)
are as in Figure 1.
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Figure 4. Identification of the plasma membrane protein that binds p33 and p36. (a) Quality
of the PM fraction. Total proteins from PM (MP) and tonoplast (Ton} were separated by SDS-
PAGE and stained with Coomassie Blue (1 and 2, respectively). (b) A sample of the
biotinylated p33/36 (lanel), p33 (lane 2), and p36 (lane 3) used in these experiments after
separation in SDS-PAGE. (¢) Blot overlay-binding assay using the biotinylated proteins. PM
and tonoplast proteins were separated in SDS-PAGE and, after a renaturation step, they were
transferred onto nitrocellulose membranes and incubated with biotinylated p33/36 (see
Experimental procedures for details). Lanes 1, 4 and 5: PM proteins incubated with
biotinylated p33/36, p33 and p36 respectively; lane 2: PM proteins incubated with
biotinylated p33/36 and competed with non-labeled p33/p36 (1 mg); lane 3: as in lane 2 but
competed with anti-p33 antibody (1:50); lane 6: tonoplast proteins incubated with
biotinylated p33/36. (d) Effect of Ca2+ in the overlay-binding assay. This assay was
performed as described for (c) except that non-fat dry milk was not included in the BB to
eliminate Ca2+ sources (see Experimental procedures for details). Lanes 1 and 2: PM proteins
incubated with biotinylated p33/36 in the presence of 100 mM and 300 mM CaCl2,,
respectively; lane 3: PM proteins incubated with biotinylated p33/36 in the presence of 100
mM CaCl2 plus 250 mM EGTA. These experiments were reproduced at least 3 times. The
molecular mass markers (M) correspond to myosin (220 kDa), phosphorylase b (97.4 kDa),
BSA (66 kDa) and egg albumin (46kDa).

54



p33/36

W 2 3 4 5 5!
220 _
97 —
66— | g -
46 —

@O
- 2 a o @
c g O
2 ©u x & 8§
Competitor

Figure 5. An RGD-containing peptide and fibronectin inhibit the binding of p33/p36 to the
plasma membrane protein. The competition experiments were carried out as indicated in Figure
4. In all cases 0.3 mg of biotinylated p33/p36 were used, and binding was competed with
either 1 mg of unlabeled p33/36 (lane 2), 15 mg of unlabeled fibronectin (lane 3), 200 mg/ml of
the unlabeled RAD-peptide (lane 4), 200 mg/m! of the unlabeled RGD-peptide (lane S) or a
non-related peptide: CKAKAEERKRRKMSRGLC (bpl18). These experiments were
reproduced at least 3 times. The molecular mass markers are as described in Figure 4.
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Figure 6. Inhibition of p33/ p36 adhesion to bean protoplasts mediated by RGD- and RAD-
containing peptides. (a) Before loading the wells covered with 2 mg of p33/36, protoplasts
were incubated with either 200 mg/ml of the RGD- peptide (column 2) or 200 mg/ml of the
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RAD-peptide (column 3). Column 1 shows the percentage of protoplasts adhered when no
peptides were included. (b) Micrographs (10x) showing representative images of the results
described above. Protoplasts were photographed directly in Terasaky plates wells with an
inverted microscope using the 10X objective.
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Figure 7. SbPRP2 competes the interaction of p33/p36 with the 80 kDa plasma membrane
protein. A blot overlay-binding assay was carried out as in Figure 5. In this case, the binding
of 0.4 mg of biotinylated p33/p36 (lane 1) or 1.5 mg SbPRP2 (lane 3) was competed with 1 mg
of unlabeled PRP2 (lane 2) or 1 mg of unlabeled p33/36 (lane 4), respectively. The molecular
mass markers are as described in Figure 5.
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Resultados anexos

IV.1. MATERIAL Y METODOS
{No reportados en el articulo)

Relacion inmuneolégica de p33/p36 con fibronectina y vitronectina.

Las muestras de proteina enriquecida en p33/p36 se separaron electroforéticamente
en un gel discontinuo de poliacrilamida-SDS a una concentracion de 12%, preparado de
acuerdo con Laemli (1970). El gel se equilibré con solucion de transferencia (acido 3-
cicloeximilamino-4hidroxi- 1-propanosulfinico (CAPSO) 100 mM) y se transfiri6 a una
membrana de nitrocelulosa por 2 horas a 300 mA de corriente constante o toda la noche
a 200 mA.,

La deteccion se llevé a cabo mediante ensayos tipo Western blogueando la
membrana con solucion de bloqueo (5% de leche descremada en PBS 1x) durante 1 hora
a temperatura ambiente. La membrana se incubd con el anticuerpo primario anti-
vitronectina humana (dilucién 1:1,000) 6 anti-fibronectina (1:20,000) segiin ¢l caso.
Como anticuerpo secundario se usaron anti-inmunoglobulinas de conejo acopladas a
fosfatasa alcalina (1:10,000), y se detect6 por el desarrollo de color usando los sustratos
adecuados (NBT y BCIP).

Anticuerpos que reconocen integrinas y secuencias con el péptido RGD compiten
por la unién de p33 y p36 a la membrana plasmatica.

Estos experimentos de unién de protoplastos a proteina p33/p36 inmobilizada en
placas tipo Terasaki, se ralizaron del mismo modo que los experimentos reportados por
Garcia -GOmez et al. (ver articulo). Previo a la unidn con p33/p36, los protoplastos se
incubaron por 1 hr. con dos anticuerpos que reconocen integrinas: el anticuerpo
policlonal anti -0tP2 (Talamas-Rohana et al., 1994) (diluciones 1:500 y 1:2,000) y el
anticuerpo monoclonal que reconoce a la subunidad oV (GIBCO BRL) (diluciones
1:500 y 1:10,000). En el mismo experimento, también se usaron los pentapéptidos que
contienen la secuencia interna RGD y RAD en una concentracién de 200 pg/ml
(resultado reportado en el articulo).

Como control, los protoplastos se incubaron con los mismos anticuerpos (dilucién
1:5) y péptidos ( 200 pg/ml) y se adhirieron a placas previamente tratadas con 0.01% de
poli-L-Lisina.
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Pureza de las fracciones membranales usadas.

Proteinas provenientes de la fraccion de membrana plasmética y de tonoplasto (30
ug) de células de hojas de frijol, se separaron electroforéticamente por duplicado en
geles de 12% acrilamida SDS/PAGE. Se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y una
vez bloqueadas (5% de leche en PBS), cada una de e¢llas se incubo con anticuerpos que

reconocen a la ATP-H™ de membrana plasmatica de Arabidopsis (Campos et al., 1990) y
con anticuerpos dirigidos contra una proteina intrinseca de tonoplasto de 35 kD (MIP-F)
de Mesembryanthemum crystallinum (Yamada et al., 1995), en una dilucion 1:500, en
ambos casos. Como segundo anticuerpo se usé anti-inmunoglobulinas de conejo
acopladas a peroxidasa y se dectectd con el sistema de luminiscencia ECL de Amersham.

Inmunodeteccion de p33 y p36 con anticuerpos anti-PRP2 de soya.

Extractos de proteinas acidas provenientes de plantulas de frijol sometidas a estrés
hidrico se separaron electroforéticamente y se transfierieron a nitrocelulosa. Con dicha
membrana se procedio a realizar un ensayo tipo Western utilizando anticuerpos dirigidos
contra la PRP2 de soya. Como segundo anticuerpo se us6é anticuerpos anti-
inmunoglobulinas de conejo acoplados a fosfatasa alcalina y se detecté con los sustratos
correspondientes.

Competencia del péptido con la secuencia PPVYKPPVEK por la unién de p33/36
con pmp80.

Se utilizé el sistema de unién en membrana (Far Western 6 Blot overlay binding
assay) del mismo modo como se ha descrito en los experimentos anteriores (Garcia-
Gomez, et al., 1999) pero la membrana de nitrocelulosa una vez bloqueada, se incubd
durante toda la noche, con 200 y 500utg/ml del péptido sintético que contiene la
secuencia PPVYKPPVEK, posteriormente se incubd con 300 ng de p33/p36 marcadas
con biotina durante 6 hrs. Después de los lavados previamente descritos, se incubé 1 hr.
con estreptoavidina acoplada a peroxidasa y se detecté la emision de fluoresencia
usando el sistema ECL-Plus de Amersham.
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Inmunodeteccion de proteinas de plantas que son reconocidas por anticuerpos
anti-integrinas.

Vesiculas de membrana plasmatica de células de hojas de frijol (30 pug) se separaron
por electroforésis en un gel de acrilamida/SDS-PAGE al 12% y se transfirié a una
membrana de nitrocelulosa. Con dicha membrana se procedié a realizar un ensayo tipo
Western utilizando anticuerpos dirigidos contra diferentes subunidades de integrinas. Se
uso el anticuerpo policlona a-P2 y monoclonal oV previemente descritos, asi como
anticuerpos monoclonales que reconocen la subunidad Bl de integrinas. Como segundo
anticuerpo se usaron anticuerpos anti-inmunoglobulinas de conejo y ratén
respectivamente acoplados a peroxidasa y se detectd la emision de fluoresencia usando
el sistema ECL-Plus de Amersham.
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IV.2. RESULTADQOS

p33 yp36 NO SE UNEN A SUSTRATOS DE HEPARINA NI VIDRIO

Si bien, p33 y p36 no mostraron relaciéon inmunoldgica con fibronectina y
vitronectina humanas, se decidié evaluar si compartian propiedades como la capacidad
de unirse a sustratos como el vidrio y la heparina .

La capacidad de las proteinas p33 y p36 de unirse a heparina y a vidrio se ensayo
en tubo eppendorf, asi como por columnas, siguiendo las mismas condiciones que se
utilizan para la purificaciéon de vitronectina (Garcia-Gomez, et al., 2000), esto es,
utilizando 8 M urea, para evitar la agregacion de la proteina y activar la union a heparina
y/o a vidrio. Se analiz6 y compard la cantidad aproximada de proteina no pegada, tanto
la que salid en el eluado como la que se despegd durante los lavados, asi como la que
permanecié unida y se despegd en presencia de diferentes concentraciones de buffer
con sal. El despegado de la proteina se realizé6 en presencia de concentraciones
crecientes de NaCl utilizando como control positivo y negativo fibronectina y
albiimina, respectivamente.

Los resultados obtenidos muestran que después de 3 lavados con el buffer, sélo
una pequefia fraccion de p33 y p36 permanece unida al sustrato (vidrio y heparina).
Esta fraccidn que se retiene en los diferentes sustratos es posible despegarla con 200
mM de NaCl lo cual sugiere que su unidén es débil (Tabla 1) ya que para despegar
fibronectina se requieren 500 mM de NaCl.

PROTEINA SUSTRATOS (% de unién)
VIDRIO HEPARINA

p33/36 13% 6%

BSA 10% 19%

FIBRONECTINA 80% 43%

Tabla 1. Cuadro que muestra el porcentaje de unién de p33/36 a
vidrio y heparina.
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ANTICUERPOS QUE RECONOCEN A VITRONECTINA Y FIBRONECTINA

HUMANA NO RECONOCEN A LAS PROTEINAS p33 Y p36.

Como se menciona en el articulo anexo, ensayos tipo western mostraron que no
existe ninguna relaciéon inmunolégica entre p33 y p36 y dos de las proteinas adhesivas
mas estudiadas en animales como son la vitronectina y fibronectina que ademas se sabe
que se unen a receptores tipo integrinas. Experimentos paralelos a esta tesis (cuyos
datos se incluyen) confirmaron lo anterior, al demostrar que las proteinas p33 y p36
estan relacionadas a proteinas ricas en prolina de la pared celular.

ANTICUERPOS QUE RECONOCEN INTEGRINAS Y SECUENCIAS CON EL
PEPTIDO RGD COMPITEN LA UNION DE p33 Y p36 A LA MP

Como ya se mencioné con anterioridad, algunos de los receptores de membrana
plasmaética que reconocen a las proteinas de matriz extracelular animal pertenecen a la
familia de las integrinas. Con base en la informacién anteriormente expuesta, se decidi6é
usar dos anticuerpos que reconocen integrinas, (anti-oP2 y anti-aV) para estudiar la
posible inhibicién de la adhesion. Los anticuerpos policlonales anti-oP2 se generaron
para reconocer a un hexapéptido sintético (generado a través de complementaridad
hidropatica) correspondiente al sitio concenso de unién a fibronectina y es capaz de
reconocer a varias integrinas animales (Talamas et al., 1994). El anticuerpo anti-otV, €s un
anticuerpo monoclonal comercial que reconoce a la subunidad & de integrinas humanas.

En ambos casos la inhibicion fué positiva, esto es, que se obervd un menor nimero
de protoplastos adheridos a p33/p36, después del tratamiento de los protoplastos con
dichos anticuerpos (Fig.1, columnas 1-5).

La unién de proteinas de matriz extracelular a sus receptores (integrinas) se inhibe
por la presencia de péptidos que contiene la secuencia Arginina-Glicina-Ac.aspartico
(RGD), ya que tales receptores se unen a dicho epitope presente en las proteinas de
adhesién. En ensayos de adhesion como los anteriormente descritos, se probd que los
protoplastos de frijol son capaces de unirse al péptido RGD (datos no mostrados), lo que
habla de la existencia de elementos en la membrana plasmatica de la célula vegetal que
son capaces de reconocer a dicho epitope .

Intentando dilucidar si una interaccién similar es la responsable de 1a unidn de las
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proteinas p33 y p36 a la membrana plasmatica de los protoplastos, se intentd inhibir la
adhesion usando dicho péptido y como control negativo un péptidc modificado que
resulta ser inactivo en el proceso de adhesién (RAD). Se observd que en presencia del
péptido que contiene la secuencia RGD, disminuye el nimero de protoplastos adheridos
y no asi con el péptido RAD (Fig.1, columnas 6 y 7 ).
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Fig. 1. Grifica que muestra el porcentaje inhibicion de la adhesion de
protoplastos de frijol a las proteinas p33 y p36.

En todos los casos se probo la adhesion a 2 ug de p33/36. En la columna | no se
adicion6 ninglin competidor, mientras que en los demas tratamientos, los
protoplastos se incubaron con los diferentes anticuerpos y/o péptidos indicados en
la figura.

Para descartar que la inhibicion de la adhesién de los protoplastos a p33/36
era un efecto inespecifico de los anticuerpos, las mismas concentraciones de anticuerpo
se usaron para incubar protoplastos que se sometieron a uniodn a poli-L-lisina. La poli-L-
lisina es un policatién usado para adherir diferentes tipos celulares a placas de cultivo.
En ninguno de los tratamientos con anticuerpos se observo un abatimiento significativo
de la adhesion (Fig 2).
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Fig.2 Gréfica que muestra el porcentaje de inhibicion de los
diferentes tratamientos usados con protoplastos adheridos a poli-
L-lisina 0.01%.

Columna 1: No se adiciond ningiin inhibidor. Columnas 2 y 3: Anticuerpos
en una dilucién 1:5. Columnas 4 y 5: Péptidos usado a una concentracién de
200 pug/ml.

INMUNODETECCION DE INTEGRINAS DE FRIJOL

Mediante ensayos tipo Western se probo la capacidad de algunos anticuerpos anti-
integrina para reconocer a alguna(s) proteina(s) de la membrana plasmatica de células de

frijol, usando como control positivo, un carril con proteinas totales de células
embrionarias de ratén. Para dicho efecto se uso el anticuerpo anti-otP2 que en trabajos
previos se demostré que es capaz de reconocer integrinas de varias especies (Talamas,
1994); el monoclonal anti-aV y el lisado anti-B1. En todos los casos se observé que los

anticuerpos reconocen a proteinas de membrana plasmadtica de frijol de entre 50 y 60
kilodaltones (Fig. 3)
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Fig.3 Inmunodeteccién de proteinas de membrana plasmatica que
son reconocidas por anticuerpos anti-integrinas.

Proteinas de embridén de raton (carril 1), y de membrana plasmatica de frijol
(carriles 2-5), incubadas con diferentes anticuerpos que reconocen integrinas
animales: anti-oP2 (carriles | y 2), anti subunidad aV (carril 3), anti-
subunidad Bl (carril 4) y suero preinmune.

PUREZA DE LAS FRACCIONES MEMBRANALES USADAS
Antes de iniciar los experimentos en que sc¢ utilizaron vesiculas de membrana

plasmatica, quisimos estar seguros de la pureza de las fracciones membranales obtebidas
después de la purificacién, para lo cual realizamos dos tipos de ensayos, uno en que se
midié de actividad de la ATPasa-H* de membrana plasmatica y de tonoplasto (ver

articulo) y otro de deteccidn de dicha enzima asi como de una proteina instrinseca de
tonoplasto usando anticuerpos para cada una de estas proteinas, en ensayos tipo

Western.
Para la inmunodeteccion, las proteinas de membrana plasmatica y tonoplasto
separadas electroforéticamente y se electrotransfirieron a una membrana de

nitrocelulosa. Se usaron dos diferentes anticuerpos, unos que reconoce a la ATPasa-H™
de membrana plasmatica de Arabidopsis (Campos et al., 1990) y otros dirigidos contra
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una proteina intrinseca de tonoplasto de 35 kD (MIP-F) de Mesembryanthemum
crystallinum (Yamada et al., 1995).
En ambos casos se pudo corroborar el enriquecimiento de cada una de las

fracciones analizadas.
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Fig.4 Determinacion de la pureza de las fracciones de

membrana plasmatica y tonoplasto.

Proteinas de membrana plasmaética (MP) (carril 1) y tonoplaste (T)
(carril 2) tefiidas con azul de coomassie. Deteccion de la ATPasa de
MP (carriles 3 y 4) y de 1a MIP-F de tonoplasto (carriles 5 y 6).

IDENTIDAD DE LAS PROTEINAS p33 y p36.

A partir de una fraccidén pura de p33 y p36 se cortaron bandas conteniendo 100
nanomolas de cada una de las proteinas previamente separadas en geles SDS/PAGE.
Después de una degradacion parcial con quimiotripsina, fué posible obtener y
secuenciar, un péptido interno de p33 y dos de p36 (Harvard Microchemistry). La
secuencia del extremo amino de cada una de ellas se obtuvo en la Unidad de Proteinas
del Instituto de Biotecnologia/ UNAM.

Tanto las secuencias internas, como las de los extremos amino, relacionan a p33 y a
p36 con la PRP2 de soya (Hong ef al., 1990), asi como con la PRP4 de alfalfa (Wilson et
al., 1994) y con una PRP de 42 kD the frijol (Millar et al., 1992) (Fig. 5)
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P33 and p36 internal aminoacid sequences

Pvp33 KPOVEKPOVY KPOVEKPOVY
Pvp36 (1) KPOVEKPOVY KPOVEKPOVY KPOVEKPOVY
Pvp36(2) KPOVEKPOVY KPOVEKPOVY

SbPRP2 KPOVEKPOVY KPOVEKPOVY KPOVEKPOVY
MiPRP4 KPOVEKPOVH KPOVEKPOVH KPOVEKPOVH

Cons. KPOVxKPOVx KOVxKPOVx KPOVxKPOVx
p33 and p36 N-terminal aminoacid sequences
1 10 20
Pvp33 NYDVPOVEKP OVYKPOVEKP
Pvp36 NYDKPOVEKP OVYKPOVEKP

SbPRP2 NYEN
MtPRP4 NYEK
Pvpd2 NYDK

Fig.5 Comparacion de la secuencia de aminoacidos de los péptidos
internos y del extemo amino de p33 y p36 con proteinas tipo PRP’s.
Pv= Phaseolus vulgaris;, Sb= Glicine max, Mt= Medicago
truncatulata.

La relacion de p33 y p36 con la SbPRP2, se corroboré mediante ensayos tipo
Western en donde anticuerpos anti-PRP2 de soya son capaces de reconocer a p33 y a
p36 (Fig. 6).

Anti-p33

Anti-PRP2

Fig.6. Relacion inmunoltdgica de p33/36 con la PRP2 de soya.
Extractos enriquecidos en p33/36 (carriles 1-4) se hicieron reaccionar con
anticuerpos anti-p33 (linea A) y anti-PRP2 (linea B). Carriles 1-4:
Concentraciones decrecientes de proteina.
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LA SECUENCIA CONSERVADA EN LAS PROTEINAS p33 Y p36
NO ESTA INVOLUCRADA EN LA UNION CON LA pmp80.

Como se muestra en la fig. 7, La secuencia de aminodcidos POVYKPOVEK, es un
decapéptido presente repetidamente a lo largo de algunas PRP’s de plantas, asi como en
al menos un péptido interno de p33 y p36. Se sintetizd quimicamente dicho
pentapéptido (PPVYKPPVEK) y se evaluo su capacidad de inhibir la unién de p33 y
p36 con la pmp80, en ensayos de unién tipo far western. Se pudo observar que el
péptido PPVYKPPVEK no compite por la union de p33 y p36 y la pmp80.
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Fig.7 Competencia del péptido que contiene la secuencia
conservada de las PRP’s por la unién de p33/36 a la pmp80,
Proteinas de membrana plasmatica (MP) se transfirierona nitrocelulosa y
una vez bloqueada la membrana se incubaron en presencia de 0, 200 y 500
mgml del péptido
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Discusion

Discusion, Conclusiones y Perspectivas.
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V.1. DISCUSION

Las PRP’s se han descrito como proteinas involucradas en varios aspectos del
desarrollo, en la interaccién planta-microorganismo y en la respuesta de las plantas al ataque
por patogenos (Cassab, 1998), sin embargo sus funciones precisas se desconocen. Se ha
sugerido que las PRP’s juegan un papel en el endurecimiento de la estructura de la pared o
bien como barrera a la difusiéon de oxigeno, debido a su presumible insolubilizacion en la
pared celular (Cassab, 1998). En este trabajo proponemos funciones alternativas para las
PRP’s, al demostrar que p33 y p36, dos glicoproteinas de la pared celular que se acumulan en
respuesta al estrés hidrico en frijol, y que estan relacionadas con PRP’s, interaccionan con una
proteina de MP de 80 kDa (pmp80). A continuacidn se hace un analisis critico de la
informacion que nos permite proponer algunos modelos del posible papel de p33 p y36
durante la sequia.

Como ya se menciono en la introduccidn, existen datos que demuestran que procesos
como el crecimiento celular y la sintesis de pared son dos de los primeros eventos que se ven
afectados durante el déficit hidrico (Hstao, 1973; Nonami y Boyer, 1990). Ambos procesos
estan inttmamente interconectados, sin embargo es dificil establecer si los cambios en el
metabolismo de la pared celular son una causa o el resultado de la reduccioén en el crecimiento.
Existen experimentos que demuestran que aun bajo condiciones de estrés hidrico ligero se
sigue sintetizando pared celular y la turgencia de la mayoria de las células se mantiene
constante, aun cuando la planta ha dejado ya de crecer (Nonami y Boyer, 1989). Por lo
anterior, podemos considerar que la caida en la tasa de crectmiento, los cambios en el
metabolismo de la pared celular y el mantenimiento de la turgencia son eventos
independientes, por lo menos bajo condiciones de estrés hidrico ligero. La extrema
sensibilidad de la tasa de crecimiento celular a disminuciones en el potencial hidrico, nos hace
pensar en la existencia de finos sistemas de comunicacion celular que involucren a moléculas
capaces de relacionar al metabolismo general de la célula (incluyendo los cambios en la
sintesis de pared), con el abatimiento en la expansion celular, resultado de una condicién
hiperosmotica.

Con la informacidén con la que ahora contamos, respecto a la caracterizacion de algunas
de las propiedades que relacionan a las proteinas p33 y p36 con la MP, podemos proponerlas
como parte de este complejo de moléculas que permitirian una comunicacién directa de la
matriz extracelular con la célula, ya sea: a) desencadenando una cascada de sefializacion 6 b)
manteniendo unidos dichos compartimentos alin durante la disminucidon de la turgencia
celular.
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Otro dato muy importante para acercarnos al entendimiento del posible papel funcional
de p33 y p36 durante la sequia, es su identidad. Recordemos que la secuencia parcial de las
proteinas p33 y p36 las relacionan con proteinas ricas en prolina de plantas 6 PRP’s y que
este grupo de proteinas han sido ampliamente estudiadas bajo ciertas condiciones de estrés,
especialmente el dafio mecanico y por ¢licitores de hongos. En ambos casos, se ha observado
que las PRP’s se insolubilizan en la ME, entrecruzandose covalentemente entre si y con otros
componentes de la misma, lo cual ocurre tambien en otras proteinas de la pared celular como
las extensinas. Este entrecruzamiento quimico se realiza entre residuos de tirosinas, catalizado
por peroxidasas de la pared celular y tiene la funcién de proporcionar proteccion y aumentar
la rigidez de la pared durante las condiciones de estrés antes mencionadas (Morimoto, S., ef al.
1999).

Salvo algunas clonas de PRP’s que se inducen por sequia (Creelman et al., 1991 y
Colmenero-Flores et al. 1997), y por estés salino (Deutch ef al., 1995) se cuenta con poca
informacion en lo que respecta a la respuesta especifica de las PRP’s al cstrés hidrico. El
hecho de que p33 y p36 se acumulen como respuesta al estrés hidrico en la fraccion soluble
de la pared, apoya que su funcién pudiera no ser exclusivamente estructural como
histéricamente se ha propuesto (Tierney et al., 1988; Wyatt et al., 1992; Brisson et al., 1994),
No obstante, no descartamos que parte de la proteina permanezca fisica y quimicamente unida
a la pared celular mediante uniones covalentes y que por lo tanto se traten de proteinas
bifuncionales, es decir, que bajo ciertas condiciones de desarrollo parte de la proteina se
encuentre retenida en las paredes, mientras que como respuesta a otras condiciones
especificas como el estrés hidrico, se acumulen y permanezcan solubles para poder realizar
otras funciones.

Aunque los datos son atin muy preliminares, sabemos que p33 y p36 se acumulan
abundantemente en células del floema, ain no sabemos con exactitud st ¢sta proteina
permanece en las paredes de dichas células o la abundancia observada se debe a que p33/36
viajan a través de estos conductos. El segundo caso, apoyaria aun mas la idea del papel
funcional de su forma soluble, posiblemente como senalizadoras a distancia.

El modelo que hemos propuesto en que las proteinas de pared celular p33 y p36 se
encuentran interaccionando directamente con la MP, se fundamenta en nuestros datos
experimentales y en algunas evidencias que demuestran la estrecha relacion que existe entre
la ME, la MP y otros clementos citoplasmicos de la célula vegetal, tanto en condiciones
normales de desarrollo, como durante el estrés osmético. Se ha visto, por ejemplo, que en
células en cultivo de Zinnia, durante ciertas etapas del desarrollo y diferenciacion a
traqueidas, existe una fuerte interaccion de la membrana plasmatica con la pared primaria y el
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citoesqueleto en los sitios en donde se producird un engrosamiento secundario (Roberts y
Heigler, 1989). Existen otros datos que apoyan la idea de que Ja adecuada localizacién,
diferenciacion y morfogénesis celular vegetal, estd determinada por mecanismos de
comunicacion célula-célula en donde se involucran elementos de la matriz extracelular junto
con otros componentes celulares (Fowler y Quatrano, 1997; Satoh, 1998). Si bien estas
interacciones se han observado durante el desarrollo normal de una planta, en situaciones de
déficit hidrico cobran especial importancia, ya que en la interfase ME-MP suceden cambios
subcelulares y ultraestructurales que tienen implicaciones en el funcionamiento general de la
célula. Una manifestacion clara de la relevancia de estas interacciones es el proceso de
plasmélisis, el cual puede definirse como una separacidn total o parcial del protoplasto con
respecto a la pared celular que lo rodea, como respuesta a un condicidén hiperosmdtica
(Oparka, 1994) en donde el tipo de plasmolisis puede ser un indicativo importante de las
relaciones MP-pared celular. La literatura cuenta con multiples ejemplos que ilustran dichas
interacciones, como es el caso de los puntos de fuerte adhesién localizados entre la MP y la
pared en células de cebolla sometidas a pasmolisis, asi como en células de tabaco adaptadas a
crecer en altas concentraciones de NaCl (Pont-Lezica, et. al., 1993; Zhu et al., 1993).
Resultaria interesante poder probar de una manera mas directa que bajo condiciones de estrés
osmotico, p33/p36 se encuentran en interaccion con la MP en ciertos sitios de la superficie
celular, lo que validaria nuestra segunda hipétesis respecto a las funciones de p33 y p36
durante el déficit hidrico.

Las secuencias ricas en prolina presentes en algunas proteinas estan ampliamente
distribuidas tanto en procariontes como en eucariontes. Generalmente las prolinas se
encuentran presentes como multiples repeticiones a lo largo de las proteinas, y en algunos
casos se les ha relacionado con sitios de interaccidn proteina-proteina (Williamson, 1994),
Dada la identidad de p33 y p36, debe considerarse la posibilidad de que diferentes
combinaciones de secuencias ricas en prolina puedan tener un papel importante en la union
de p33 y p36 a la pmp80.

A pesar de esta amplia distribucion, las funciones especificas de las regiones ricas en
prolinas no estan del todo claras (Williamson, 1994). Se sabe que ciertos aminoécidos como
serina, treonina, lisina, tirosina, hidroxiprolina y dopa, tienen un papel muy importante en las
interacciones adhesivas de algunos organismos entre los que se encuentran los moluscos del
género Mytilus (Filipula et al, 1990), sin embargo el proceso es radicalmente diferente a lo
observado con p33 y p36, ya que las proteinas del molusco no actiian a nivel celular, sino que
se encargan de fijar al organismo completo a su sustrato (rocas) y no especificamente a otra
proteina. Se han hecho estudios en que se ha podido determinar la secuencia de aminoacidos
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involucrada en este proceso adhesivo y ésta no presenta similitud con lo encontrado en las
PRP’s de plantas. Asi mismo, algunas proteinas salivales de mamiferos ricas en prolina (PRP1)
median selectivamente la adhesion deCandida albicans y Porphyromonas gingivalis a
cierto grupo de bacterias que forman parte de las superficies de las mucosas de las cavidades
orales (O’Sullivan ef a/., 1997, 2000). Experimentos usando péptidos inhibidores sugicren
que el péptido minimo requerido para la union de Porphyromonas gingivalis a las PRP’s de
saliva contiene la secuencia PQGPPQ (Kataoka, et al., 1997).

Por otro lado, asi como las PRP’s juegan un papel importante en la estructura y
conformacion de las paredes celulares de las células vegetales, en la ME animal existen
proteinas estructurales como el coldgeno que a lo largo de toda su estructura también
contiene secuencias ricas en prolina. De modo similar a lo que estamos proponiendo que
sucede con las PRP’s de plantas y la pared celular, las fibras de colageno se encuentran dando
estabilidad a la ME animal y la comunican con el resto de la célula a través de la interaccién
con proteinas adhesivas que a su vez se unen a receptores membranales del tipo integrinas
(Alberts, 1994). Adicionalmente se ha descrito que el colageno tanto en su forma filamentosa
como en la no-filamentosa también es capaz de unirse especificamente a receptores tipo
integrinas, especificamente a la integrina o7, y esta union es dependiente de cationes

divalentes (Santoro y Zutter, 1995). El sitio de reconocimiento del colageno por la integrina,
es diferente a la secuencia RGD, y se encuentra distribuido a lo largo de toda la proteina
(Kapylad et al., 200). De hecho algunos autores han sefialado que muchos de los procesos de
adhesion celular son independientes de RGD y por lo tanto los sitios de unién en las proteinas
no contienen esta secuencia (Engel ef al., 1994)

En plantas se sabe muy poco al respecto ya que hasta el momento no existe algin
reporte en donde se demuestre directamente la interaccion de las PRP’s con otras proteinas,
aunque algunos autores han sugerido su posible interaccion con la MP (Millar, et al., 1992).
Lo anteriormente expuesto hace resaltar la importancia que tienen las secuencias ricas en
prolina durante algunas interacciones proteina-proteina. Nuestros experimentos de inhibicion
demostraron que ¢l péptido no-hidroxilado PPVYKPPVEK, no fué capaz de competir por la
unioén de p33 y p36 a la pmp80 kD. Es importante mencionar que en su forma nativa, la
segunda prolina de cada decapéptido de las PRP’s, se puede encontrar hidroxilada. Lo
anterior es un factor importante, ya que Burzio et al. (1997) mencionan que por lo menos para
la proteina rica en prolina de los organismos marinos, la presencia de hidroxilacién en tirosinas
asi como los residuos glicosilo de las glicoproteinas pueden estar jugando un papel muy
importante en el proceso adhesivo, lo cual podria explicar que el péptido usado no haya
competido por la unién de p33/36 con pmp80.
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En plantas, la busqueda de moléculas de adhesion similares a las de animales ha sido
infructuosa, tal es el caso de la proteina parecida a vitronectina que reporta Sanders et al.
(1991) y que una vez clonada, resulté ser una fosfoglicerato mutasa (Wang et al., 1996) asi
como la proteina parecida a vitronectina reportada por Zhu et al., (1993) que resulté ser un
factor de elongacién de la traduccién. Un tercer caso son dos proteinas de 60 y 66 kD que
son reconocidas con los anticuerpos anti-vitronectina humana, pero que corresponden a
proteinas ricas en hidroxiprolinas. La posibilidad de una relacién inmunolégica de p33 y p36
con vitronectina y fibronectina animal, fué poco favorecida desde los inicios del trabajo, ya
que anticuerpos para estas proteinas no son capaces de reconocer a p33 y p36; ademas de
que ni p33 ni p36 tienen propiedades de unién a heparina y/o vidrio similares a vitronectina y
fibronectina, con lo que también se desfavorece la posibilidad de que p33 y p36 sean
proteinas de las llamadas “pegajosas’.

Ha sido demostrado en varios trabajos, la actividad que tienen péptidos con la secuencia
RGD para afectar procesos fisiologicos en las células de vegetales (Canut et al., 1998; Ryu et
al., 1997, Schindler et «l., 1989 y Faro et al., 1999); estos datos sugieren que las células
vegetales contienen receptores que reconocen a la secuencia RGD o bien dominios
funcionalmente analogos. El efecto inhibitorio que sobre la union de p33/36 a la pmp80
tienen péptidos con la secuencia RGD asi como proteinas como la fribronectina, nos
permiten proponer que pmp80 es una proteina de unién que reconoce una secuencia RGD,
una configuracion parecida a la del RGD y/o bien un dominio funcional analogo al RGD
presente en p33 y p36. La existencia de proteinas que reconocen al epitope RGD en plantas
no resulta nuevo, ya que por ¢jemplo Canut et al. (1998) reportaron la presencia de varios
sitios de unién a RGD con diferentes afinidades, usando preparaciones de membranas de
Arabidopsis. Otro dato interesante es que la unidn de p33 y p36 a la membrana plasmatica,
es dependiente de cationes divalentes. La dependencia de cationes divalentes para la unién
de una proteina receptora con su ligando, ha quedado claramente demostrada para el caso de
las integrinas, que unen iones calcio en sitios especificos de su cadena alfa para estabilizar la
unién con su ligando en la ME (Hynes, 1992).

Nuestros datos apoyan la presencia de receptores membranales capaces de reconocer a
la secuencia RGD, tal como sucede con receptores tipo integrinas. Aunque la presencia de un
RGD en p33 y p36 no se puede descartar ya que no se conoce la secuencia completa de la
proteina. EIl hecho de que SbPRP2 (cuya secuencia completa se conoce y carece de algin
RGD) sea capaz de competir por la union de p33 y p36 a la pmp80, y también, de unirse a
una proteina de 80 kD, sugiere que la interaccion entre pmp80 y p33/p36 no ocurre a través
de una secuencia RGD estricta, pero si probablemente a través de una configuracién
funcionalmente analoga a RGD (Greenspoon ef al., 1993; Ruoslahti, 1996). Lo anterior se
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puede apoya con el hecho de que las predicciones funcionales de las moléculas basadas en su
estructura primaria son muchas veces erroneas (Engel ef al., 1994).

La hipdtesis de que alguna region dentro de la secuencia de aminoacidos de p33 y p36
sea capaz de actuar funcionalmente como un RGD se apoya con los datos de Greenspoon et
al. (1993), quienes disenan moléculas estructuralmente mimetizadoras del triplete RGD.
Utilizando estructuras que contienen al grupo guanidinio en un extremo y al carboxilico en
otro separados por un esqueleto de 11 atomos de carbono, logran sintetizar moléculas con una
considerable afinidad por integrinas de plaquetas, inhibiendo su agregacion a una
concentracion submilimolar. Los mismos autores concluyen que una secuencia con cierta
especifica flexibilidad y con un adecuado espaciamiento entre sus grupos funcionales, puede
potencialmente adquirir una configuracién parecida al RGD. Asi mismo Ruoslahti (1996)
reporta un grupo de secuencias alternativas al RGD que son capaces de unirse a integrinas,
como en el caso del colageno antes mencionado. Estas observaciones son muy importantes
para nosotros, ya que al menos en el extremo amino de p33, p36, SbPRP2 y Pvp42 se
encuentra una secuencia que potencialmente podria cumplir estos requisisos (NYDX), aunque
no se puede excluir la posibilidad de que al menos en p33 y p36 se encuentren otro tipo de
secuencias funcionalmente analogas a RGD, en algan sitio interno de la proteina o en el
extremo carboxilo.

Existen otras posibilidades para explicar la competencia que ejerce el péptido con la
secuencia RGD en la union de p33/p36 a la pmp80, una de ellas es que la pmp80 sea una
proteina que contenga un sitio de unién a RGD muy cercano a la regién de unién con
p33/p36 y por dicha razén se impida el adecuado reconoctmiento de la pmp80 con p33/36 sin
que estas ultimas necesariamente tengan un RGD en su secuencia (Fig. 8).
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Fig. 8. Modelo que muestra la posible interaccién de las proteinas p33 y p36

con la pmp80.
a) Reconocimiento conformacional de las proteinas p33 y/o p33, con la pmp80. b) Unidn del
péptido que contiene la secuencia RGD, a la Pmp80 y la consecuente competencia por la unién
con p33 y/o p36.

Utilizando anticuerpos que reconocen a péptidos derivados de las secuencias de
putativas integrinas de Arabidopsis, se pudo detectar una proteina de aproximadamente 80
kD en la fraccion de proteinas de membrana plasmatica de dicha especie (Laval et al., 1999).
Sin embargo, en nuestros ensayos tipo western usando algunos anticuerpos que reconocen
integrinas de origen animal, fué posible detectar algunos péptidos en las membranas
plasmaticas de frijol, pero ninguna de estas bandas posee un peso de 80 kD, por lo que
suponemos que al menos en las condiciones del ensayo los anticuerpos usados no reconocen
epitopes presentes en la pmp80, a pesar de que al menos algunos de estos mismos anticuerpos
fueron capaces de afectar negativamente la unién de los protoplastos de frijol a las proteinas
p33/36.

Nuestros datos apoyan la idea de que las PRP’s juegan un papel importante, tanto en el
desarrollo normal de las plantas, como en respuesta a estimulos ambientales. El mecanismo
mediante el cual podrian realizar estas funciones consiste en el reconocimiento de proteinas
especificas en la MP, de modo similar al colageno y las integrinas en células animales. Hasta el
momento este es uno de los primeros reportes en plantas superiores, en donde se identifica a
una PRP de la ME como el ligando natural de una proteina de membrana plasmatica con
caracteristicas similares a las integrinas animales.
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