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REsUMEN 

El tema de la'transducción de señales en plantas ha sido recientemente objeto de gran interés 

en los grupos de investigación. Los componentes de las vías de señalización se han identificado 

principalmente en sistemas animales, sin embargo, en sistemas vegetales se han realizado grandes 

avances en la identificación de moléculas involucradas en la transducción de señales. En el presente 

trabajo se describe la identificación y caracterización de proteínas potencialmente relacionadas con 

la transducción de señales en frijol. Los análisis tipo northem y Southem, sobre RNA de hoja y 

DNA genómico de frijol respectivamente, mostraron secuencias homólogas a una proteína 
': .. 

adaptadora de la transducción de señales llamada Grb2. Las inmunodetecciones con anticuerpos 

anti-Grb2 en embriones de frijol mostraron la presencia de dos proteínas de 30 y 36 kDa. Debido a 

que la proteína Grb2 de animales se caracteriza por su afinidad a regiones ricas en prolina y 

tirosinas fosforiladas, se realizaron ensayos de afinidad a Poli-L-Prolina y fosfotirosinas; estos 

ensayos mostraron que las proteínas de 30 y 36 kDa no presentan afinidad por estas moléculas en 

las condiciones analizadas. Este resultado sugirió que las proteínas inmunodetectadas en frijol no 

eran homólogas de Grb2, por lo que se realizó la purificación y secuencia parcial de aminoácidos 

de la proteína de 36 kDa, para analizar su posible función. El análisis comparativo de las 

secuencias obtenidas, con las reportadas en el banco de datos sugirió que por lo menos hay cuatro 

proteínas diferentes en la banda correspondiente a 36 kDa. Una de éstas secuencias indicó cierta 

similitud con una regian de 6 aminoácidos de una proteína cinasa c-Src de humano, la cual 

posiblemente corresponda con la proteína inmunodetectada con los anticuerpos anti-Grb2. 

Posteriormente se realizó la purificación y secuencia parcial de aminoácidos de una proteína de 34 

kDa con afinidad a fosfatirosinas en embriones de frijol y el resultado indicó una similitud con una 

posible proteína relacionada con la desecación en Arabidopsis rhalial1a. Los resultados obtenidos 

sugieren que posiblemente ambas proteínas se encuentren involucradas en la transducción de 

señales en frijol. La importancia de estos experimentos radica en el establecimiento de la existencia 

de estas proteínas, y sienta las bases para definir cómo participan diversas proteínas involucradas 

en la transducción de señales y el posible papel de las proteínas de 34 y 36 kDa en estos eventos 

durante la germinación en ?haseolus vulgaris. 
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I 

INTRODUCCION 

Una de las características más relevantes de las células es su capacidad de reaccionar ante 

los cambios que ocurren en su entorno y responder a modificaciones en el medio ambiente o a 

circunstancias específicas que resultan en la inducción de funciones particulares; para ello las 

células cuentan con diversos mecanismos que les permiten percibir señales físicas (luz, 

temperatura, presión, electricidad, etc.) o químicas (hormonas, neurotransmisores, H20, etc.) y 

traducirlas a una respuesta fisiológica específica. 

Hasta el momento se ha establecido que, tanto las células animales como las vegetales 

cuentan con estructuras especializadas para la percepción de señales (Alberts el al., 1994; Damell el 

al., 1995). Dichas estructuras generalmente están constituídas por proteínas receptoras ubicadas en 

los diferentes compartimentos celulares (Alberts el al., 1994). Después de la unión a sus ligandos, 

los receptores transducen las señales hacia el interior de la célula donde estas producen 

interacciones entre el receptor y otras moléculas que llevan a las etapas subsecuentes del proceso. 

Generalmente la internalización de la señal concluye en el núcleo donde se modifica la expresión de 

grupos particulares de genes (Kretsinger 1990); normalmente éstos procesos son rápidos, 

sensibles y específicos, donde los elementos que participan en la respuesta regulan la intensidad del 

estímulo al promover o restringir la transducción de la señal generada. 

En sistemas animales muchos de estos mecanismos se han estudiado en detalle, y se han 

logrado conocer muchos de los elementos que conforman las vías de transducción de señales, así 

como su interconección con otros procesos celulares (Cohen el al., 1995). Los sistemas vegetales 

no han sido estudiados tan ampliamente como los animales, pero se conocen algunas vías que 

parecen tener componentes análogos. Sin embargo, el hecho de que las plantas sean sésiles las 

obliga a afrontar los cambios en el medio ambiente mediante un programa de desarrollo 

genéticamente flexible; en consecuencia, también deben tener variaciones en sus mecanismos de 

transducción respecto a los de los animales. Entre los elementos comunes en los mecanismos de 

transducción de señales empleados por plantas y animales se encuentran, los segundos mensajeros, 

la fosforilación y defosforilación de proteínas, presencia de receptores, proteínas G, etc. (Bowler 

y Chua 1994). 

1.1 TRANSDUCCION DE SEÑALES EN PLANTAS. 

1.1.I RECEPTORES. 

Para un crecimiento y desarrollo óptimo las plantas deben tener la habilidad de coordinar 

procesos complejos del desarrollo y al mismo tiempo detectar y responder a factores fisiológicos, 
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endógenos y ambientales. Las respuestas pueden ser clasificadas en cuatro eventos principales: 

percepción del estímulo; generación y transmisión de la señal y cambios subsecuentes en los 

procesos bioquímicos (M¡;ller y Chua 1999). Los cambios bioquímicos en las células vegetales, en 

ocasiones se traducen a procesos como la división y diferenciación celular que pueden llevar a la 

formación. de nuevas estructuras. 

Para que estos procesos puedan ser ejecutados es necesaria la participación de moléculas 

receptoras y efectoras que transmitan la señal al interior de la célula. Las moléculas receptoras 

pueden estar ubicadas en la superficie de la célula, núcleo, pared celular o en el citosol (Trewavas y 

Malhó 1997). En algunos casos, como con el receptor del fitocromo, la amplificación de la señal 

puede iniciarse cuando el ligando se une al receptor y éste se dimeriza (Furuya y Schafer 1996); en 

éste tipo de receptores, con un dominio citoplásmico similar a cinasa, la dimerización puede 

resultar en una fosforilación intermolecular y ésta a su vez provocar un cambio conformacional en 

el receptor que le permita interaccionar con otros componentes de la vía de señalización. 

La mayoría de los receptores similares a cinasas (RLK, de sus siglas en inglés: Receptor 

Like Kinase) que se han descrito poseen dominios de cinasa de serina-treonina (SerfThr); tal es el 

caso de los receptores, ERECTA y CLA V AT A 1 identificados en Arabidopsis lhaliana que 

participan en la señalización célula-célula y en la proliferación celular en el meristemo apical y floral 

(Tom er al., }996; Trotochaud el al., 1999). Los receptores similares a cinasas se han dividido en 

4 subclases que incluyen: el grupo con repeticiones ricas en leucina (LRR, de sus siglas en inglés 

Leucine-Rich Repeat), involucrados en mediar la interacción proteína-proteína; el grupo del 

dominio S, cuyos miembros tienen un dominio extracelular relacionado con la glucoproteína del 

locus-S en especies de Brassica; el grupo del dominio similar a lectina, cuyo dominio extracelular 

está relacionado con las lectinas de leguminosas y la proteína Lec 2 de Arabidopsis lhaliana; y 

finalmente el grupo de receptores que poseen un dominio extracelular con secuencias repetidas 

relacionadas al factor de crecimiento epidérmico en mamíferos, aunque su función en plantas aún 

no está muy clara (Hardie 1999). 

Algunos receptores pueden interaccionar directamente con miembros de la familia de 

GTPasas como son las proteínas G (Lin el al., 1996). La interacción de la GTPasa con el complejo 

ligando-receptor permite a la enzima unir GTP y activarse para posteriormente a su vez activar a 

otras moléculas o enzimas, ésta actividad en las GTPasas incrementa la flexibilidad en la vía de 

transducción de señales. En Arabidopsis hay evidencias que sugieren la presencia de una GTPasa 

tipo Rho en un complejo de señalización que incluye a las proteínas CLA V ATA 1 Y 3 en la 

formación del meristemo apical y floral (Trotochaud el al., 1999). 

Dentro de la familia de proteínas de unión a GTP reportadas en plantas se encuentran las 

proteínas G heterotriméricas, que se caracterizan por poseer tres sub-unidades (a, 13, y y). En su 
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fonna inactiva las subunidades ~ y y fonnan un dímero estable que en conjunto con la subunidad a 

permanecen asociadas al receptor. La unión de un ligando extracelular al receptor altera la 

conformación del receptor, el cual promueve su asociación con la proteína G heterotrimérica; el 

receptor cataliza el intercambio de GDP por GTP en la subunidad a, por lo que ésta queda.en 

forma activa y se disocia del dímero G~y. Tanto el dímero G~y como la subunidad a pueden 

interaccionar por separado con moléculas efectoras que se encuentran debajo en la cascada de 

señalización. La inactivación del mecanismo ocurre por la actividad intrínseca de GTPasa de la 

subunidad a, la cual en su fonna inactiva se vuelve a unir al dímero y en consecuencia al receptor 

(Peskan y OelmüIler 2000). 

1.1.2 SEGUNDOS MENSAJEROS. 

Cuando las células vegetales reciben una señal, el compartimento citoplásmico recibe esta 

infonnación a través de cambios en la concentración de segundos mensajeros, cuya producción es 

regulada por la activación de proteínas G, fosfolipasas, ciclasas y canales iónicos. Entre los 

segundos mensajeros que se han identificado se encuentran el ácido fosfatídico, IP3 (inositol 

(l,4,5) rrifo~fato), Ca2+, glutatión, peróxido de H, diacilglicerol, y radicales libres (Divecha e 

Irvine 1995; Trewavas y Malhó 1997). Actualmente se acepta que varios fosfolípidos pueden ser 

hidrolizados por las fosfolipasas y así generar segundos mensajeros como el IP3 y el diacilglicerol; 

de hecho hay evidencias que sugieren la existencia de un mecanismo de señalización en plantas a 

través de fosfoinosítidos (Chasan 1995). También se ha reportado que el IP3 induce la liberación 

de calcio de la vacuola y posiblemente otros organelos (Coté y Crain 1993). Algunos de estos 

segundos mensajeros como el calcio y los lisofosfolípidos pueden activar a proteínas cinasas, 

mientras que algunos como el IP3, movilizan el calcio a través de la apertura de canales. Por otro 

lado, el IP3 y otros fosfolípidos pueden unirse directamente a componentes del citoesqueleto para 

cambiar su confonnación y función en la célula (Irvine y CuIlen 1996). 

Uno de los compuestos más ampliamente utilizado como mediador intracelular es el Ca2+, 

el cual se mantiene a una concentración de - 100 nM en el citosol, mientras que en el retículo 

endoplásmico y otros compartimentos puede alcanzar hasta 100 mM (Trewavas y Malhó 1997). 

Hay organelos como la mitocondria y el cloroplasto que poseen su propio sistema de señalización 

por calcio, el cual regula la respiración oxidativa y el ciclo de Calvin (Bush 1995). Cuando una 

señal abre, en forma transitoria los canales de calcio en alguna de las membranas, el calcio fluye 

hacia el citosol e incrementa en fonna dramática su concentración local, con lo cual se modifica el 

comportamiento de las proteínas que responden al Ca2+ como la calmodulina y cinasas de proteína 

dependientes de calcio (CDPK, de sus siglas en inglés: Calmodulin-Like Qomain Erotein Kinases) 
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(Bush 1995; Harmon 1997). En las plantas el calcio desencadena una amplia variedad de 

respuestas entre las cuales se incluyen la proliferación celular (Kretsinger 1990), la respuesta 

gravitrópica (Bush 1995; Harmon 1997) y el control del volumen de la célula guarda en el 

movimiento estomatal (Blatt 2000). 

El AMPc (adenosina 3 ': 5-monofosfato cíclico) es un segundo mensajero clave en los 

organismos vivos y se encuentra presente desde las bacterias hasta los mamíferos. El AMPc actúa a 

través de la modificación de la actividad de un grupo de enzimas conocidas como cinasas 

dependientes de AMPc (Damell el al., 1995). En las plantas la presencia y función del AMPc aún 

no es claro, debido principalmente a que las metodologías utilizadas para evaluar su presencia 

carecen de la sensibilidad necesaria (Bolwell 1995). Aunque el AMPc se presenta en muy baja 

concentración en la célula vegetal (0.5-15 pmoles por g de peso fresco) (Spiteri el al., 1989), en 

algunos casos se ha observado que la adición de AMPc a extractos de plantas estimula la 

fosforilación de proteínas específicas (Sudhir y Munshi 1998). 

1.1.3 CINASAS DE PROTEINAS. 

Este mecanismo de amplificación de las señales se realiza a través de una familia de 

proteínas con actividad enzimática denominadas cinasas, las cuales son capaces de transferir el 

fosfato y del ATP a las proteínas sustrato. Estas enzimas realizan la modificación post-traduccional 

a través de fosforilaciones, mecanismo que afecta la estructura de las proteínas así como su función 

(Huber y Huber 1995). Las cascadas de fosforilación en plantas están mediadas por tres grupos 

principales de cinasas: las cinasas de serina-treonina, que fosforilan a las proteínas en residuos de 

serina y treonina; las cinasas de tirosina que fosforilan en residuos de tirosina y recientemente las 

cinasas de dos componentes, que transfieren el grupo fosfato a un residuo de histidina-ácido 

aspártico (Chang 1996). Estas fosforilaciones son reversibles y están reguladas por fosfatasas 

específicas (Naoyuki el al., 1994; Sun y Tonks 1994). Entre las proteínas que presentan actividad 

de cinasa se encuentran los RLK, los cuales transducen la señal a través de la activación de un 

dominio de cinasa; la gran mayoría de los RLK caracterizados en plantas hasta el momento, se 

autofosforilan en residuos de serina-treonina (Braun y Walker 1996; Hong-Yan y Gray 1997). 

Las cinasas de proteínas con un dominio similar a calmodulina (CDPK), en las plantas 

constituyen una familia de enzimas cuya actividad de cinasa está regulada por la unión de calcio a 

sus dominios similares a calmodulina (Harper el al., 1991). Las proteínas CDPK se han visto 

involucradas en la apertura de estomas en las células guarda de Vicia faba (Pei el al., 1996), así 

como en la fosforilación de una acuaporina en nódulos de leguminosas (Lee el al., 1995). 

Otro grupo de cinasas de proteínas que inicialmente fueron identificadas como cinasas de 

serina-treonina son las cinasas de proteínas activadas por mitógenos, conocidas comúnmente como 
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MAPKs (de sus siglas en inglés: Mitogen Activated Erotein Kinases). Este grupo de proteínas 

desempeñan funciones clave en la integración de múltiples señales intracelulares transmitidas por 

varios segundos mensajeros y por señales extracelulares tales corno bajas temperaturas (Mizoguchi 

el al., 1997), estímulos mecánicos (Mizoguchi el al., 1993), estrés salino (Mizoguchi el al., 1996) 

e inductores derivados de la pared celular (Zhang y Klessing 1998). 

Principalmente en Arabidopsis Ihaliana y Nicotiana labacum se han aislado varios cDNAs 

que corresponden a homólogos de MAPK, MAPKK Y MAPKKK (Mizoguchi el al., 1997; 

Nishihama el al., 1995). En total el número de proteínas con actividad de MAPK que han sido 

identificadas en plantas es mayor que la cantidad reportada en animales y levaduras. Este hecho 

sugiere que la cascada de MAPKs puede desempeñar una amplia variedad de funciones. En la 

Fig. 1 se describe el mecanismo de regulación de ésta familia de proteínas. 

Dentro de las proteínas con actividad de cinasa encontradas en plantas se encuentran las 

cinasas de caseína (CK, de sus siglas en inglés Casein Kinase) y las cinasas dependientes de 

ciclinas (CDK, de sus siglas en inglés Cyclin Dependent Kinase). Las primeras son enzimas 

multifuncionales que fueron identificadas utilizando caseína corno sustrato, se dividen en dos 

subfamilias (cinasa de caseína 1 y cinasa de caseína 2) y ambas fosforilan residuos de serina y 

treonina (Hardie 1999). Por otro lado, las cinasas dependientes de ciclinas participan en fases clave 

del ciclo celular, se caracterizan por estar inactivas, excepto cuando se unen a una ciclina a través 

de interacciones que incluyen al motivo conservado PSTAlRE, presente en las CDK (Jeffrey el al., 

1995). En Arabidopsis se han clonado algunos genes que codifican para CDKs y se han realizado 

experimentos que indican que las cinasas dependientes de ciclinas están involucradas en la 

regulación del ciclo celular en plantas (Hardie 1999). 

1.2 INTERACCIONES DE LAS V/AS DE SEÑALIZACION EN PLANTAS. 

En el pasado, las vías de señalización en plantas se veían corno una continuación lineal, 

desde la percepción de la señal, a la subsecuente activación de los genes. Sin embargo los avances 

de los últimos años han mostrado que en las vías de señalización hay numerosas interacciones e 

intersecciones, donde las plantas deben integrar toda esa información para poder ejecutar la 

respuesta apropiada. En la mayoría de los casos la percepción de la señal termina en la inducción de 

genes blanco, cuya expresión tiene corno consecuencia una respuesta fisiológica o a nivel del 

desarrollo. La activación de éstos genes generalmente ocurre por vías que tienen componentes en 

común en el inicio de la vía de señalización, pero que difieren en los componentes que están al 

final. 

La mayoría de las vías de señalización en plantas parecen estar reguladas a través de 

mecanismos de represión, los cuales son liberados por la percepción de una señal; ésto permite que 

haya velocidad y precisión en la respuesta. Un ejemplo de incremento en la respuesta (sinergismo) 
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ESTIMULO 

forma forma 
inactiva activa 

I MAPKKK .. MAPKKK 
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forma activa 

inactiva 

SxxxSfT .. 
MAPKK 

j forma 

forma activa 

inactiva 

'~ .. 
1, MAPK 

~ 
RESPUESTAS 

Fig. }.- REGUViCION POR FOSFOR/ViCION DE Vi CASCADA DE C/NASAS DE PROTE/NAS ACTIVADAS 

POR M/TOGENOS (MAPK). Una MAPK defosforilada (inactiva) se activa por fosforilaeión de los residuos de 

treonina y tirosina en la secuencia TxY. la fosforilación es eatalizada por una MAPK dnasa (MAPKK) localizada 

corriente arriba. Una MAPKK defosforilada (inactiva) se activa por fosforilación de los residuos de serina y treonina 

en la secuencia SxxxSIT; ésta fosforilaeión es eatalizada por una MAPKK cinasa (MAPKKK) localizada corriente 

arriba. Tomado de Mizoguehi el al., (1997). 
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entre dos vías es el efecto aditivo de la luz y citocininas sobre la inhibición de la elongación del 

hipocotilo en las semillas de Arabidopsis (M¡;lller y Chua 1999). El efecto opuesto en la vía de 

señalización se presenta cuando hay una atenuación de la respuesta (antagonismo); un ejemplo es 

cuando ABA incrementa la expresión de la cinasa en serina-treonina PKABA 1, la cual a su vez 

suprime la inducción de los genes de respuesta a ácido giberélico en células de la capa de la 

aleurona, en cebada (Gomez-Cadenas el al., 1999). 

A continuación se describen algunas evidencias de las interacciones en las vías de 

señalización, las cuales se han reportado en respuesta a diversos estímulos como: luz, azúcares, 

hormonas, desecación, etc. La mayoría de estos datos se han obtenido mediante el análisis de 

plantas transgénicas o mutantes (principalmente Arabidopsis lhaliana), por lo que se han podido 

identificar algunos de los elementos que participan en la transducción de señales. 

1.2.1 HORMONAS. 

En Arabidopsis se clonaron dos genes (AXRlrrIRI), involucrados en la señalización por 

auxinas (Gray el al., 1999), posteriormente se descubrió que estos genes también formaban parte 

de los componentes de la vía de ubiquitinación (Ley ser el al., 1993; Ruegger el al., 1998); éste y 

otros experimentos sugirieron que posiblemente la vía de ubiquitinación se puede activar en 

respuesta a. auxinas. 

Acerca de las cascadas de señalización por ácido giberélico y citocininas se conoce 

relativamente poco, sin embargo se han identificado algunos de sus componentes. La similitud en 

la secuencia entre los genes que codifican para RGA (represor de la vía de ácido giberélico) y GAI 

(insensible a ácido giberélico) así como la presencia de repeticiones de leucina en éstas dos 

proteínas sugiere que pueden interactuar como un complejo regulatorio para reprimir la señalización 

por ácido giberélico en Arabidopsis (M¡;lller y Chua 1999). También se ha observado que ésta 

hormona afecta diferentes categorías de MAPKs y CDPKs tanto a nivel transcripcional como 

traduccional (Sudhir y Munshi 1998). 

Una de las vías de transducción de señales más estudiadas es aquella que se induce por 

etileno; en Arabidopsis se sabe que cuando el etileno se une a los receptores ETR y ERS, se rompe 

su interacción y se libera la cinasa CTRI en su forma inactiva, ésto permite la des-represión de 

moléculas (posiblemente MAPKs) que están abajo en la cascada de señalización y que pueden 

regular a elementos nucleares (EIN3 y EILl-3), Y éstos pueden entonces activar factores de 

transcripción (EREBP) que controlan la expresión de genes blanco (M¡;lller y Chua 1999). 

El ácido abscísico (ABA) es una hormona vegetal cuyos niveles son inducidos bajo 

diferentes condiciones de estrés abiótico como sequía:. alta salinidad y bajas temperaturas. Se ha 

propuesto un modelo para la señalización de ABA, donde la unión de ésta hormona a un posible 

receptor inicia los eventos hacia abajo de la transducción de señales, lo cual permite la inactivación 
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de una fosfatasa que libera la represión de la vía de señalización. Se han identificado dos fosfatasas 

(ABIl y ABI2) que inhiben la expresión de los genes en respuesta a ABA inducidos por Ca2+ 

(Mpller y Chua 1999). Experimentos previos han propuesto que hay dos vías paralelas para la 

inducción genética en respuesta a estrés osmótico y ABA; una vía independiente de ABA y otra 

dependiente de ABA (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 1997). Sin embargo, hay evidencias de 

que ambas vías pueden interaccionar para activar los genes que se inducen por estrés osmótico 

(Ishitani el al., 1997). 

1.2.2 LUZ 

La luz provee a la planta, tanto de energía para la fotosíntesis, como de señales de 

información para optimizar el crecimiento y el desarrollo. Dentro de los fotoreceptores que perciben 

distintas longitudes de onda, los mejor caracterizados corresponden a los fitocromos como Phy A Y 

Phy B. Aunque éstos fotoreceptores tienen distintas funciones durante el desarrollo de la planta, se 

sabe que hay interacción entre ambas vías. Experimentos de micro inyección han mostrado que una 

posible proteína G heterotrimérica actúa como un componente arriba de Phy A en la transducción 

de señales (Bowler el al., 1994; Neuhaus el al., 1993), y que por lo menos tres vías que 

involucran Ca 2+ y/o GMPc, controlan la respuesta de Phy A después de interaccionar con el 

complejo de proteína G (Mpller y Chua 1999). La plasticidad en las respuestas durante la 

transducción de señales se debe en ocasiones a que una molécula puede estar involucrada en 

diferentes procesos un ejemplo de ello es la proteína HY5 que se ha relacionado con la señalización 

mediada por auxinas, como un regulador transcripcional en el proceso de desarrollo en el 

hipocotilo y raíz, y como un regulador positivo de la elongación celular en respuesta a la luz en 

Arabidopsis lhaliana (Moller y Chua 1999). Esta proteína es un factor transcripcional que 

promueve la fotomorfogénesis a través de su unión a genes inducibles por luz y actúa dentro de un 

complejo de 150 kDa, posiblemente en conjunto con otros factores transcripcionales. Se ha 

sugerido que HY5 puede ser fosforilada por una cinasa de caseína II y de ésta forma ser regulada 

su actividad (Hardtke el al., 2000). 

1.2.3 AZUCARES 

Recientemente se ha mostrado que los azúcares son moléculas importantes en la 

transducción de señales, principalmente por su interconección con la vía de señalización por luz y 

hormonas. Se han identificado al menos 2 vías de señalización por azúcares: una de ellas regulada 

por la hexocinasa (Jang el al., 1997), y la otra regulada por una proteína cinasa similar a SNF1 

(Németh el al., 1998). Los resultados que se han obtenido indican que la vía de señalización por 

etileno y la vía de señalización por azúcares funcionan de manera opuesta en la modulación de las 

etapas tempranas del desarrollo en plántulas de Arabidopsis (Moller y Chua 1999). Por otro lado, 
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en plántulas de la misma especie se ha observado que elevados niveles de azúcar, pueden suprimir 

la expresión de genes para la fotosíntesis (Sheen 1994). 

1.2.4 BRASINOESTEROIDES. 

Los brasinoesteroides son un tipo de hormonas que se encuentran en una amplia variedad 

de plantas y en diversos tejidos como: polen, hojas, flores, semillas y tallo, entre otras. La 

purificación química del brasinolido (componente activo de los brasinoesteroides con estructura 

esteroidal) ha permitido establecer la participación de ésta hormona en diversas respuestas 

fisiológicas como elongación de tejido vegetativo a muy bajas concentraciones, elongación 

reducida de la raíz, crecimiento del tubo polínico, termotolerancia e inducción de la biosíntesis de 

etileno (Stever y Mc Court 2001). 

En algunas plantas, se ha visto que la inducción de la biosíntesis de etileno, puede inhibirse 

por luz. En la producción de etileno se ha reportado que los brasinoesteroides pueden actuar 

sinérgicamente con auxinas activas y Ca2+. También se ha observado una acción sinérgica entre el 

ácido indolacético y los brasinoesteroides, debido a que ambos tienen un efecto similar. Por otro 

lado, se ha observado que los brasinoesteroides son poderosos inhibidores del crecimiento y 

desarrollo de la raíz (Davies 1995). Se han analizado un gran número de mutantes de Arabidopsis; 

inicialmente identificadas como mutantes en la señalización por luz y que posteriormente se 

observó que presentaban deficiencias en la biosíntesis de brasinoesteroides. Por lo tanto, se ha 

sugerido que hay una interacción entre la vía de respuesta a luz y la de brasinoesteroides (Ecker 

1997). Con el objetivo de estudiar la vía de señalización mediada por brasinoesteroides, se han 

analizado mutan tes insensibles a esta hormona. En estos experimentos se ha aislado el gen bril y 

sus respectivos alelas. BRII codifica para una proteína similar a un receptor correspondiente a una 

familia de RLK del tipo de cinasas con repeticiones ricas en leucina. Este tipo de cinasas también se 

han encontrado en los genes ERECTA (Torii et al., 1996) y CLAVA TA 1 (Clark et al., 1997) de 

Arabidopsis, por lo que se puede especular que BRIl pudiera ser un receptor de brasinoesteroides 

en plantas (M¡;ller y Chua 1999). 

1.2.5 HERIDA, DEFENSA, ESTRES. 

En las plantas el estrés por herida, estimula la síntesis del jasmonato, un derivado del ácido 

linolénico, el cual a su vez estimula la expresión de genes que codifican para inhibidores de 

proteasas. En tabaco se ha reportado la presencia de proteínas de la familia de las MAPK (WIPK) 

que se activan por herida (Seo el al., 1999). En Arabidopsis, la infección por patógenos genera dos 

vías de respuesta de defensa; una de las vías es mediada por ácido salicílico, mientras que la otra 

vía requiere la acción sinérgica de jasmonato y etileno. Cada una de las vías permite la activación de 

genes que confieren resistencia a patógenos específicos, y aunque actúan en forma independiente, 
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la vía dependiente de ácido salicílico es capaz de regular en forma negativa la vía de etileno y 

jasmonato. En respuesta al estrés por patógenos se han detectado genes que se activan 

específicamente por el producto de un gen de avirulencia (avr) presente en el patógeno fúngico 

Cladosporium fulvum (De Wit 1992). Los genes avr codifican para moléculas elicitoras que directa 

o indirectamente se unen a los receptores de la membrana plasmática vegetal. Se han detectado 

algunas moléculas que participan en éste proceso como las proteínas G, fosfatasas, H+-ATPasas 

(Vera -Estrella el al., 1994a; Vera-Estrella el al., 1994b), y cinasas en serina-treonina. 

Hay numerosos casos en donde se incrementa la expresión génica o la actividad proteica en 

respuesta a algún tipo de estrés en forma específica. Por ejemplo, la aplicación de ABA exógeno 

resulta en la acumulación de una cinasa en serina-treonina (PKABA1) en hojas deshidratadas de 

plántulas de trigo (Holappa y Walkers-Sirnrnons 1997). 

Hong el al., (1997) reportaron un receptor similar a cinasa con cuatro dominios diferentes 

que se induce por ABA, bajas temperaturas, estrés salino y deshidratación, lo cual sugiere que ésta 

cinasa probablemente tiene un papel en múltiples vías de señalización por estrés. También se sabe 

que la cascada de señalización por MAPK puede activarse por frío y desecación, vía factores de 

transcripción (Jonak el al., 1996). La mayoría de estos procesos de señalización son regulados por 

fosforilaciones y defosfonlaciones de proteínas específicas (Sudhir y Munshi 1998). 

1.2.6 PARTICIPACION DEL CITOESQUELETO. 

La dinámica del citoesqueleto está regulada por diferentes elementos que participan en la 

transducción de señales como el Ca2+. (McCurdy y Williamson 1991); las proteínas G (Takai el 

al., 1995); lípidos (Grabski el al., 1994); y algunas cinasas (Amano el al., 1997). Recientemente 

se ha documentado la modificación de los componentes del citoesqueleto en respuesta a estímulos 

como el frío (Orvar el al., 2000) y giberelinas (Wenzel el al., 2000). Bogre el al., (2000) reportó 

algunas evidencias de que las MAPK participan en la regulación del citoesqueleto y división 

celular, mientras que algunas proteínas de señalización dependientes de Ca 2+ se unen de forma 

específica a regiones del citoesqueleto y pueden responder solo a cambios en la concentración de 

calcio que ocurren en la cercanía (Trewavas y Malhó 1997). El IP3 Y otros fosfolípidos pueden 

unirse directamente a componentes del citoesqueleto y cambiar su conformación y función (Irvine y 

Cullen 1996). La Fig. 2 muestra algunos de los elementos que están involucrados en la 

transducción de señales en plantas. 
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Fig. 2.- ELEMENTOS DE LA TRANSDUCCION DE SEÑALES EN CELULAS VEGETALES. Este esquema muestra una parte de 

los componentes que se han descrito para algunas de las vías de señalización en plantas, entre los cuales se encuentran: receptores, 

GTPasas, cinasas, fosfatasas y la participación de segundos men!mjeros. 
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ANTECEDENTES 

2.1 MOLECULAS TRANSDUCTORAS EN ANIMALES. 

Uno de los temas de interés del grupo de investigación donde se desarrolló este proyecto, 

ha sido la identificación de proteínas involucradas en la transducci6n de señales en la semilla 

madura y durante la germinación en P. vulgaris. El enfoque inicial del proyecto consistió en aislar 

el gen que codifica para una proteína adaptadora, hom610ga a Grb2 en el embrión de frijol. En 

forma paralela, se inició la caracterización de dos proteínas presentes en el mismo tejido, con el 

objetivo de estudiar a los posibles elementos que participan en la transducci6n de señales en éste 

sistema. 

A diferencia de los sistemas vegetales, en los sistemas animales se han caracterizado 

ampliamente muchos de los elementos que participan en la transducci6n de señales, y se han 

propuesto modelos que incluyen la participación de receptores, ligandos específicos, proteínas 

adaptadoras, fosfolipasas, proteínas G, cinasas, fosfatasas, factores transcripcionales, etc. 

(Schenk y Snaar-Jagalska 1999; Cary y Guan 1999). La unión de un ligando a un receptor de canal 

ióruco permite que éste se abra y ocurra un cambio de potencial de membrana. Alternativamente, la 

unión de un ligando puede estimular una actividad enzimática intrínseca del receptor, o bien en la 

modulación de una proteína que transducirá la señal a través de cinasas de proteínas que, en 

interacción con segundos mensajeros, modularán la señal. Las modificaciones más comúnes son a 

través de fosforilaciones y defosforilaciones, realizadas respectivamente por cinasas y fosfatasas 

específicas para residuos de serina, treo ni na y tirosina. 

En muchos casos la transducción de señales está mediada por complejos específicos 

proteína-proteína. Comúnmente la formación de estos complejos está controlada por pequeños 

dominios modulares como aquellos que tienen homología a Src (SH2 y SH3), los cuales se 

encuentran en una gran variedad de proteínas animales (László 1999). 

2.1.1 DOMINIOS SH2. 

Los dominios SH2 son módulos proteicos de aproximadamente 100 aminoácidos, que 

están presentes en proteínas que participan y regulan vías de transducción de señales involucradas 

en el metabolismo de los fosfolípidos (Pelicci et al., 1992), fosforilación y defosforilación de 

tirosinas (Amrein et al., 1993), activación de proteínas GTPasas tipo Ras, expresión genética, 

tráfico de proteínas y estructura del citoesqueleto (Pawson 1995). In vitro se ha demostrado que 

los dominios SH2 se unen a péptidos de 5 a 10 aminoácidos que contienen un residuo de tirosina 

fosforilado. La unión al fosfopéptido se lleva a cabo por dos regiones del dominio SH2. La 
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primera es una pequeña región de residuos básicos que contiene invariablemente una Arg, la cual 

forma un puente de hidrógeno con la tirosina fosforilada del sitio de unión. La segunda superficie 

de contacto tiene una secuencia más variable entre los dominios SH2, y reconoce los residuos que 

se encuentran inmediatamente hacia el carboxilo terminal de la tirosina fosforilada, por lo que se 

deduce que la secuencia que rodea a la tirosina fosforilada determina la especificidad de la unión del 

dominio SH2 y en consecuencia, a que vía (s) de transducción de señales corresponde(n). 

2.1.2 DOMINIOS SH3. 

Los dominios SH3 son módulos proteicos compuestos de aproximadamente 50 a 70 

aminoácidos capaces de mediar interacciones proteína-proteína. Se encuentran en varias proteínas 

con actividades diversas, como algunas enzimas (fosfolipasa C y cinasas de tirosina), proteínas 

estructurales (del citoesqueleto), un conjunto de proteínas reguladoras (Proteínas G, GAP), Y 

finalmente un grupo de proteínas adaptadoras (Crk, Grb2). Todas estas proteínas tienen en común 

su participación en procesos de la transducción de señales (Morton y Campbell 1994; Schlessinger 

1994). Muchas de las proteínas que contienen dominios SH3 también poseen dominios SH2, PH y 

WW, lo que les permite un manejo más versátil de las conexiones específicas entre proteínas. 

Ensayos de unión demostraron que el sitio que reconoce el dominio SH3 es una región de 9 a 10 

aminoácidos rica en prolinas; además con datos aportados por la estructura tridimensional de varios 

dominios SH3, se estableció que existían dos clases de sitios de unión para cada uno de los 

dominios SH3 de las proteínas p85 y Src (Chen el al., 1993; Yu el al., 1994). Estos dos tipos de 

sitios de unión permiten acoplar al ligando con el dominio SH3 en dos orientaciones diferentes, 

aunque los dominios SH3 tienden a seleccionar ligandos que unen en una sola orientación (Feng el 

al., 1994). 

Los dominios SH3 presentan diferentes afinidades por distintos sitios de unión y al 

parecer, la especificidad es conferida por las interacciones entre dos regiones del dominio SH3 que 

son de secuencia variable y se encuentran en los extremos de la región hidrofóbica principal que 

reconoce la región central del sitio de unión y los residuos del sitio de unión que no son prolinas. 

Hay muchos ejemplos de interacciones mediadas por dominios SH3 entre proteínas que participan 

en las vías de transducción de señales, algunas de ellas involucran las llamadas proteínas G 

pequeñas. Un ejemplo es la interacción del dominio SH3 ami no terminal de la proteína Grb2, con 

el factor de intercambio de guanina Sos que modula la actividad de la proteína GTPasa Ras (Olivier 

el al., 1993). La Fig. 3 muestra algunas de las proteínas reportadas en animales que presentan 

dominios SH2-SH3. 

Aunque en las plantas no se han encontrado proteínas con dominios SH2-SH3; por medio 

del análisis de secuencias de aminoácidos en los bancos de datos, se pueden detectar algunas 

proteínas reportadas que presentan regiones similares a los dominios SH2-SH3 de sistemas 
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NOMBRE ESTRUCTURA TAMAÑO (kDa) EXPRESION MOLECULAS ASOCIADAS 

Grb2 ~ SH3 SH2 SH3 1- 28 Ubicua Cbl, LAT, Sos, HPK1, 
SLP-76, Shc, SHP2 

macrófagos, 
Gads --l SH3 I SH2 ~SH3 ~ 40 plaquetas, 

LAT, SLP-76, Shc, HPKl 

células T y NK 

Nck ~ SH3 I SH3 ~ SH3 ~ SH2 ~ 47 Ubicua PAK, SLP-76, Sos, Cbl, 
WASP, IRS-l, NIK. 

Familia Crk ~ SH2 ~ SH3 ~SH3 ~ 28,40,42 Ubicua Cbl, C3G, paxilina, Cas 

BLNK •• • -.....,¡ SH2 ~ 65 Celulas B y PLCy-2, Btk, NCk,Vav, 
macrófagos Grb2 

Familia Cbl ~ SH2 ~ ••• 120 Ubicua Grb2, p85,Crk,SLAP, 
SykZap -70, BLNK 

Grap --l SH3 SH2 SH3 1- 28 Linfocitos LAT, Shc, Sos, Sam 68 

Lnk ~ SH2 • 75 Linfocitos Lck, CD3~ 

Shb ...... CJI SH2 ~ 55,66 Ubicua LAT, p85, Src, CD3~ 
Grb2, PLCy-l 

Shc -C) •• ~SH2 f- 46,52,66 Ubicua SHIP, Grb2, RasGAP, Ig 
a/~, ZAP-70, CD3~ 

SLAP ---1 SH3 H SH2 ~ 34 Linfocitos Zap-70, SLP-76, Cbl, Vav, 
CD3~ 

• residuo potencial de fosfotirosina SH2 dominio SH2 

- motivo rico en prolina SH3 dominio SH3 

c::J dominio de unión a fosfotirosina O dominio PH 

Fig. 3.- ESTRUCTURA SIMPLIFICADA DE ALGUNAS PROTEINAS ADAPTADORAS CON DOMINIOS SH2-

SH3, INVOLUCRADAS EN LA TRANSDUCCION DE SEÑALES EN SISTEMAS ANIMALES. Modificado de 

Tomlinson el al., (2000). 
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SH3 ~ 

SH3 ~ 

1 SH3 

SH3 r-
~ SH3 

SH2 ~ 

Proteína hipotética de Arabidopsis F15J5 (# 7485521) 
E= 0.043 

Proteína no conocida de Arabidopsis (# 12322535) 
E = 0.11 

Cinasa, similar a ERECTA (# 3335351) Y CLAVATA 2, 
proteína similar a un receptor (# 6049566) presentes en 
Arabidopsis. 

E=7.8 

Proteína no conocida de Oryza saliva (# 10140667) 
E= 0.001 

Celulosa sintasa 5 de Zea mays (# 9622882) 
E=3.0 

Proteína Rht-Dla de Trilicum aeslivum (# CAB 51555) 
E= 112208 

Fig. 4.· PROTEINAS REPORTADAS EN PLANTAS QUE PRESENTAN DOMINIOS SIMILARES A SH2·SH3. Datos 

obtenidos con el programa BLAST-P. Los porcentajes de identidad y similitud son, respecto a los dominios SH2-SH3 

de Grb2. Los números de acceso para cada proteína están señalados entre paréntesis. 
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animales. En la Fig. 4 se presentan algunas proteínas vegetales que se reconocieron mediante 

análisis comparativos entre los dominios SH2 y SH3 de Grb2 y las secuencias reportadas en los 

bancos de datos de plantas. 

2.2 GRB2 EN LA TRANSDUCCION DE SEÑALES. 

La proteína Grb2 tiene un peso molecular aproximado de 26 kDa y es uno de los miembros 

mejor caracterizados de la familia de las proteínas adaptadoras con dominios SH2-SH3. Hasta el 

momento, ésta proteína solo se ha identificado en sistemas animales, donde se aisló por primera 

vez utilizando el receptor del factor de crecimiento epidérmico como sonda sobre un banco de 

expresión de cerebro de humano; de ahí el nombre de Grb2 (de sus siglas en inglés: Growth Factor 

Receptor Il.ound 2) (Lowenstein er al., 1992). El gen Grb2 de humanos tiene 5 exones y 4 intrones 

en 18 Kb, de los cuales solo 650 pb corresponden a la parte codificante. En sistemas animales se 

ha reportado el cDNA de Grb2 en distintos organismos (humano, Xenopus, ratón, y pollo), así 

como el gen completo en humano. Sin embargo, no hay reportes que señalen la presencia del gen o 

la proteína homóloga en plantas. aunque sí hay reportadas varias secuencias que codifican para 

proteínas que presentan dominios similares a SH2-SH3 en éstos organismos. 

La estructura de Grb2 consiste de un dominio SH2 y dos dominios SH3 en los extremos. 

A través del dominio SH2, Grb2 puede interaccionar con proteínas que poseen tirosinas 

fosfariladas, mientras que los dominios SH3 le permiten unirse a proteínas que poseen regiones 

ricas en prolina. Grb2 puede ser reclutada por los receptores que se localizan en la membrana 

plasmática, ya sea por mecanismos directos o indirectos. Los primeros ocurren por la interacción 

entre el dominio SH2 de Grb2 y la tirasina fosforilada de algunos receptores (ejem. EGF, receptor 

~ adrenérgico); mientras que los mecanismos indirectos son por la unión del dominio SH2 de Grb2 

y la tirosina fosforilada de una proteína (Shc y/o SHP) que a su vez se une al receptor (ejem. FGF, 

integrina ~4, PDGF) (László 1999). Mediante estos mecanismos, Grb2 participa como una 

proteína adaptadora que sirve de enlace entre las proteínas con actividad de tirosina cinasa y las 

moléculas blanco que se localizan debajo en la cascada de transducción de señales, incluso se ha 

propuesto un modelo donde se sugiere que la activación de la proteína Ras se debe a la interacción 

de la proteína Sos y Grb2 a través de los dominios SH3 de ésta última (Fig. 5). Sin embargo, 

estudios recientes han mostrado que hay muchas otras proteínas como: dinamina, W ASP, 

MEKK 1, que pueden unirse a los sitios SH3 de Grb2 (László 1999). La participación de Grb2 se 

ha observado principalmente en procesos como la división celular, diferenciación, regulación del 

desarrollo embrionario, y de forma indirecta en los procesos de migración y proliferación celular 

(Cheng el al., 1998; Cary y Guan 1999). 
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FACfOR DE CRECIMIENTO 
EPIDERMICO. 
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SH2 GRB2 ~ 
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Fig. 5.- MODELO DE LA PARTlCIPACION DE GRB2 EN LA VIA DE SEÑALlZACION MEDIADA POR EL FACTOR DE 

CRECIMIENTO EPlDERMICO. EN SISTEMAS ANIMALES. Se propone que cuando ocurre la interacción entre el factor de 

crecimiento epidérmico y el receptor específico, hay una autofosforilación del receptor. El dominio SH2 de Grb2 se une a la tirosina 

fosforilada, mientras que uno de los dominios SH3 interaccionan con la proteína Sos, y ésta a su vez favorece la activación de la 

proteína Ras mediante el intercambio del nucleótido GDP por GTP. Posteriormente la vía de transducción de señales continúa a 

través de la activación de cinasas (MAPK). 



2.3 SEÑALIZACION DURANTE LA EMBRIOGENESIS y GERMINACION DE LAS 

SEMILLAS. 

La embriogénesis en plantas superiores inicia con un evento de doble fertilización en el cual 

dos núcleos del esperma se fusionan con la célula huevo y el núcleo de la célula central 

respectivamente, para iniciar el desarrollo del embrión y el endospermo. En esta etapa, se expresa 

un gran número de genes, de una forma altamente coordinada, para asegurar que el cigoto se 

desarrolle en una estructura multicelular bien organizada, la cual podrá ser capaz de sobrevivir a la 

desecación, para posteriormente generar una plántula viable. 

El proceso de embriogénesis puede dividirse en tres etapas: la etapa inicial o morfogenética, 

que se caracteriza por la división celular y el inicio de la diferenciación celular seguida de una etapa 

de maduración que involucra la acumulación de los principales productos de reserva.La tercera 

etapa comprende la preparación del embrión y la semilla para la desecación, dormancia y 

germinación (Meinke 1995). Un embrión maduro consiste de al menos cinco estructuras 

principales a lo largo de su eje apical-basal: el meristemo apical del brote, los cotiledones, el 

hipocotilo, la raíz y el meristemo apical de la raíz (Harada 1999) (Fig. 6). 

. .' 

hojas foliares sobre 
el epicotilo 

cotiledones 

_---"ubierta de la 
semilla 

hipocotilo/eje 
de la radícula 

Fig. 6.- ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DE Phaseolus vulgaris DESPUES DE HABER INICIADO LA 

GERMINA ClaN. Adaptada de Moore el al .. (1998) Y Mauseth (1998). 
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Por otro lado las células vegetales pueden iniciar el desarrollo del embrión sin fertilización, 

esto es, que pueden formarse directamente sobre la superficie de un tejido organizado, de 

segmentos de tallo, de protoplastos o bien a través de un paso intermedio de formación de callo o 

de cultivos en suspensión 

Dentro de las evidencias que se han reportado en la transducción de señales, durante la 

embriogénesis se encuentran los estudios de el gen LEAFY COTYLEDON (LEC]), cuyo producto 

es un regulador de la embriogénesis, debido a que mantiene el destino celular, la identidad del 

cotiledón, la iniciación y mantenimiento de la fase de madurez (Lotan el al., 1998). Mutaciones en 

el gen PICKLE (P KL) de Arabidopsis revelaron que la señalización por ácido giberélico puede ser 

importante para controlar la embriogénesis. Estudios en trigo y Brassica juncea sugieren que las 

auxinas pueden estar involucradas en la formación del meristemo apical de la raíz y del brote 

(Harada 1999). Análisis recientes de genes necesarios para la formación del eje embrionario 

(MONOPTEROUS, HOBBIT) sugieren que la señalización entre distintas "regiones o dominios" 

embrionarios puede ser escencial para la formación de la raíz (Harada 1999), aunque se sabe que el 

destino celular generalmente está determinado por la posición (Szymkoviak y Sussex 1996). 

La señalización en el ápice del brote parece ser importante en la especificación de la 

identidad del organo; mutaciones en Arabidopsis han mostrado que si se alteran ciertos genes que 

participan en la señalización durante la embriogénesis (XTC1, AMP 1), se altera la identidad de las 

hojas de la plántula (Conway y Poething 1997). 

Al término del proceso embriogénico, la semilla puede perder hasta el 95 % de agua, y en 

estas condiciones mantenerse en latencia (dormancia) hasta que inicie la germinación. La 

germinación es el periódo de desarrollo de la planta que abarca desde la captura de agua del suelo 

hasta la emergencia de la radícula. Las semillas contienen grandes cantidades de sustancias de 

reserva necesarias para soportar el crecimiento temprano de la plántula, estas sustancias son 

principalmente carbohidratos (almidón, hemicelulosas y amiloides); grasas y aceites (triacilglicerol, 

fosfolípidos, glicolípidos y esteroles), y proteínas (albúminas, globulinas, gluteolinas, prolaminas 

y zeatinas). Durante las primeras horas de haber iniciado la germinación, se desencadena la 

inducción del metabolismo y se activan procesos como la respiración, actividades enzimáticas, 

síntesis de RNA y proteínas, hidrólisis masiva de ácidos nucleicos, así como la activación del 

metabolismo en los organelos. 

El inicio de la germinación se ha utilizado como modelo para identificar a los elementos que 

participan durante la señalización, debido principalmente a que éste es un proceso altamente 

dinámico que involucra procesos como la división celular, diferenciación y una alta actividad 

metabólica. Algunos de los elementos que se han identificado en éste proceso son los 

fosfoinosítidos y calcio, que probablemente tengan un papel importante en la expresión de a 
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amilasa inducida por giberelinas durante la germinación de arroz (Kashem el al., 2000). También 

se identificó una fosfatasa ácida con actividad específica de fosfatasa de tirosina en la inducción de 

la germinación de lenteja (Sudeep y Veena 1998); la presencia de diferentes isoformas de fosfatasa 

ácida en semillas de soya se reportó recientemente por Ferreira el al., (2000). Por otro lado, en las 

semillas maduras es característica la presencia de proteínas abundantes en la embriogénesis tardía 

(LEA, de sus siglas en inglés: Late Embryogenesis Abundant), cuya expresión puede activarse en 

respuesta a ABA (Hsing el al., 1995). Todos estos componentes reflejan claramente la intrincada 

red de eventos de transducción de señales, que ocurren durante la germinación. 

2.4 SEMILLA MADURA DE FRIJOL COMO MODELO DE ESTUDIO. 

El frijol se considera una planta de gran importancia económica en nuestro país, sus 

características nutricionales han favorecido su consumo, así como su comercialización debido a que 

es una planta de rápida germinación y las condiciones de cultivo permiten su fácil manejo. Es por 

ello que surge el interés de realizar investigaciones que contribuyan a un mejor conocimiento de los 

fenómenos biológicos y bioquímicos que se llevan a cabo durante la germinación de la semilla. 

Este trabajo se ha enfocado en la semilla madura de frijol como un modelo que permite el 

estudio de dos proteínas involucradas en la transducción de señales; ésto se debe en primera 

instancia, a fa baja actividad proteolítica encontrada en las semillas y por otro lado, a la relativa 

abundancia de ambas proteínas en el embrión. La semilla madura posee todos los elementos 

necesarios para iniciar los procesos de diferenciación y división celular durante la germinación; 

éstos componentes al estar presentes durante la maduración de la semilla permiten una correcta 

liberación hacia cada compartimento celular. La presencia de elementos de la transducción de 

señales en la semilla madura también ha sido descrito en Arabidopsis (Soderman el al., 2000); 

cebada y arroz (Hayashi el al., 2000). 

De acuerdo a los antecedentes que se tienen en plantas y animales sobre los elementos que 

participan en la transducción de señales, en este trabajo se estudió la posible presencia de una 

proteína homóloga a Grb2, y de otras proteínas que pudieran estar participando en vías análogas de 

señalización durante la germinación en las semillas maduras de frijol. 
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IIr 

OBJETIVO 

Con base en los antecedentes ya mencionados acerca de la existencia de elementos de la 

transducción de señales en sistemas vegetales, nuestro objeti vo es analizar la presencia y posible 

función de dos proteínas involucradas en la transducción de señales en la semilla madura de frijol. 

• 
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IV 

MATERIALES Y METODOS 

4.1 MATERIAL BIOLOGICO. 

En todos los experimentos se utilizaron embriones de semillas maduras de Phaseolus 

vIIlgaris L. variedad negro jamapa. Las semillas fueron desinfectadas con 10 % de cloro comercial, 

enjuagadas abundantemente con agua tridestilada y secadas a temperatura ambiente. La disección 

de los ejes embrionarios se realizó en forma manual para cada semilla y se utilizaron posteriormente 

para los análisis de imbibición y extracción de proteínas. 

4.2 IMBffiICION DE EJES EMBRIONARIOS DE FRIJOL. 

Se prepararó una charola (esterilizada y con papel humedecido en agua estéril) donde se 

colocaron los ejes embrionarios. La charola se cubrió con papel aluminio y se incubó a 25°C en 

oscuridad. En los tiempos indicados en la cinética se colectaron aproximadamente 16 ejes 

embrionarios en imbibición, se congelaron inmediatamente en nitrógeno líquido y se guardaron a 

-70°C hasta completar 96 h. 

4.3 EXTRACCION DE PROTEINAS SOLUBLES. 

Se preparó una harina triturando los ejes embrionarios (secos o congelados), se incubó en 

agitación 10 minutos, en una solución: 2.8 mM NaH2P04, 7.2 mM Na2HP04, pH 7.4 (PB), en 

una relación de 16 mg de harina por cada mi de PB. La mezcla se centrifugó por 15 min a 20,000 x 

g para eliminar el material insoluble. Para la extracción de proteínas a partir de los cotiledones y 

los nódulos se siguó la misma relación de 0.2 g de tejido por cada mi de PB, mientras que para la 

extracción en las raices, las hojas y las flores se utilizaron 0.3 g de tejido por cada mi de PB. 

4.4 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLlACRILAMIDA 

DESNATURALlZANTE (SDS-PAGE). 

Las muestras de proteína se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida 

desnaturalizante (Ausubel el al .. 1989). Cada muestra de proteína se resusupendió en proporción 

1:1 en una solución de 100 mM Tris-HCI, pH 6.8, 4 % [p/v] dodecil sulfato de sodio (SDS), 20 % 

[v/v] glicerol, 10 mM f3-mercaptoetanol, 0.2 % [p/v] azul de bromofenol (Laemmli 2X) (Laemmli, 

1970), e incubadas 5 min a 95°C. Las proteínas se separaron en un gel discontinuo de 12 % de 

acrilamida (11.676 % [p/v] acrilamida, 0.324 % [p/v] bis-acrilamida, 390 mM Tris pH 8.8, 0.1 % 

[p/v] SDS, 0.1 % [p/v] persulfato de amonio (APS), 0.04 % [v/v] TEMED). La parte 
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concentradora del gel consistió de 4.96 % [p/v] acrilamida, 0.14 % [p/v] bis-acrilamida, 130 mM 

Tris pH 6.8, 0.1 % [p/v] SDS, 0.1 % [p/v] APS, 0.1 % [v/v] TEMED (Laemmli, 1970). 

La solución de corrida contiene 25 mM Tris-HCI, 250 mM glicina, 0.1% [p/v] SDS. Se 

cargaron en los pozos las muestras de proteínas y marcadores de peso molecular pre-teñidos (Bio 

Rad) y se corrieron a 20 mA durante 2 h. 

4.5 ELECTROTRANSFERENCIA. 

Después de que las proteínas se separaron, el gel se colocó sobre una membrana de 

nitrocelulosa (Hybond-C extra; Amersham), en el cartucho de una cámara de transferencia en semi

seco, con papel filtro debajo de la membrana y encima del gel. Posteriormente, se humedeció la 

cámara con solución de transferencia (39 mM glicina, 48 mM Tris, 20 % [v/v] metanol) y se le 

aplicó una corriente inicial de 300 mA durante Ih (Sambrook et al., 1989; Ausubel et al., 1989). El 

proceso de electroforesis, electrotransferencia e inmunodetección también es llamado westem-blot. 

4.6 TINCION CON AZUL DE COOMASSIE. 

Una solución de azul de coomassie R-250 (0.1 %) en agua:metanol:ácido acético glacial 

(5:5:2) se adicionó al gel y se incubó I h mínimo con agitación. Se destiñó 1 h con una solución de 

50 % metanol, 10% ácido acético [v/v]. 

4.7 CONCENTRACION DE PROTEINAS. 

En ocasiones fué necesario reducir el volumen en las muestras para facilitar su 

manipulación; para ésto se utilizó el método de concentrado por ultrafiltración y agitación en un 

sistema de presión (Amicon Inc., Beverly. MA). También se utilizaron concentradores con un 

sistema a base de centrifugación, segun las instrucciones del fabricante (Amicon, Millipore). 

4.8 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO. 

El sobrenadan te obtenido de la extracción de proteínas solubles se pasó a través de una 

columna (5 mi) de DEAE-sefacel (Sigma). La columna se equilibró con 15 vol de PB y se 

adicionaron 3 mi del sobrenadante del extracto proteico diluído en 30 mi de PB. Después de lavar 

con 40 vol del mismo buffer, finalmente se eluyó con 50 mi de un gradiente lineal de O a 0.4 M 

NaCI en PB. Se colectaron'" 30 fracciones de I mi que fueron concentradas por precipitación 

(descrito en 4.10) y analizadas por SDS-PAGE, e inmunodetección con anti-Grb2 para localizar el 

pico de elución de las proteínas de interés. 

4.9 CUANTIFICACION DE PROTEINA TOTAL. 

La concentración de proteína en cada extracto fué determinado de acuerdo al método de 
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Bradford (1976), que consiste en un ensayo colorimétrico para medir la concentración total de 

proteína. Cada muestra analizada se aforó a un volumen de 800 ¡.tI con agua y se adicionaron 200 

¡.tI del reactivo de Bradford, se agitó durante unos segundos, y después de 15 min de incubación a 

temperatura ambiente se midió la absorbancia a 595 nm de las muestras en una microcelda. 

4.10 PRECIPITACION DE PROTEINAS. 

En algunos casos se utilizó el método de precipitación de proteínas con ácido 

tricloroacético (TCA) que desnaturaliza las proteínas y deoxicolato (DOC), como acarreador para 

visualizar el precipitado. El TCA se adicionó a una concentración final de 7.6 % Y DOC a 0.15 %; 

las muestras se incubaron a 4° C durante 1 h, Y se centrifugaron a 14,000 x g durante 15 mino Los 

precipitados se resuspendieron en buffer de Laemmli 2X. 

4.11 INMUNODETECCION. 

A los filtros de nitrocelulosa donde se transfirieron las proteínas se les adicionó la solución 

de bloqueo que consiste en 5 % [p/v] leche descremada en polvo disuelta en 0.05 % Triton X-lOO, 

140 mM NaC!, 2.8 mM NaH2P04, 7.2 mM Na2HP04, pH 7.4 (PBS-T) y se incubaron l ha 

50°C. Posteriormente, se les adicionó un anticuerpo policlonal anti-p30 (donado por la Dra. E. 

Bearer-, Brown University, Providence, Rl. USA) ó anti-Grb2 (Sta Cruz Biotechnology) diluído 

1 :2000 en PBS-T y se incubaron 2 h a temperatura ambiente. Se hicieron tres lavados de 15 min 

cada uno con PBS-T. Después se les adicionó un anticuerpo contra inmunoglobulina de conejo 

asociado a fosfatasa alcalina, diluído 1 :5000 en PBS-T y se incubaron 1 h a temperatura ambiente. 

Se lavaron tres veces con PBS-T y se revelaron en un buffer de 0.1 M Tris-HCl, 0.1 M NaC!, 2 

mM MgCI2, pH 9.5 con 0.6 mM Nitro azul de tetrazolio (NBT) y 0.07 mM 5-bromo-4 cloro-3-

indolil fosfato (BCIP), los cuales son los sustratos de la fosfatasa alcalina. La reacción enzimática 

produce una señal dada por la reacción química de la enzima y sus sustratos (Bio-Rad 1994). Para 

la inmunodetección con anticuerpos anti-profilina (amablemente proporcionados por el Dr. F. 

Sánchez, Instituto de Biotecnología de la UNAM, Cuemavaca, Morelos, México) se utilizó una 

dilución del anticuerpo 1:5000. En el caso de la inmunodetección con anticuerpos anti-fosfotirosina 

(Zymed) se siguió básicamente la misma metodología, con una dilución del anticuerpo primario 

1:300. 

4.12 PURIFICACION DE ANTICUERPOS POR INMUNOABSORCION. 

Se corrieron extractos de plaquetas en un gel de 12 % de acrilamida con marcadores de 

peso molecular en los extremos. Después de la electroforesis éstos extractos se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa y se realizó una inmunodetección con anticuerpos anti-Grb2 (descrito 
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en 4.11). Esto se hizo solo con los carriles de los extremos, para utilizarlos como referencia para el 

resto de la membrana y poder cortar los segmentos de interés (proteína Grb2 de 26 kDa). Los 

fragmentos de membrana se bloquearon con 3% BSA en PBS, durante 1 h a 50°C. Posteriormente 

se incubó con el anticuerpo anti-Grb2 (l/lO) en PBST durante toda la noche a 4°C. Se hicieron 5 

lavados con PBST, y 3 lavados con PBS, durante 15 min cada uno. La solución fué drenada· 

completamente y los anticuerpos se despegaron de la membrana, incubando los fragmentos con 

200 ¡¡l de 50 mM HCI, pH 3 durante 5 mino Inmediatamente después, se adicionó 10 ¡¡I de 1M 

Tris pH 11.5, para neutralizar la solución. De los 210 ¡¡l obtenidos con el anticuerpo purificado, se 

utilizaron lOO ¡¡I para realizar una inmunodetección. 

También se realizó la inmunopurificación de anticuerpos anti-Grb2, contra la proteína de 36 

kDa presente en el embrión de la semilla. La metodología utilizada para su purificación fué la 

misma que se describió anteriormente, excepto que en el gel de acrilamida se corrió extracto de 

embrión de frijol. 

4.13 ENSAYO DE UNION DE LAS PROTEINAS DE 30 Y 36 KDa A POLI-L-PROLINA. 

4.13.1 Acoplamielllo de poli-L-prolilla a sefarosa activada COIl bromuro de cianógeno. 

La metodología utilizada fué, con base en una modificación del método de Lindberg el al., 

(1988). Se utilizaron 2.5 g de sefarosa 4B activada con bromuro de cianógeno (Sigma, No. de 

catálogo C-9l42), la cual se resuspendió en 30 mI de 10 mM HCI y se lavó en vacío con 75 mI de 

la misma solución. Posteriormente con el mismo sistema se lavó la resina con una solución de 

acoplamiento (0.1 M NaHC03 , 0.5 M NaCI, pH 8.0). Se centrifugó a 20,000 x g durante 30 

min a 4°C y se eliminó el sobrenadan te sin dejar secar la resina. Posteriormente se disolvieron 60 

mg de poli-L-prolina (P.M.(vis) 13,800) (Sigma, No. de catálogo P-2129), en 20 mI de PBS; ésta 

• se adicionó a la resina y se incubó toda la noche a 4°C, en agitación. Se tomó una alícuota del 

sobrenadante antes y después de esta incubación para medir el porcentaje de acoplamiento de la 

poli-L-prolina a la resina, el cual se midió con base en la absorbancia de las muestras a 230 nm. El 

porcentaje de acoplamiento obtenido fué de 50 %. A partir de éste paso, todo el proceso se realizó a 

4°C. Posteriormente, la resina se lavó por sedimentación (para eliminar los restos de poli-L-prolina 

que no se unió) con la solución de acoplamiento. El proceso se repitió 3 veces. Después se lavó 3 

veces con una solución de bloqueo (0.7 M Tris, 0.8 M glicina, pH 8.0) para neutralizar los grupos 

activos remanentes en la sefarosa, y se incubó 3 h en ésta solución después del último lavado. 

Después, se realizaron 5 ciclos de lavado intercalando la solución de acoplamiento y 0.1 M 

CH3C02Na, pH 4. Posteriormente se lavó con la solución A (60 mM PIPES, 2 mM MgCI2 en 

PBS, pH 7.4), seguido de un lavado con 6M urea en 50 mM Tris-HCl, pH 7.4. Finalmente la 
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resina (lml) se montó en una columna y se equilibró con 20 vol de la solución A. 

4.13.2 Ensayo de unión de las proteínas de 30 y 36 kDa a poli-L-prolina. 

Se realizó la extracción de proteína a partir de harina de embrión, en una relación de 16 mg 

de harina por cada mI de solución A (descrito en 4.3). Del sobrenadante obtenido, se tomaron 3 mI 

y se pasaron por la columna previamente equilibrada. Posteriormente se lavó la columna con 40 

vol de la solución A y después se realizaron las eluciones, reportadas como selectivas para Grb2, 

profilina y V ASP (Bearer el al., 2000) con 3 mI de cada una de las siguientes soluciones: 5 mM 

Mg-ATP en solución A, seguido de una solución 0.3 M MgCI2, lmM EGTA, 100 mM NaC!, 50 

mM Tris-HC!, pH 7.4 (para liberar filamentos de actina). Enseguida se realizó una elución con 3 M 

urea en Tris-HC!, pH 7.4, Y finalmente con 6 M urea en la misma solución. Las fracciones 

obtenidas fueron analizadas por geles de 12 % de acrilamida teñidos con azul de coomassie y por 

inmunodetección con anticuerpos anti-Grb2. 

4.14 ENSAYO DE UNJON A FOSFOTIROSJNA DE LAS PROTEJNAS DE 30 Y 36 KDa. 

Se disolvieron y lavaron 250 mg de O-FosfoL-tirosina acoplada a agarosa (Sigma) en H20 

tridestilada, para eliminar la lactosa utilizada como estabilizador; posteriormente, éste material se 

montó en una columna (800 III de resina) y se equilibró con 15 vol de una solución B (20 mM 

HEPES, 1 mM NaC!, 10 mM MgCI2, ImM EGTA, 0.1 mM ortovanadato de sodio, 0.1 mM 

pirofosfato de sodio (inhibidores de fosfatasas), pH 7.0). De las fracciones obtenidas de la 

columna de intercambio aniónico (fracc. 7-14), se concentró su vol (descrito en 4.7) hasta 1 mI y 

se mezcló con lml de la solución B. Esta muestra se pasó por la columna previamente equlibrada, 

y posteriormente se lavó con 40 vol de la solución B. La elución de las proteínas con afinidad a 

fosfotirosina se realizó con 3 mI de 1M KCI en solución B. Las fracciones obtenidas fueron 

analizadas por geles de 12 % de acrilamida teñidos con azul de coomassie y por inmunodetección 

con anticuerpos anti-Grb2. 

4.15 PURIFICACJON DE PROTEJNAS CONTENIDAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA. 

Las proteínas de 34 y 36 kDa, obtenidas de la columna de unión a fosfotirosina y de la 

columna de intercambio aniónico respectivamente, fueron analizadas por electroforesis en un gel 

de poli-acrilamida para una posterior purificación de la banda de interés. Para ésta purificación, se 

concentró el vol de las fracciones 1-2, de tres purificaciones independientes de la columna de 

fosfotirosina. Por otra parte se concentró el vol de las fracciones 1-6, de seis purificaciones 

independientes de la columna de intercambio aniónico. Ambas muestras fueron analizadas por 

separado en geles de 10 % acrilamidajunto con marcadores de peso molecular. La electroforesis se 
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realizó de acuerdo a la técnica descrita en el punto 4.4, excepto que las soluciones fueron 

preparadas con H20 grado HPLC (filtrada a través de una membrana de 0.22 JLM), filtradas 

nuevamente y utilizadas a menos de tres dias de su preparación. Todo el material fué lavado 

exhaustivamente y se incrementaron las condiciones de limpieza para evitar la contaminación por 

queratinas. 

Al final de la electroforesis cada gel se tiñó con azul de coomassie (solo el tiempo necesario 

para visualizar las bandas) y desteñido con una solución de 50 % metanol, 10 % ácido acético. Las 

bandas correspondientes al peso molecular de las proteínas de 34 kDa (aprox. 7 ¡.tg) y 36 kDa 

(aprox. 5 ¡.tg) fueron cortadas del gel con una navaja nueva y se colocaron en un tubo eppendorf, 

posteriormente los fragmentos se lavaron 2 veces con 50 % acetonitrilo durante 3 min en agitación. 

Después de eliminar el exceso de líquido, la muestra se almacenó a -20°C. En forma paralela se 

cortaron fragmentos del mismo gel en donde se analizaron las muestras, a éstas se les aplicó el 

mismo tratamiento y se utilizaron como un control del "fondo" presente en el gel. Las muestras 

fueron enviadas a la Universidad de Harvard para obtener la secuencia parcial de aminoácidos de 

péptidos derivados de cada proteína. 

4. 16 EXTRACCION DE DNA DE PLASMIDO. 

Para la obtención del DNA plasmídico donde se encuentra clonado el cDNA de Grb2, se 

inocularon 5 mI de medio LB (para l litro de medio: 10 g bacto-triptona, 5 g bacto-extracto de 

levadura, 10 g NaCl) conteniendo el antibiótico adecuado, con una colonia aislada y se incubaron a 

3rC toda la noche con agitación vigorosa. Se tomaron 1.5 mI del cultivo, se pasaron a un tubo 

eppendorf y el cultivo se centrifugó por 1 min a 14, 000 x g. Se eliminó el sobrenadante y la 

pastilla bacteriana se resuspendió en 100 ¡.tI de la solución 1 fría (50 mM glucosa, lO mM EDTA, 

25 mM Tris-HCI, pH 8.0). Después de incubar el tubo durante 5 min a 4°C, se adicionaron 200 ¡.tI 

de la solución II recién preparada (0.2 N NaOH, 1% SDS) y se incubó 5 min en hielo. 

Posteriormente se adicionaron 150 ¡.tI de la solución III fría (5 M KOAc), se mezcló suavemente 

por inversión y se colocó 5 min en hielo. Después de éste tiempo el tubo se centrifugó 15 min a 

4 oC y el sobrenadante obtenido se transfirió a un tubo nuevo. Se adicionó un vol igual de fenol

cloroformo, y se mezcló con ayuda de un agitador tipo vortex. Se centrifugó I min a 14, 000 x g y 

la fase superior se transfirió a un tubo nuevo. Se le añadieron un décimo de volumen de 3 M 

NaOAc y tres volumenes de etanol, se mezcló con un vortex y se dejó el tubo a -20°C durante 20 

mino Posteriormente se centrifugó 15 min a 14,000 x g y se eliminó el sobrenadante. Una vez 

drenado el líquido se adicionó 1 mI de 70 % etanol para eliminar el exceso de sales y se volvió a 

centrifugar. Se eliminó el sobrenadante y la pastilla se secó con vacío. Finalmente la pastilla de 
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DNA se resuspendió en 50 !JI de H20 tridestilada estéril con I !JI de RNasa H (1.6 U/!JI, 

Boehringer) y se almacenó a -20°C. 

4.17 AMPLIFICACION DEL cDNA DE Grb2. 

Con base en el alineamiento de secuencias de cDNA reportadas para Grb2 se diseñaron los 

siguientes oligonucleótidos complementarios a dos regiones del extremo terminal amino (Grb2-U, 

Grb2-I ) y una del terminal carboxilo (Grb2-L). 

Grb2 -U: 5' GCT-GAG-CTI-CAA-AAG-GGG-G 3' Tm 60°C. 

Grb2 -1: 5' CAT-CCG-TGG-TIT-TIT-GGC-AAA 3' Tm 60°C. 

Grb2 -L: 5' AAT-TGC-GGG-GAA-ACA-TGC-C 3' Tm 58°C 

Las Tm se calcularon con el método: 2 (A+ T)+ 4 (C +G). 

Estos oligonucleótidos fueron selecionados mediante el programa "OLIGO 4.0" como 

secuencias compatibles para ser utilizados como iniciadores en una reacción de PCR. La reacción 

de amplificación se realizó bajo las siguientes condiciones: 

*Platinum PCR mix 45 !JI (del paquete de PCR, Gibco-BRL) 

oligo Grb2-U (5 mM) 1 !JI 

oligo Grb2-L (5 mM) I !JI 

DNA (50 ngl!JI) I !JI (obtenido según la técnica descrita en 4.16) 

aceite mineral 30 !JI 

Las temperaturas empleadas fueron: desnaturalización: 5 min 95°C; alineamiento: I min 

55°C; extensión 1.5 min n°c. 

4.18 AMPLlFICACION DE SECUENCIAS SIMILARES A Grb2 EN DISTINTAS 

CONDICIONES. 

Amplificación a partir de cDNA de hoja de frijol. 

*Platinum PCR mix 45 !JI (del paquete de PCR, Gibco-BRL) 

oligo Grb2-U (5 mM) I !JI 

aligo dTl2 (lOO ng/!JI) I !JI 

cDNA I !JI (obtenido según la técnica descrita en 4.20) 

aceite mineral 30 !JI 
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Las temperaturas empleadas fueron: desnaturalización: 5 min 95°C; alineamiento: I min 

50°C; extensión 1.5 min n°c. 

Amplificación a pa/1ir de un banco de cDNA de plántula de soya. 

*Platinum PCR mix 45 ¡ll (del paquete de PCR. Gibco-BRL) 

oligo Grb2-I (5 mM) I ¡.tI 

oligo Grb2-L (5 mM) I ¡.tI 

DNA (40 ng /¡.tl) I ¡.tI 

acei te mineral 30 ¡.tI 

Las temperaturas empleadas fueron: desnaturalización: 5 min 95°C; alineamiento: I min 

48°C; extensión 1.5 min n°c. 
* 22 U/mI del complejo Taq DNA polimerasa-anticuerpo Platinum Taq, 22 mM Tris-HCl (pH 

8.4),55 mM KCI, 1.65 mM MgCI2, 220 ¡.tM dGTP, 220 ¡.tM dATP, 220 ¡.tM dTTP, 220 ¡.tM 

dCTP y estabilizadores. 

Todos los oligonucleótidos se sintetizaron en la Unidad de Síntesis del Instituto de 

Biotecnología-UNAM. 

Los productos de la amplificación se analizaron por electroforesis en geles de 1% de 

agarosa teñidos con bromuro de etidio (descrito en 4.21), posteriormente se transfirieron a una 

membrana de nitrocelulosa para realizar una hibridación tipo Southern (descrito en 4.25), e 

identificar a los productos de PCR que fueron complementarios al cDNA de Grb2 y así continuar 

con su aislamiento y purificación. 

4.19 HIBRIDACION POR NORTHERN BLOT. 

4.19.1 Obtención de RNA a partir de hojas de frijol. 

Se pulverizó I g de tejido en nitrógeno líquido en un mortero; el tejido congelado se colocó 

en un tubo corex y se adicionaron 1- 1.5 vol de una solución de 20 mM MES, 20 mM EDTA, 8 M 

guanidina-HCI, 50 mM ~-mercaptoetanol (después de esterilizar la solución); posteriormente se 

mezcló en un agitador tipo vortex y se adicionó I vol de fenol/cloroformo, nuevamente se agitó en 

vortex durante l min y se colocó en hielo. El tubo con la muestra se centrifugó a 7,000 x g durante 

45 min a 4°C. Al final se tomó la fase superior y se colocó en otro tubo donde se le adicionó l vol 

de isopropanol, se mezcló por inversión y se incubó a 4°C durante l h. Nuevamente se volvió a 
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centrifugar en las mismas condiciones durante 30 min, se lavó la pastilla con 70 % etanol y se 

centrifugó en las mismas condiciones pero solo por 5 mino Se decantó el sobrendante y la pastilla 

se resuspendió en 1 mI de H20 tridestilada estéril. Posteriormente se adicionaron 500 ¡LI de 6 M 

LiCI, se mezcló por inversión y se incubó toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se centrifugó 15 

min a 7,000 x g, la pastilla se lavó con 70 % etanol y se centrifugó nuevamente durante 7 mino 

Finalmente se resuspendió en 50-100 ¡LI de H20 tridestilada estéril y se tomó 1 ¡LI para cuantificarlo 

en un espectrofotómetro. Se analizaron 3 ¡LI en un gel de 1.2 % de agarosa teñido con bromuro de 

etidio (Sambrook et al., 1989) para comprobar la estabilidad del RNA. 

4.19.2 Transferencia del RNA del gel de agarosa a una membrana nylon (transferencia capilar). 

El gel se colocó encima de un soporte de vidrio cubierto con papel filtro (ADV ANTEC, 

MFS 3MM), que se mantuvo en un depósito en contacto con una solución de SSC 10X. Encima 

del gel se colocó la membrana de nylon (del mismo tamaño del gel), evitando la formación de 

burbujas. Encima se colocaron tres capas de papel filtro (ADV ANTEC, MFS 3MM) y varias capas 

de toallas de papel absorbente. Finalmente se colocó un objeto con un peso aproximado de 0.8-1 

Kg, lo cual fomenta la transferencia por capilaridad. 

Después de aproximadamente 12 h de transferencia, el RNA se fijó a la membrana con una 

solución de 0.05 M NaOH durante 5 min y finalmente se lavó con SSC 2X para quitar el exceso de 

NaOH. 

4.19.3 Hibridación de sondas marcadas radioactivamente a ácidos nucleicos inmovilizados 

La membrana de nylon con el RNA transferido se colocó en una solución de SSC 2X, y 

después se colocó en un tubo de acnlico donde se sumergió en una solución de: 

20% SOS 3.5 mI 

2M NaH2P04 (pH 7.2) 

0.5 M EDT A (pH 8) 

H20 tridestilada 

1.5 mi 

20 ¡LI 

5 mi 

El tubo se mantuvo en un horno de hibridación a 65°C con agitación durante 1 h (pre

hibridación). Posteriormente, se agregó la sonda marcada radioactivamente a la solución con el 

filtro, y se incubó durante 12 h a 55°C. Al ténnino de éste tiempo se desechó o guardó la solución 

y el filtro se sumergió en una solución de SSC 2X, 0.1 % SDS a 55°C y se mantuvo en agitación 

durante 15 mino Posteriormente, se analizó la señal de radioactividad con un contador Geiger en la 

zona de hibridación, con respecto al resto de la membrana (para deducir si el "fondo" radioactivo 

interfiere con la señal). Si esto es así, se vuelve a lavar la membrana con una solución de SSC IX, 
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0.1 % SDS a 55°C por 15 mino Cuando la señal de "fondo" persiste, se disminuye la concentración 

de SSC hasta O.IX y se continúa con el proceso. Finalmente se lavó la membrana varias veces con 

una solución de SSC 2X y se cubrió con una película de plástico. La membrana se expuso en una 

película X OMAT, a-70°C durante 24 h aproximadamente. 

4.20 OBTENCION DE cDNA DE HOJA DE FRIJOL. 

Se tomaron 15 JlI del RNA obtenido de acuerdo al método descrito en el punto 4.19.1, se 

adicionó I JlI de DNAsa libre de RNAsa (1 U, Boehringer) y se incubó durante 15 min a 37°C. El 

tubo se colocó 15 min a 75°C e inmediatamente en hielo. Se midió nuevamente la concentración por 

espectrofotómetro. En un tubo nuevo se colocaron 5 Jlg de RNA, se adicionaron 2 pmoles de oligo 

dT y se aforó a 12 JlI con H20 tridestilada estéril. Se incubó a 70°C durante 10 min e 

inmediatamente se colocó en hielo. Posteriormente, se adicionaron los siguientes reactivos del 

paquete M-ML V re\'erse trallscriptase de Gibco-BRL: 

4 JlI 5X buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8.3,375 mM KCI, 15 mM MgCI2 ) 

2 JlI 0.1 M DTT 

I JlI 10 mM mezcla de dNTP 's 

1 JlI inhibidor de RNAsa (40 U, Boehringer) 

Se mezcló con cuidado y se incubó durante 10 min a 37°C. Después se adicionó I JlI (200 U) de la 

enzima transcriptasa reversa M-MLV, se mezcló suavemente y se incubó 50 min a 3rc. La 

reacción se inactivó a 75°C durante 15 min, se adicionó I JlI de RNasa H (1.6 U/JlI) y se incubó 

durante 20 min a 3rC, finalmente se volvió a inactivar la enzima a 75°C durante 15 min y el cDNA 

obtenido se almacenó a -20°C. 

4.21 ELECTROFORESIS DE DNA EN GELES DE AGAROSA. 

Para este trabajo se utilizaron geles de 1 % de agarosa en buffer 0.04 M Tris-acetato, 1.0 

mM EDTA (TAE IX). La concentración utilizada de bromuro de etidio fué 0.5 Jlg/ml. Los geles se 

corrieron a 80 volts en cámaras de electroforesis horizontales con buffer TAE IX. 

4.22 PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA CONTENIDOS EN GELES DE 

AGAROSA. 

Se cortó la banda de interés del gel de agarosa con una navaja nueva y se colocó dentro de 
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un tubo eppendorf. Posteriormente se procedió a separar el DNA del resto de los componentes del 

gel. Para ello se utilizó el paquete de GENECLEAN BIO-I0l de acuerdo a las instrucciones del 

fabricante. El sobrenadante obtenido se llevó a un volumen de 100 ¡.tI con H20 tridestilada estéril y 

se continuó con la purificación, utilizando el paquete de purificación de fragmentos de PCR de 

Boehringer, hasta obtener el DNA en aproximadamente 50 ¡.tI de H20 tridestilada estéril. 

4.23 MARCAJE RADIOACTIVO DE UNA SONDA DE DNA. 

Para el marcaje radioactiva de sondas de DNA se utilizó el paquete de marcaje random 

primer (Amersham), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. 

El fragmento de DNA utilizado fué el producto de la amplificación del cDNA de Grb2, el 

cual se purificó según la técnica descrita en el punto 4.22. Se tomaron aproximadamente 25 ng de 

DNA (templado), se aforó a 10 ¡,tI con H20 tridestilada estéril y se incubó durante 5 min a 95°C, 

inmediatamente después se colocó en hielo, donde se le adicionaron los siguientes reactivos: 

cebador o prímero 5 ¡,tI 

buffer IOX 5 ¡,tI 

H20 15 ¡,tI 

dATP 4 ¡,tI 

dGTP 4 ¡,tI 

dTTP 4 ¡,tI 

dCTP-32p (lO ¡,tCi) 2 ¡,tI 

enzima klenow 2 ¡,tI 

La reacción se incubó durante 3 h a 25°C y al término se midieron las cpm (cuentas por 

minuto); posteriormente, para eliminar la marca radioactiva no incorporada la reacción se aforó a un 

volumen de 100 ¡,tI con H20 tridestilada estéril, se adicionó un décimo de vol de 3 M NaOAc y 3 

vol de etanol. Esta mezcla se incubó durante 30 min a -20°C y después se centrifugó 10 min a 

14,000 x g. El sobrenadante radioactiva se eliminó de manera adecuada y la pastilla de DNA se 

lavó con 70 % etanol; después de drenar el líquido, se resuspendió en 50 ¡,tI de 0.1 N NaOH. 

Nuevamente se midieron las cpm para cuantificar el porcentaje de incorporación de la marca 

radioactiva en el DNA. 

33 



4.24 OBTENCION DE DNA GENOMICO DE FRIJOL. 

Se pulverizaron en un mortero, con nitrógeno líquido, 5 g de hojas de frijol. El tejido 

congelado se colocó en un tubo de polipropileno, el cual previamente se mantuvo a 65°C con 10 mI 

de buffer de extracción (1 % sarcosil, 0.8 M NaCI, 0.022 M EDTA (pH8.0), 0.22 M Tris-HCI (pH 

7.8), 0.8 % CTAB, 0.14 M manitol), y se adicionaron 14 ¡.tI de j3-mercaptoetanol e 

inmediatamente después 1 vol de cloroformo-alcohol isoamílico (24: 1), se mezcló por inversión y 

se volvió a incubar a 65°C durante 10 min con inversión ocasional. Durante este tiempo, el tubo se 

destapó periodicamente para evitar acumulación de presión debido al gas generado. Al término de 

éste tiempo se centrifugó a 11,000 x g durante 5 min a 4°C, se tomó la fase superior y se colocó en 

un tubo nuevo donde se adicionó 1 vol de isopropanol, se mezcló por inversión y se centrifugó en 

las mismas condiciones durante 10 mino Se decantó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 

2 mI de H20 tridestilada estéril, posteriormente el volumen fué distribuido en tubos eppendorf, 

donde se adicionó 1 vol de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico (25:24: 1), se mezcló en vortex y se 

centrifugó 5 min a 14,000 x g. La fase superior se colocó en un tubo nuevo, éste paso se repitió 

varias veces. El DNA se precipitó durante 1 h a -20°C, con 1 décimo de vol de 3 M NaOAc y tres 

vol de etanol. Al final del tiempo se centrifugó 15 min a 14,000 x g, se decantó el sobrenadante y 

la pastilla se resuspendió en 1 mI de H20 tridestilada estéril. Se le adicionó 1 ¡.tI de RNasa H (1.6 

U/I.d, Boehringer) y se almacenó a -20°C. 

4.25 HIBRIDACION POR SOUTHERN BLOT. 

4.25.1 Separación de los fragmentos de DNA genómieo. 

Se digirió una cantidad apropiada de DNA genómico de frijol con las enzimas de restricción 

Eco RI, Hind II y Hind III (aprox. 10 ¡.tg de DNA para cada digestión). Posteriormente fueron 

analizadas en un gel de I % de agarosa teñido con bromuro de etidio. Al terminar la electroforesis, 

se tomó una fotografía del gel en el transiluminador de luz ultravioleta junto con una regla como 

marca para ver la disposición de las bandas. 

4.25.2 Transferencia del DNA del gel de agarosa a una membrana de nylon e hibridación con la 

sonda marcada. 

El protocolo de transferencia y las condiciones de hibridación fueron las mismas que se 

utilizaron para el northern blot, excepto que la transferencia se realizó con una solución de 0.4 N 

NaOH y al final la membrana se lavó con una solución de SSC 2X. Después del proceso de 

hibridación y lavado, la membrana se expuso en una película X OMA T a -70°C durante 3 di as en la 

hibridación con DNA genómico, y 30 min para las hibridaciones con los productos de PCR. 

34 



4.26 TITULACION DEL BANCO GENOMICO DE FRIJOL. 

El banco genómico (amablemente proporcionado por la Dra. Helena Porta del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM, Cuernavaca, Morelos, México), fué construído en el vector A. DASH 

n. El título obtenido en la primera amplificación del banco fué 3.2 xlO 9 ufp Iml. 

En todos los experimentos de titulación, tamizado, y amplificación del banco, se utilizó la 

cepa E.coli MRA. La preparación de las células consistió en inocular 5 mI de medio LB, 

suplementado con 0.2 % maltosa y 10 mM MgS04 con una sola colonia de la cepa MRA, que se 

crecieron toda la noche a 30°C. Posteriormente, se ajustó la concentración celular a una 0.0. de 

0.5 y se centrifugaron durante 5 min a 3,000 x g, se decantó el sobrenadante y la pastilla celular se 

resuspendió en 10 mM MgS04 para obtener 600 ¡.tI de células con una 0.0. de 0.5 por cada caja 

de 150 mm. Finalmente, el concentrado celular se guardó a 4°C, por un período menor a tres dias. 

Se realizaron las diluciones del banco, 10.3, 10.4, 10'5, 10.6 ; en medio SM (para 50 mI de medio: 

0.01 % gelatina, 0.58 g NaC!, 0.2 g MgS04 '7H20, 5 mI 1M Tris-HCI, pH 7.5). La infección de 

las células con los fagos se realizó en tubos eppendorf, adicionando 200 ¡.tI del concentrado de las 

células en cada tubo, y un volumen estándar (menor de 100 ¡.tI) de cada dilución del banco a cada 

tubo. Los tubos se mezclaron suavemente por unos segundos y se incubaron a 37°C durante 15 

min sin agitación. Las células ya infectadas fueron mezcladas con agar suave (0.7 % de agarosa en 

medio LB) a una temperatura de 42°C, contenidos en tubos de ensayo. Posteriormente el agar 

suave se vació sobre cajas de Petri con medio de cultivo sólido (1.5 % agar en medio LB), 

cuidando de extender perfectamente el agar sobre toda la superficie del medio de cultivo. Las cajas 

se secaron e incubaron a 37°C durante 12 h. 

4.27 BUSQUEDA EN EL BANCO GENOMICO DE FRIJOL PARA AISLAR CLONAS CON 

UNA SECUENCIA SIMILAR A Grb2. 

Para la detección de clonas genómicas con secuencias similares a Grb2, se utilizó como 

sonda el producto de la amplificación del cONA de Grb2, el cual se purificó y marcó en forma 

radioactiva (descrito en 4.22, 4.23). Inicialmente se plaquearon 3 x 10 5 ufp del banco genómico, 

y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, de acuerdo a la siguiente metodología. 

Con los datos de titulación del banco, se hicieron diluciones para plaquear 6 cajas de Petri 

de 150 mm con 5 x 10 4 ufp por cada caja. La dilución, infección y plaqueo se realizó como se 

describe en el protocolo de titulación de los fagos. Después de plaquear las células infectadas las 

cajas se incubaron 12 h a 37°C y después 2 h a 4°C. Por otro lado se cortaron membranas de 
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nitrocelulosa (Hybond-C, Amersham) del mismo tamaño que la caja de Petri (8 membranas, 2 para 

cada caja). Posteriormente, se colocó una membrana en cada caja y se transfirió durante 2 min, y 

durante 4 min para el duplicado de la membrana. Durante éste tiempo se hicieron tres marcas en la 

membrana y medio de cultivo con una aguja estéril, de tal manera que las membranas quedaron 

perfectamente orientadas sobre el medio. Posteriormente, cada membrana se incubó en una 

solución de desnaturalización (1.5 M NaCI, 0.5 M NaOH) durante 2 min, luego se eliminó el 

exceso de solución en papel filtro y se colocó en una solución de neutralización (1.5 M NaCI, 0.5 

M Tris-HCI, pH 8.0), después se sumergió 30 seg en 0.2 M Tris-HCI pH7.5 y finalmente en SSC 

2X. Para fijar el DNA a las membranas se les dió un pulso de luz ultravioleta y se guardaron a 

temperatura ambiente. 

Posteriormente, el DNA fijado a las membranas se hibridó con la sonda de DNA marcada 

radioactivamente, en las mismas condiciones utilizadas para la hibridación tipo Southem (descrita 

en 4.25). La exposición de las membranas en la película se realizó durante 3 días a -70°C. Este 

proceso de búsqueda se realizó en dos ocasiones. 

4.28 BUSQUEDA EN EL BANCO DE cDNA DE HOJA DE FRIJOL PARA AISLAR CLONAS 

CON UNA SECUENCIA SIMILAR A Grb2. 

Para la detección de clonas de cDNA con secuencias similares a Grb2, se utilizó la misma 

metodología descrita anteriormente para el banco genómico, con algunas modificaciones. El banco 

de cDNA de hoja (amablemente proporcionado por la Dra. Lourdes Blanco del CIFN de la 

UNAM, Cuemavaca, Morelos, México), se construyó en el vector A Zap II. El título obtenido del 

banco sin amplificar fué de 6 xlO 9. En todos los experimentos de titulación y tamizado del banco, 

se utilizó la cepa E.coli MRF'. De acuerdo al título del banco se hicieron diluciones para plaquear 

4 cajas de Petri de ISO mm con 5 x 104 ufp por cada caja. Este proceso de búsqueda se realizó en 

dos ocasiones. 
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v 
RESULTADOS 

5.1 Identificación de una proteína de 30 kDa en ejes embrionarios de Glycine max y Phaseolus 

vulgaris. 

El interés inicial de nuestro grupo de trabajo fué la búsqueda de proteínas involucradas en la 

transducción de señales. En un principio nos enfocamos en la búsqueda de proteínas de unión a 

profilina en semillas maduras de P. vulgaris. Para ello utilizamos anticuerpos contra una proteína 

de 30 kDa (donados por la Dra. E. Bearer, Brown University), inicialmente identificada como una 

proteína de unión a profilina en plaquetas de humano (Bearer el al., 1996). Posteriormente, la 

proteína de 30 kDa encontrada en plaquetas fué identificada como Grb2, una proteína adaptadora 

de la transducción de señales, y experimentos posteriores sugieren que no presenta una interacción 

directa con la profilina de plaquetas (Bearer el al., 2000). 

Los anticuerpos anti-p30 reconocieron en forma específica una proteína de 30 kDa en el eje 

embrionario de semillas maduras de frijol (Fig. 7, carril 4), aunque en un extracto total de 

semillas no se observó ninguna señal (Fig. 7, carril 3); lo cual demostró la presencia mayoritaria 

de ésta proteína en el eje embrionario. Posteriormente se realizó una inmunodetección con los 

mismos anticuerpos en extractos de eje embrionario de soya, donde también se detectó la presencia 

de una proteína de 30 kDa (Fig. 8, carril 2). 

Con los resultados obtenidos en las inmunodetecciones con los anticuerpos anti-p30 en 

semillas de frijol y la información reportada por Bearer et al., (2000), decidimos enfocar nuestro 

proyecto en la caracterización de una posible proteína homóloga de Grb2 en Phaseolus vulgaris. 

Para ello iniciamos la búsqueda de secuencias que pudieran codificar para esta proteína. 

5.2 Amplificación de secuencias de DNA homólogas a Grb2 en P. vulgaris. 

Inicialmente se generaron oligonucleótidos específicos para amplificar secuencias 

homólogas a Grb2 en P. vulgaris por PCR. El diseño de éstos oligonucleótidos se realizó con base 

en las secuencias conservadas que hasta el momento se han reportado para el cDNA de Grb2 

(Bochmann el al., 1999; Suen el al., 1993; Wasenius elal., 1993; Lu y Mayer 1997); la Fig. 9 

muestra el alineamiento de éstas secuencias, así como la localización de las secuencias que 

codifican para los dominios característicos de Grb2 dentro del cDNA. Los oligonucleótidos Grb2-

U, Grb2-L se diseñaron para amplificar una región de 577 pb (pares de bases) dentro del cDNA, 

mientras que los oligonucleótidos Grb2-1, Grb2-L fueron diseñados para amplificar una región de 

453 pb (Fig. 9). Con los oligonucleótidos Grb2-U y Grb2-L se realizó la reacción para amplificar 

el DNA complementario (cDNA) de Grb2 como se especifica en Materiales y Métodos. Al analizar 
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Fig. 7.- INMUNODETECCION DE UNA PROTEINA DE 30 kDa EN EL EJE EMBRIONARIO DE SEMILLAS 

MADURAS DE FRIJOL. Inmunodetección con anticuerpos anti-p30 obtenidos contra una proteína de plaquetas de 

humano (Bearer el al .• 1996). Los carriles corresponden a: marcadores de peso molecular (1); extracto de plaquetas 

como control positivo (2); extracto total de semillas maduras (3) y extracto de eje embrionario de frijol (4), donde 

p30 es claramente observable. 
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Fig. 8.- /NMUNODETECCION DE UNA PROTE/NA DE 30 kDa EN EJES EMBRIONARIOS DE 

Phaseolus vulgaris Y Glycine max. Inmunodetección con anticuerpos anti-p30, en extractos de ejes 

embrionarios de frijol (carril 1), ejes embrionarios de soya (carril 2) y extracto de plaquetas como 

control positivo (carril 3). 
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Fig. 9.- ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE cONA QUE CODIFICAN PARA LA PROTEINA GRBl EN DISTINTOS 

ORGANISMOS. Alineamiento de secuencias de cDNA que codifican para Grb2 en Xenopus laevis (Lu y Mayer 1997), MUJ musculus (Suen 

el al., 1993), Horno sapiens (Bochmann et al., 1999) y Gallus gallus (Wasenius el al., 1993). Las líneas señalan las secuencias que codifican 

para los dominios SH3-1 (nucleótido 13-161); SH2 (nucleótido 177-469) y SH3-2 (nucle6tido 486-622); los cuales son característicos de éSla 

proteína. Las flechas indican las regiones complementarias a los oligonucleótidos sintéticos Grb2-U, Grb2-L y Grb2-1 utilizados en la 

reacción de PCR. 
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el producto de PCR en un gel de agarosa, se identificó un fragmento del tamaño esperado de 577 

pb (Fig. 10 A, carril 3). Este fragmento se purificó y marcó radioactivamente para, 

posteriormente utilizarse como sonda y control positivo en las hibridaciones tipo $outhern (Fig. 

10 B, carril 3). 

Para lograr amplificar secuencias homólogas a Grb2 en P. vulgaris, se sintetizó cONA a 

partir de RNA total de hoja de frijol en una primera reacción con la enzima transcriptasa reversa. El 

cONA, se utilizó en una reacción por PCR para amplificar la secuencia comprendida entre el 

oligonucleótido Grb2-1 y el oligo dT12. La Fig. 10 A (carril 2) muestra el análisis del producto de 

la amplificación por electroforesis en gel de agarosa. El resultado mostró un fragmento de 

aproximadamente 400 pb el cual corresponde con el peso molecular de la señal que se detectó en la 

hibridación con la sonda de Grb2 (Fig. 10 B, carril 2). Como control positivo de la reacción de 

RT-PCR se utilizaron oligonucleótidos específicos para amplificar una secuencia de acuaporina, 

presente en el cONA de frijol (Fig. 10 A, 1). Posteriormente, éste fragmento se corló y purificó 

para la obtención y análisis de su secuencia nucleotídica (Materiales y Métodos) (Fig. 11). 

5' 

ACAATTATTGGAGGAGGAGATTCTGTTGCAGCTGTGGAGAAAGTTGGA 

1 T G GGDSVAAY E K V G 

GTTGCCAA TGTC A TGAGTCACA TA TCTACTGGTGGT GGTGCCAGTTTG 

VANV~lSH S T G G G A S L 

GAGTT A TTGGAA GGGAAAGAGCTT CCTGGAGTCGTT GCTCTTGATGAA 

E L L E G K E L PGVVALDE 

GCCACACCAGTC CCTGTGTAAGAT AAGTGTCATCAT GGAAA TTTTTCC 

ATPVPVZD KCHHGNFS 

CATCCCAGTTGT CAGTGTTGTCAA TCCTGTGAAAGA GCATATGTTGTA 

H P s e Q e e Q SCERAYVV 

GGACCA TTCCGA GTCTGTT AGGTA AA TTT AATCATG CTTGA TT ATTGG 

GPFRVCZV N L M L D Y W 

CTTCACTCA T AA A TTGCGTGT AAC TGT AAACACTGG CTGAAGCCA T AA 

L H S Z A e N CKHWLKPZ 

ATTCAAAATAAA TCCTTGAGTTAC TGG 333 3' 

Q N K S L S Y W 121 

Fig. 11.- Secuencia nucleotídica y de aminoácidos del producto de RT-PCR generado con los iniciadores Grb2-I, 

oligo dT 12 en P. vulgaris. El análisis de la secuencia muestra un marco de lectura abierto de 333 nucleótidos que 

codifican para 121 aminoácidos. 
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Fig. 10.- AMPUFICACION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A GRB2 EN P. vulgaris. Electroforesis en gel de 1 % 

agarosa teñido con bromuro de etidio (A) e hibridación Southern equivalente (B), de los productos de la 

amplificación por PCR y RT-PCR. Un fragmento de aproximadamente 0.4 Kb, fué amplificado a partir de cDNA de 

hoja de frijol con los iniciadores Grb2-U, oligo dT 12 (carril A, 2). El fragmento de 0.57 Kb fué amplificado a partir 

del cDNA de Grb2, COn los oligonucleótidos Grb2-U, Grb2-L. Este se utilizó como un control positivo de la reacción 

de PCR y de la hibridación Southem (carril 3). El producto de 0.48 Kb se amplificó como un control positivo de la 

reacción de RT-PCR, con oligonucleótidos específicos para una secuencia de acuaporina, presente en el cDNA de 

frijol (carril A, 1). En la hibridación tipo Southern se utilizó como sonda el producto de la amplificación del cDNA 

de Grb2, las condiciones de severidad utilizadas en los lavados fueron: SSC 2X, 0.1 % SDS; SSC 1 X, 0.1 % SDS y 

SSC 0.5 X, 0.1 % SDS a 55 Oc. 
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Al comparar las secuencias de nucleótidos y aminoácidos codificados en este fragmento con 

las secuencias reportadas en el banco de datos, no se encontró simili tud con Grb2 o con dominios 

SH2-SH3 reportados en la literatura. Sin embargo se encontró similitud con una región de la 

proteína fosfoglicerato cinasa 1 del mamífero Macropus eugenii (Fig. 12). Esta enzima participa 

en la vía glucolítica, gluconeogénica y fotosintética, aunque su función depende del organismo o 

tejido en que se encuentre. Dentro de los estudios realizados con la fosfoglicerato cinasa se ha 

reportado la acumulación de su tninscrito, en condiciones de hipoxia en ratón (Firth et al., 1994; Li 

et al., 1996), mientras que en plantas, la acumulación de este RNAm se ha detectado en presencia 

de luz, en células de tabaco (Bringloe et al., 1996). Debido a que este fragmento no tuvo ninguna 

similitud a Grb2, se siguió otro enfoque con la misma metodología. 

1 TllGGGDSV AA VEKVGV ANVMSHISTGGGASLELLEGKELPGVV ALD 47 

TllGGGD+ K + +SH+STGGGASLELLEGK LPGV L+ 

369 TllGGGDTATCCAK\VNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVSTLN 403 

Fig. 12.- Alineamiento entre la secuencia deducida de aminoácidos del producto de RT-PCR de P. vulgaris (amba) 

y la proteína fosfoglicerato cinasa del mamífero M. eugen;; (abajo). El número correspondiente a cada aminoácido se 

indica a los lados de cada secuencia. El alineamiento indica 61 % de identidad y 71 % de similitud entre ambas 

secuencias. Datos obtenidos con el programa BLASTP, E = 0.026. 

5.3 Amplificación de secuencias de DNA homólogas a Grb2 en Glycine max. 

Con base en los experimentos realizados anteriormente donde se detectó la presencia de una 

proteína homóloga a Grb2 en ejes embrionarios de G. max (Fig. 8 carril 2), se decidió probar los 

0ligonucle6tidos diseñados para amplificar secuencias de DNA homólogas a Grb2. La 

amplificación por PCR se realizó a partir de un banco de cDNA de plántula de soya dentro de la 

secuencia comprendida entre el oligonucleótido Grb2-1 y el oligonucleótido Grb2-L. En el análisis 

por electroforesis en gel de agarosa se detectó la amplificación de 4 bandas mayoritarias (Fig. 13 

A, carril 2), de las cuales solo el fragmento de 450 pb mostró una señal significativa en la 

hibridación con la sonda de Grb2 (Fig. 13 B, carril 2). Esta banda se cortó y purificó para 

obtener y analizar su secuencia nucleotídica (Materiales y Métodos) (Fig.14). 
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Fig. 13.- AMPLlFlCACJON DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A GRB2 EN G. max. Electroforesis en gel de 

1 % agarosa teñido con bromuro de etidio ( A) e hibridación Southern equivalente ( B), de los productos de la 

amplificación por PCR. Se amplificaron fragmentos de diversos tamaños, a partir de un banco de cDNA de 

plántula de soya, con los iniciadores Grb2-l, Grb2-L (carril A, 2). El carril A, 1 corresponde a los marcadores 

de peso molecular. En la hibridación tipo Southem se utilizó como sonda el producto de la amplificación del 

cDNA de Grb2, las condiciones de severidad utilizadas en los lavados fueron: SSC 2X, 0.1 % SDS; SSC IX, 

0.1 % SDS Y SSC 0.5 X, 0.1 % SDS a 55 oc. Este resultado mostró una señal intensa en el fragmento 

correspondiente a 0.45 Kb (carril B, 2). 
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5' GGTGCAGGAAGC AA TGCTT ATA TI TIGGGTGGCCAA GACAAAGCACAG 

IG A G S N A Y L G G Q D K A Q 

AACTGGCA TGTC T ACTCTGCTICT GCAGA TICTGT A ACTCAATGTGAC 

N W H V y S A S A O S V T Q e o 

AA TGTTT ACACT CTTGAGATGTGC ATGACTGGCCTG GA T AGAGAGAAA 

NVYTLEMC M T G L o R E K 

GCACAGGTTTTC T ACAAAGAACA T CTGCTICAGCTG CATGACGACTGT 

AQVFYKEH L L Q L H o o e 

T AA TICGGCA TI TCG 190 3' 

Z F G 569 

Fig, 14.- Secuencia nucleotídiea y de aminoácidos del producto de PCR generado con los iniciadores Grb2-I, Grb2-

L en G. max. El análisis de la secuencia muestra un marco de lectura abieno de 190 nucle6tidos que codifican para 69 

aminoacidos. 

Al comparar las secuencias de nucleótidos y aminoácidos codificados con las secuencias 

reportadas en el banco de datos, tampoco se encontró similitud con Grb2 o con dominios SH2 -

SH3 reportados en la literatura (Fig. 15). Sin embargo se encontró similitud con una región de la 

proteína S-adenosil-metionina descarboxilasa de la leguminosa Vicia faba. Esta enzima se reporta 

como clave para la biosíntesis de poliaminas, moléculas necesarias para el desarrollo y crecimiento 

de los organismos. En los estudios realizados con ésta enzima se ha reportado que un incremento 

en la actividad de la S-adenosil-metionina descarboxilasa provoca un aumento en el número de 

tubérculos y un cambio en la distribución de los mismos en papa (Pedros el al., 1999). Debido a 

que este fragmento no tuvo ninguna similitud a Grb2, se siguió otro enfoque experimentaL 

3 GAGSNA YILGGQDKAQNWHVYSASADSVTQCDNVYTLEMCMTGLDREKAQVFYKE 57 

G+GS AYI+GG D+AQNWHVY ASADSV+ D+VYTLEMCMTGLDREKA VF+ K+ 

144 GSGSKAYIMGGSDEAQNWHVYCASADSVSPADSVYTLEMCMTGLDREKASVFFKQ 198 

Fig. 15.- Alineamiento entre la secuencia deducida de aminoacidos del producto de PCR de G. max (arriba) y la 

proteína S-adenosil metionina descarboxilasa de Vicia faba (abajo). El número correspondiente a cada aminoácido se 

indica a los lados de cada secuencia. El alineamiento indica 76 % de identidad y 88 % de similitud entre ambas 

secuencias. Datos obtenidos con el programa BLASTP. E = 2e-23. 
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5.4 Detección de secuencias homólogas a Grb2 en P. vulgaris mediante análisis tipo Ilor/hem. 

Con el objetivo de detectar la presencia de secuencias homólogas a Grb2 en el RNA total de 

hojas de frijol, se realizó una hibridación tipo northem. En éste caso el RNA obtenido se analizó 

por electroforesis en gel de 1.2 % agarosa; como control positivo de la hibridación se analizó, en el 

mismo gel, RNA total de hígado de ratón (donado por el Lab. del Dr. Luis Covarrubias, Instituto 

de Biotecnología, UNAM). Posteriormente el RNA se transfirió a una membrana y ésta se sometió 

a una hibridación con el producto de PCR de Grb2 marcado radioactivamente (Materiales y 

Métodos). Después de una exposición de 24 h en película, se observó claramente una banda 

mayoritaria con un peso molecular aproximado de 1.2 Kb (Fig. 16 B, carril 2), indicando la 

existencia de secuencias de RNA homólogas en la hoja de frijol. En la señal detectada en el control 

positivo se observaron dos bandas con un peso molecular de 3.5 y 1.5 Kb respectivamente (Fig. 

16 B, carril 1); como ha sido previamente reportado en sistemas animales (Lowenstein et al., 

1992). 

5.5 Defección de secuencias homólogas a Grb2 en P. vulgaris mediante análisis tipo Southem. 

Con el objetivo de detectar el número de secuencias homólogas a Grb2 en frijol, se realizó 

un análisis a través de una hibridación tipo Southem. En éste caso el DNA genómico de frijol se 

digirió por separado con las enzimas de restricción Eco RI, Hind II y Hind III. Las reacciones se 

analizaron por electroforesis en gel de 1 % agarosa; como control positivo de la hibridación se 

analizó en el mismo gel un producto de la amplificación del cDNA de Grb2. Posteriormente, el 

DNA se transfirió a una membrana y ésta se sometió a una hibridación con el producto de PCR de 

Grb2, marcado radioactivamente (Materiales y Métodos). 

La Fig. 17 muestra el resultado obtenido después de una exposición de tres días en película, 

donde se observan claramente cuatro bandas de hibridación con el siguiente peso molecular: dos 

bandas de aprox. 0.75 y 4 Kb con la restricción Eco R I; una banda de aprox. 3 Kb con Hind II y 

una banda de aprox. 1.2 Kb con la restricción Hind IlI. La señal en el control positivo se obtuvo 

después de 24 h de exposición. El patrón de restricción indicó la existencia probable de uno o dos 

genes homólogos a Grb2. 

Mediante estos experimentos de hibridación por northem y Southem blot se detectaron en 

P. vulgaris secuencias de DNA homólogas al cDNA de Grb2. Estos resultados permitieron 

determinar las condiciones de hibridación y lavado para realizar las búsquedas en los bancos de 

cDNA y genómico de frijol. 

5.6 Búsqueda de secuencias homólogas a Grb2 en los bancos de cDNA de hoja y genómico de 

P. vulgaris. 

Con el antecedente de los resultados obtenidos en las hibridaciones por northem (Fig. 16) 
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Fig. 16.- DETECCION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A GRB2 EN EL RNA DE HOJA DE P. vulgaris. 

Hibridación tipo northem blot sobre RNA total de hoja de frijol (carril 2) y RNA total de hígado de ratón 

como control positivo (carril 1), se analizaron aproximadamente 20 I'g de RNA en cada carril. Se utilizó 

como sonda un producto de la amplificación del cDNA de Grb2, las condiciones de severidad utilizadas en 

los lavados fueron: SSC 2X, 0.1 % SDS y SSC IX, 0.1 % SDS a 55 oC. En el panel B, carril 2 se detectó la 

hibridación con una banda mayoritaria de RNA de hoja de frijol, de aproximadamente 1.2 Kb. En el carril l 

se detectaron las bandas correspondientes al control positivo. 
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Fig. 17.-DETECCION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A GRB2 EN P.vulgaris. Hibridación tipo Southern blot 

sobre DNA genómico de frijol (la ¡lg por carril) digerido con diferentes enzimas de restricción. Se utilizó como 

sonda un producto de la amplificación del cDNA de Grb2, las condiciones de severidad utilizadas en los lavados 

fueron: SSC 2X, 0.1 % SDS y SSC IX, 0.1 % SDS a 55 Oc. Como control positivo se utilizó el producto de la 

amplificación del cDNA de Grb2. Se observaron diversas bandas que hibridan con la sonda marcada en cada una 

de las digestiones analizadas. 
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y Southern blot (Fig. 17), se realizaron varios intentos (4 en total) por detectar clonas positivas en 

los bancos de cDNA de hoja y genómico de frijol; para lograrlo se utilizó la misma sonda empleada 

en la hibridación Southern. Para la búsqueda en el banco genómico se plaquearon aprox. 3 xl0 5 

placas líticas; mientras que para la búsqueda en el banco de cDNA se plaquearon aprox. 2 XIO 5 

placas (Materiales y Métodos); en ambas búsquedas se utilizaron membranas por duplicado. En el 

primer tamizado de cada banco se aislaron entre 20 y 35 clonas positivas, sin embargo en el 

segundo tamizado demostraron ser positivas falsas. Los resultados de positivas falsas también se 

repitieron en los tamizados posteriores, por lo que se abandonó esta estrategia. 

5.7 Identificación de dos proteínas con anticuerpos anti-Grb2 en ejes embrionarios de semillas 

maduras. 

En forma paralela a los experimentos anteriores, se siguió un enfoque experimental 

diferente con el objetivo de caracterizar a la(s) proteína(s) reconocida(s) por anticuerpos anti-Grb2. 

En base a los resultados mostrados en las Figs. 7 y 8, Y a los datos proporcionados por la 

Dra. E. Bearer (Bearer et al.. 2000). donde la proteína de 30 kDa inmunodetectada en plaquetas se 

identificó como Grb2. Se utilizaron anticuerpos comerciales anti-Grb2 para realizar 

inmunodetecciones en extractos de ejes embrionarios de frijol. La Fig. 18 muestra el 

reconocimiento de una proteína de 30 kDa (detectada previamente con anticuerpos anti-p30) y de 

forma más abundante una proteína de 36 kDa (Fig. 18 B, carril 2). La proteína Grb2 presente en 

el extracto de plaquetas tiene un peso molecular aproximado de 29 kDa (Fig. 18 B, carril 3), el 

cual está muy cercano al de la proteína de 30 kDa detectada en el eje embrionario. Este resultado 

apoya la idea que ésta sea una proteína homóloga a Grb2. En este experimento y análisis 

posteriores se utilizaron extractos de plaquetas como control positivo de la inmunodetección, 

debido a que en éstos tejidos se ha reportado la presencia de Grb2 (Lowenstein et al.. 1992). 

5.8 Inmunodetecci6n cruzada con anticuerpos purificados contra Grb2 y la proteína de 36 kDa. 

Para eliminar la posibilidad de que el reconocimiento de las proteínas por los anticuerpos 

contra Grb2, se debiera a interacciones inespecíficas durante la inmunodetección, se realizó una 

purificación por inmunoabsorción, de éstos anticuerpos, contra la proteína Grb2 de plaquetas y la 

proteína de 36 kDa presente en el eje embrionario; cada purificación se realizó por separado de 

acuerdo al protocolo descrito en Materiales y Métodos. La eficiencia de reconocimiento se analizó 

por ensayos de inmunodetección, donde el resultado mostró que los anticuerpos purificados contra 

la proteína Grb2 de plaquetas, reconocen a la proteína de 36 kDa presente en el eje embrionario 

(Fig. 19 A, carril 2); aunque no se observó señal de la proteína de 30 kDa con estos mismos 

anticuerpos. Por otro lado, los anticuerpos purificados contra la proteína de 36 kDa reconocieron a 

la proteína Grb2 de plaquetas (Fig. 19 B, carril 1). Como un control positivo de las 
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. Fig. 18.- IDENTlFlCACION DE DOS PROTEINAS CON ANTICUERPOS ANTI-GRB2 EN EJES EMBRIONARIOS DE 

SEMILlAS MADURAS DE FRIJOL. Análisis electroforético en un gel de 12 % de acrilamida desnaturalizante teñido 

con azul de coomassie (A) e inmunodetección correspondiente (8) de un extracto de ejes embrionarios de frijol.. Los 

carriles corresponden a: marcadores de peso molecular (1), extracto de ejes embrionarios (2) y extracto total de 

plaquetas de humano como control positivo (3). Anticuerpos contra Grb2 detectaron dos proteínas de 36 y 30 kDa en los 

ejes embrionarios de frijol (8, carril 2) y una proteína de 29 kDa en plaquetas como control positivo (8, carril 3). 
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Fig. 19.-INMUNODETECCION CRUZADA CON ANTICUERPOS PURIFICADOS CONTRA GRB2 DE 

PlAQUETAS Y lA PROTEINA DE 36 KDa DE EJES EMBRIONARIOS DE FRIJOL. Inmunodetección en 

extracto total de plaquetas de humano, con anticuerpos purificados contra la proteína de 36 kDa de ejes 

embrionarios (B, carril 1); como control positivo se realizó una inmunodetección con los mismos 

anticuerpos en extractos de ejes embrionarios de frijol ( A, carril 1). En forma paralela se realizó una 

inmunodetección con anticuerpos purificados contra Grb2 de plaquetas de humano, en extractos de ejes 

embrionarios de frijol (A, carril 2) y en extractos de plaquetas como control positivo (B, carril 2). 
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inmunodetecciones, los anticuerpos purificados contra Grb2, se probaron en extractos de plaquetas 

(Fig. 19 B, carril 2) y los anticuerpos purificados contra la proteína de 36 kDa se probaron en 

extractos de eje embrionario, respectivamente (Fig. 19 A, carril 1). Estos resultados mostraron 

que el reconocimiento de los anticuerpos anti-Grb2 es específico para la proteína de 36 presente en 

el eje embrionario y por lo tanto es muy probable que esta proteína posea epítopes comunes que 

representen secuencias o regiones con similitud a Grb2. 

5.9 Ensayo de unión a poli-L-prolina de las proteínas de 30 y 36 kDa. 

Una de las características que presenta Grb2 es su afinidad a regiones ricas en prolina a 

través de sus dominios SH3 (Simon y Schreiber 1995; Feng et al., 1994); con este motivo se 

realizó un ensayo de unión a una columna de poli-L-prolina a partir de un extracto de embrión de 

frijol. El protocolo utilizado (Materiales y Métodos) permite realizar eluciones que se han reportado 

como selectivas para Grb2, profilina y VASP (Bearer et al., 2000). Las fracciones obtenidas del 

volumen que no se unió a la columna; del volumen de lavado y de las diferentes eluciones, se 

analizaron mediante inmunodetecciones con anticuerpos anti-Grb2. Como un control positivo del 

experimento se analizaron las mismas fracciones con anticuerpos anti-profilina debido a que se 

sabe que la profilina es una proteína que se une fuertemente a poli-L-prolina (Kaiser et al., 1989; 

Vidali er al .. 1995). El resultado mostró la elución de profilina con 3 y 6 M urea en 50 mM Tris

HCI pH 7.4 (Fig. 20 B, carriles 9-13). Sin embargo, no hubo detección de las proteínas de 30 y 

36 kDa en ninguna de las fracciones correspondientes a la elución de la columna (Fig. 20 A, 

carriles 2-14). Por otro lado, las proteínas de 30 y 36 kDa se detectaron en las fracciones 

correspondientes al volumen de lo que no se unió a la columna, lo cual demostró que las proteínas 

de 30 y 36 kDa presentes en el eje embrionario de frijol no poseen la característica de afinidad por 

poli-L-prolina bajo éstas condiciones. 

5.10 Ensayo de afinidad de las proteínas de 36 y 30 kDa a tirosinasfosforiladas. 

Otra de las características que presenta la proteína Grb2 reportada en animales es su 

afinidad a regiones que presentan tirosinas fosforiladas (Anderson et al., 1990; Songyang et al., 

1993), por lo que el siguiente ensayo consistió en pasar una muestra con las proteínas de 30 y 36 

kDa enriquecidas por intercambio aniónico, a través de una columna de tirosillas fosforiladas 

acopladas a agarosa. Después del ensayo, se tomó una alícuota de la resina utilizada y se analizó 

por inmunodetección con anticuerpos anti-fosfotirosina (Materiales y Métodos), para comprobar la 

funcionalidad de la columna. Las fracciones obtenidas del volumen que no se unió a la columna; 

del volumen de lavado y de las diferentes eluciones, se analizaron mediante inmunodetecciones con 

anticuerpos anti-Grb2. La Fig. 21 A (carriles 4-6), muestra el análisis electroforético de las 

fracciones obtenidas de esta columna después de una elución con 1 M KCI. La inmunodetección 
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Fig. 20.- ENSAYO DE UNION A POLI-L-PROLINA DE US ?ROTE/NAS DE 30 Y 36 kDa PRESENTES EN 

EL EJE EMBRIONARIO DE US SEM/LUS DE FRIJOL. Inmunodetección con anticuerpos anti-Grb2 ( A) Y 

anti-profilina(B) de las fracciones obtenidas de la elución de una columna de poli-L-prolina. A una muestra de 

extracto de eje embrionario de frijol se le adicionó 1 vol de solución A (PBS 1 X, 60 mM PIPES, 2 mM Mgel 2 

pH 7.4). Del sobrenadante obtenido se tomaron 3 mI y se pasaron por la columna de poli-L-prolina previamente 

equilibrada con solución A. La elución de proteínas se realizó con 3 mI de cada una de las siguientes 

soluciones: 5 mM MgATP, PBS IX, 60 mM PIPES, 2 mM Mgel 2. pH 7.4 (carriles 2-4); 0.3 M Mgel 2, 1 mm 

EGTA, 100 mM NaC!, 50 mM Tris-HC!, pH 7.4 (carriles 5-7); 3 M urea, 50 mM Tris-HCI, pH 7.4 (carriles 8-

10); 6 M urea, 50 mm Tris-Hel, pH 7.4 (carriles 11-14). El carril 1 en A y B, corresponde a extracto de 

plaquetas y citocromo e, utilizados como control positivo y marcador de peso molecular respectivamente. No 

se detectó la presencia de las proteínas de 30 y 36 kDa en las fracciones correspondientes a la elución de la 

columna. 
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Fig. 21.- ENSAYO DE UNION A FOSFOTlROS/NAS DE LAS PROTE/NAS DE 30 Y 36 kDa 

PRESENTES EN EL EJE EMBRIONARIO DE FRIJOL. Análisis electroforético en un gel de 12 % de 

acrilamida desnaturalizante teñido con azul de coomassie ( A) e inmunodetección equivalente (B) de las 

fracciones obtenidas de la elución de una columna de fosfotirosina. El volumen de las fracciones (7-14). 

obtenidas de la eluci6n de la columna de intercambio ani6nico. se concentró y pasó por una columna de 

fosfotirosina acoplada a agarosa, previamente equilibrada con solución B (20 mM HEPES, I mM 

NaCl,IO mM MgClz, ImM EGTA, 0.1 mM ortovanadato de sodio, 0.1 mM pirofosfato de sodio, pH 7). 

Las fracciones eluyeron con 3 mI de 1M KCI y la inmunodetección se realizó con anticuerpos anti-Grb2. 

Los carriles corresponden a: marcadores de peso molecular (1), extracto de ejes embrionarios de frijol (2), 

muestra previa a la cromatografía (3), fracciones 1-3 de la elución con 1M KCI (4-6), y una fracción 

concentrada del volumen que no se unió a la columna (7). No se detectó la presencia de las proteínas de 

30 y 36 kDa en las fracciones correspondientes a la elución de la columna. 
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equivalente con anticuerpos contra Grb2 reconoció a la proteína de 36 kDa presente en un extracto 

de ejes embrionarios, en la muestra previa a la cromatografía y en el volumen de lo que no se unió 

a la columna (Fig. 21 B, carriles 2, 3 Y 7), sin embargo no hubo reconocimiento de proteínas en 

las fracciones correspondientes a la elución de la columna (Fig. 21 B, carriles 4-6). Este 

resultado demostró que las proteínas de 30 y 36 kDa presentes en el eje embrionario de frijol no 

poseen la característica de afinidad a tirosinas fosforiladas bajo éstas condiciones. Se observó una 

proteína de 34 kDa que se unió a la columna y fué despegada bajo las mismas condiciones (F i g. 

21 A, carril 4). .. 

Los resultados obtenidos en los ensayos de afinidad a poli-L-prolina y fosfotirosinas 

sugirieron fuertemente que las proteínas de 30 y 36 kDa no tienen similitud con Grb2. Debido a 

esto, aunado al interés por conocer el porqué del reconocimiento de estas proteínas por los 

anticuerpos anti-Grb2 y a la relativa abundancia de la proteína de 36 kDa en el eje embrionario, se 

siguió un proceso de purificación de ésta proteína, para posteriormente determinar su secuencia 

parcial de aminoácidos, y así sugerir su posible función en la semilla de frijol. 

5.11 Enriquecimiento)' separacióll parcial de la proteílla de 36 kDa por cromatografía de 

lj1tercambio oniónico. 

Con el objetivo de enriquecer y purificar a la proteína de 36 kDa presente en el eje 

embrionario, se aplicó un gradiente de elución de 0.0-0.4 M NaCI a una columna de DEAE

sefacel, por la que previamente se pasó un extracto de eje embrionario de frijol. El resultado de la 

inmunodetección de las fracciones obtenidas, mostró una separación parcial de las proteínas de 36 

kDa (Fig. 22 B, carriles 2-15) y 30 kDa (Fig. 22 B, carriles 9-14). Debido a que el análisis 

electroforético mostró un enriquecimiento y purificación parcial de la proteína de 36 kDa (Fig. 22 

A, carriles 2-6), se decidió incrementar la concentración de proteína en el gel. Para ello se 

realizaron seis purificaciones independientes con éste procedimiento y se concentró el volumen de 

las fracciones correspondientes (Materiales y Métodos). En la Fig. 23 (carril 1) se corrió la 

muestra de proteína concentrada, a partir de la cual se cortó la banda correspondiente a 36 kDa, 

para la obtención posterior de su secuencia parcial de aminoácidos. 

5.12 Secuellcia parcial de aminoácidos de péptidos derivados de la proteína de 36 kDa. 

Después de haber realizado la purificación de la proteína de 36 kDa de acuerdo al protocolo 

descrito en Materiales y Métodos, la muestra se envió a la Universidad de Harvard donde se 

obtuvo su secuencia parcial de aminoácidos. Inicialmente el análisis de la secuencia se realizó por el 

método de espectrometría de masas, el cual dió como resultado siete secuencias de péptidos 

derivados de la proteína; cuatro de estos péptidos alinearon con una proteína similar a la subunidad 
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Fig. 22.· ENRIQUECIMIENTO Y SEPARACION PARCIAL DE LA PROTEINA DE 36 kDa. Análisis 

electroforético en un gel de 12 % de acrilamida desnaturalizan te teñido con azul de coomassie ( A) e 

inmunodetección equivalente (B) de las fracciones obtenidas de una columna de DEAE-sefacel. Un extracto 

de ejes embrionarios de semillas maduras de frijol se pasó por una columna de intercambio aniónico (DEAE

sefacel), equilibrada con 3.0 mM NaH ZP04' 7.0 mM NaZHP04 pH 7.4 (PB). Las fracciones se eluyeron con 

50 mi de un gradiente lineal de 0.0-0.4 M NaCl-PB. Los carriles corresponden a: marcadores de peso 

molecular (A,l) y a las primeras fracciones eluídas con el gradiente (A-B, carriles 2-15). La proteína de 36 

kDa se detectó en las fracciones 3-16 (B, carriles 2-15) mientras que la proteína de 29 kDa se detectó en las 

fracciones 10-16 (B, carriles 9-14). 
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Fig. 23.· ENRIQUECIMIENTO DE LA PRO TE/NA DE 36 KDa PRESENTE EN EL EJE 

EMBRIONARIO DE FRIJOL. Análisis electroforético de un gel de 10 % de acrilamida 

desnaturalizante teñido con azul de coomassie. Las fracciones 1-6 obtenidas de la columna de 

intercambio aniónico se concentraron hasta un volumen mínimo y se analizaron en éste gel 

(carril 1); para el corte de la banda correspondiente a 36 kDa, que fué inmunodetectada por los 

anticuerpos anti·Grb2. El carril 2 corresponde a los marcadores de peso molecular. 
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B de una proteína G heterotrimérica de Glycine lIlax (Fig. 24), mientras que los otros tres 

péptidos alinearon con un precursor de fitohemaglutinina eritroaglutinante de Phaseolus vulgaris 

(Fig. 25). Debido a que el análisis por espectometría de masas está acoplado a un programa 

computacional de alineamiento con el banco de datos, las secuencias de los péptidos que nos 

fueron enviadas aparecen como 100 % idénticas a la secuencia de la proteína reportada. 

AHTDVVTAIATPIDNSDMIVTASR 24 

AHTDVVT AlA TPIDNSDMIVT ASR 

13 AHTDVVTAIATPIDNSDMIVTASR 36 

LWDLAAGTSAR 11 

L WDLAAGTSAR 

89 LWDLAAGTSAR 99 

FSPSTLQPTIVSASWDR 17 

FSPSTLQPTIVSASWDR 

157 FSPSTLQPTIVSASWDR 173 

IWDLESK 7 

IWDLESK 

259 IWDLESK 265 

Fig. 14 .• Alineamiento entre cuatro secuencias de péptidos obtenidos por espectrometría de masas de la banda de 36 

kDa (arriba), y una proteína similar a la subunidad ~ de una proteína de unión a nucleótidos de guanina de Glycine 

max (# de acceso 3023858) (abajo). El número correspondiente a cada aminoácido se indica a los lados de cada 

secuencia. 

LTNVNDNGEPTLSSLGR 17 

LTNVNDNGEPTLSSLGR 

53 LTNVNDNGEPTLSSLGR 69 

LSDGTTSEALNLANFALNQIL 21 

LS DGTTSEALNLANFALNQIL 

255 LSDGTTSEALNLANFALNQIL 275 

HIGIDVNSIK !O 

HIGIDVNSIK 

160 HIGIDVNSIK 169 

Fig. 25.- Alineamiento entre tres secuencias de péptidos obtenidos por espectrometría de masas de la banda de 36 

kDa (arriba), y una proteína precursora de fitohemaglutinina eritroaglutinante de P. vulgaris (# de acceso 130007) 

(abajo). El número correspondiente a cada aminoácido se indica a los lados de cada secuencia. 
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Con el objetivo de confirmar el resultado anterior, se pidió a la Universidad de Harvard un 

análisis de la secuencia por degradación de Edman de la misma muestra. Este análisis se realizó a 

partir de dos picos de elución obtenidos de la espectrometría de masas. El resultado obtenido 

fueron tres secuencias de péptidos. Dos de los péptidos alinearon con una proteína LEA D-34 de 

algodón (Gosypium hirsutum) (Fig. 26), mientras que el tercer péptido alineó con regiones de 

cinasas de tirosina tipo Src o con homología a Src (Fig. 27). Para la realización de éstos 

alineamientos se utilizó el programa de BLAST para secuencias cortas. 

DAALMQ 6 

DAA+MQ 

43 DAAMMQ 48 

identidad: 83 % similitud: 99% 

2 AALMQA 7 

AA+MQA 

64 AAVMQA 69 

identidad: 83 '70 similitud: 99% 

DAALMQA 7 

DAA +QA 

43 DA AA VQA 48 

identidad: 71 % similitud: 85 % 

ENQTLGQAQK 10 

E Q LGQ QK 

51 ETQVLGQTQK 60 

identidad: 70 % similitud: 70 % 

Fig. 26.- Alineamiento entre dos péptidos obtenidos por degradación de Edman de la banda de 36 kDa (arriba) y una 

proteína LEA D-34 de G. /¡irsutum (# de acceso 126078) (abajo). El número correspondiente a cada aminoácido se 

indica a los lados de cada secuencia. 

GEFSDV 6 

GEF DV 

204 GEFGDV 209 

identidad: 83 % similitud: 83 % 

(# de acceso 4758078 y 30256) 

Fig. 27.- Alineamiento entre un péptido obtenido por degradación de Edman de la banda de 36 kda (arriba) y algunas 

cinasas de tirosina tipo Src o con homología a Src (abajo). El número correspondiente a cada aminoácido se indica a 

los lados de cada secuencia. 
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5.13 Illmullodetección de la proteína de 36 kDa en distintos tejidos de P. vulgaris. 

Se decidió analizar la distribución de la proteína de 36 kDa en algunos tejidos de frijol. Para 

ello se realizaron extracciones de proteína a partir de: eje embrionario, cotiledón, nódulo, raíz, hoja 

y flor. La Fig. 28 A mÚestra el análisis electroforético de los distintos extractos, con una 

concentración de proteína total equivalente en cada carril (Materiales y Métodos). En la 

inmunodetección paralela con anticuerpos anti-Grb2 (utilizados como un método de detección), se 

identificó la presencia de proteínas inmunoreactivas principalmente en el eje embrionario, cotiledón 

y raíz (Fig. 28 B, carriles 2, 3 Y 5 respectivamente). La proteína de 30 kDa se detectó 

únicamente en eje embrionario (Fig. 28 B, carril 2), y en este mismo tejido la proteína de 36 kDa 

dió una reacción con el anticuerpo que fué mucho más fuerte que en los demás. Esto sugiere que 

ambas proteínas pueden ser importantes en el embrión para el desarrollo de la planta durante la 

germinación. 

5.14 Inmunodetección de la proteína de 36 kDa en una cinética de imbibición de ejes 

embrionarios. 

Debido a que la proteína de 36 kDa se localizó preferentemente en el eje embrionario de la 

semilla. se procedió a analizar el patrón de expresión de ésta proteína durante la imbibición de la 

semilla. La extracción de proteínas se realizó en los siguientes tiempos después de haber iniciado la 

imbibición: O, 6, 12,24,48,72 Y 96 h, se midió la concentración de proteína total y se analizó una 

cantidad equivalente de proteína en cada carril (Fig. 29 A). La inmunodetección equivalente con 

anticuerpos anti-Grb2 mostró una disminución importante en los niveles de la proteína de 36 kDa a 

partir de las 24 h (Fig. 29 B, carril 4), mientras que la presencia de la proteína de 30 kDa solo se 

detectó en el tiempo O (Fig. 29 B, carril 1). Sin embargo, no se puede descartar que esta proteína 

de 30 kDa también disminuye conforme avanza el tiempo de imbibición y se vuelve indetectable 

por el método utilizado. Será importante determinar el significado de esta disminución en la 

cantidad de la proteína en etapas específicas de la germinación. 

5.15 Identificación y purificación de una proteína de 34 kDa con afinidad a fosfotirosinas. 

Debido a nuestro interés en caracterizar proteínas relacionadas con la transducción de 

señales se decidió analizar a la proteína de 34 kDa obtenida parcialmente pura de la elución con I M 

KCl de la columna de fosfotirosinas (Fig. 21 A, carril 4). Para ello se realizaron tres 

purificaciones independientes y se concentró el volumen de las fracciones correspondientes 

(Materiales y Métodos). Uno de los objetivos de purificar a la proteína de 34 kDa fué la obtención 

y análisis de su secuencia parcial de aminoácidos. En la Fig. 30 (carril 1) se corrió la muestra de 

proteína concentrada a partir de la cual se cortó la banda correspondiente a 34 kDa. 
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A 1 2 3 4 5 6 7 

kDa -........ 
4,,-_ > - --_" ._ . ~ , . ' 

',;¡ • " . . ---, 

36.2 
,. 

~ • .~ • 29.9 -.. 
. ,.., _ . 

B 
1 2 3 4 5 6 7 

kDa I 

36.2 

29.9 . .. .'~-

Fig. 28.- INMUNODETECCION DE LA PROTEINA DE 36 kDa EN DISTINTOS TEJIDOS DE 

FRIJOL. Análisis electroforético en gel de 12 % de acrilamida desnaturalizante teñido COn azul de 

coomassie (A) e inmunodetección equivalente (B), de distintos extractos proteicos de frijol derivados 

de: eje embrionario (2), cotiledón (3), nódulo (4), raíz (5), hoja (6) y flor (7). Se analizaron cantidades 

equivalentes de proteína en cada carril (aproximadamente 100 ¡lg). La inmunodetección se realizó con 

anticuerpos anti-Grb2. La presencia de proteínas reconocidas por el anticuerpo anti-Grb2 se detectó 

pricipalmente en el extracto de eje embrionario (B, carril 2), cotiledón (B, carril 3) y raíz (B, carril 5). 

La proteína de 30 kDa se observó únicamente en el eje embrionario (B, carril 2). 
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A 1 2 3 4 5 

B 1 2 3 4 5 

6 7 8 

6 7 8 

leDa 

36.2 

leDa 

36.2 .. 
29.9 .. 

Fig. 29.- INMUNODETECC/ON DE LA PROTE/NA DE 36 kDa EN EL INICIO DE LA 

/MB/B/CION. Análisis electroforético de un gel de 12 % de acrilamida desnaturalizante teñido 

con azul de coomassie (A) e inmunodetección equivalente (B), de extractos de eje embrionario a 

distintas horas de iniciada la imbibición. Se analizaron cantidades equivalentes de proteína en cada 

carril (aproximadamente 90 llg). Los carriles corresponden a: ejes embrionarios de semillas 

maduras (1), y embebidos por 6 (2),12 (3), 24 (4), 48 (5) 72 (6) Y 96 h (7). La inmunodetección se 

realizó con anticuerpos anti-Grb2. Se observa una disminución importante en la expresión de la 

proteína de 36 kDa, a partir de las 24 h ( B, carril 4). El carril 8 corresponde a los marcadores de 

peso molecular. 
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kDa 

34 kDa 36.5 .. 
29.2 .. -

Fig. 30.- ENRIQUECIMIENTO Y PURIFICACION DE LA PROTEINA DE 34 KDa. CON 

AFINIDAD A FOSFOTlROSINAS. Análisis electroforético de un gel de 10 % de acrilamida 

teñido con azul de coomassie. Las fracciones 1-3 obtenidas de la eluci6n de la columna de 

fosfotirosinas, se concentraron hasta un volumen mínimo y se analizaron en éste gel (carril 1), 

para el corte de la banda correspondiente a 34 kDa. El carril 2 corresponde a los marcadores de 

peso molecular. 
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5.16 Secuencia parcial de aminoácidos de péptidos derivados de la proteína de 34 kDa. 

Después de haber realizado la purificación de la proteína de 34 kDa de acuerdo al protocolo 

descrito en Materiales y Métodos, ésta fué enviada a la Universidad de Harvard donde se obtuvo su 

secuencia parcial de aminoácidos. El análisis de la secuencia se realizó por el método de 

espectrometría de masas, el cual dió como resultado dos secuencias de péptidos derivados de la 

proteína, los cuales alinean con una secuencia reportada para una posible proteína relacionada con 

la desecación en Arabidopsis thalialla (Fig. 31). Esto sugiere que esta proteína puede unirse a 

proteínas que contengan tirosinas fosforiladas y puede ser importante durante los eventos de 

germinación en frijol. 

KL V AGLLGVESGQDA VIR 18 

KL V AGLLGVESGQDA VIR 

174 KLVAGLLGVESGQDAVIR 191 

TPEEILR 7 

TPEEILR 

262 TPEEILR 268 

Fig.!J.- Alineamiento entre dos secuencias de péptidos obtenidos por espectrometría de masas de la proteína de 34 

kDa (arriba), y una probable proteína relacionada con la desecación en Arabidopsis r"aliano (# acceso 12323093) 

(abajo). El número correspondiente a cada aminoácido se indica a los lados de cada secuencia. 

64 



VI 

DISCUSION 

Durante la germinación y cualquier otro proceso biológico ocurren numerosos eventos que 

involucran la transducción de señales como son: división celular, diferenciación y una alta actividad 

metabólica. Estos eventos están regulados por una gama de proteínas que ejercen control preciso 

sobre cada paso del proceso de germinación. En plantas se han realizado estudios con el objetivo 

de caracterizar a los elementos que están involucrados en las vi as de señalización. La gran mayoría 

de las proteínas involucradas en transducción de señales en vegetales se han identificado mediante 

el análisis de mutantes; a partir de estos estudios se han podido aislar cDNAs que codifican para 

algunas de las proteínas que participan en las vías de señalización en plantas como Arabidopsis. 

tabaco y maíz, entre otras (M0l1er y Chua 1999; Hardie 1999). En el presente trabajo se mostró la 

presencia de proteínas potencialmente relacionadas con la transducción de señales en ejes 

embrionarios de ?haseolus vulgaris. 

6.1 Secuencias homólogas a Grb2 en ?haseolus vulgaris. 

Grb2 es una proteína adaptadora de la transducción de señales que se caracteriza por tener 

dos dominios SH3 y un dominio SH2, los cuales le permiten interaccionar con otros componentes 

de la cascada de señalización en sistemas animales (Lowenstein el al., 1992; László 1999). Una de 

las estrategias que utilizamos para identificar proteínas relacionadas con la transducción de señales 

en frijol, fué a través de inmunodetecciones con anticuerpos obtenidos contra una proteína de 30 

kDa, identificada como Grb2 en plaquetas de humano. Utilizando esta técnica, se identificó a una 

proteína de 30 kDa en ejes embrionarios de frijol y de soya (Figs. 7 y 8). Estos resultados fueron 

siempre reproducibles. Cuando en experimentos independientes se utilizaron anticuerpos 

comerciales contra Grb2, se obtuvo el mismo resu ltado pero se observó una proteína de 36 kDa 

que reaccionó fuertemente con el anticuerpo, además de la de 30 kDa. Esto sugirió fuertemente que 

en ambos tejidos existía un homólogo de esta proteína. Debido a 10 anterior. se decidió seguir una 

metodología de amplificación por PCR para aislar la(s) secuencia(s) que codifica(n) para la proteína 

homóloga de Grb2 en frijol. 

Los productos de la amplificación por PCR en hoja de frijol y plántula de soya se 

obtuvieron con oligonuc1eótidos específicos para Grb2, sin embargo al analizar su secuencia 

nuc1eotídica no se detectaron secuencias similares a Grb2, o a dominios SH2-SH3 (Figs. 12 Y 

15). La obtención de estas secuencias pudo deberse a que las condiciones de temperatura utilizadas 

en el PCR, favorecieron interacciones inespecíficas entre los oligonuc1eótidos y el DNA. A pesar 
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de que la elección de los productos de PCR para su posterior purificación y secuencia se realizó 

con base en su hibridación con el cONA de Grb2 utilizado como sonda, no se obtuvo secuencia 

con similitud a este gen. El hecho de que los productos de PCR obtenidos de frijol y soya 

mostraron una señal detectable de hibridación, pudo deberse a que hay varias regiones en la 

secuencia de éstos productos que tienen similitud en 8-10 nucleótidos, los cuales podrían estar 

siendo reconocidos por la sonda de Grb2. Es probable que al utilizar oligonucleótidos con base en 

las secuencias reportadas recientemente para dominios similares a SH2-SH3 en plantas, se pueda 

favorecer la amplificación de éste tipo de secuencias en frijol. 

Los resultados obtenidos en las hibridaciones sobre ONA genórnico y RNA total de hoja de 

frijol, utilizando como sonda el cONA de Grb2 mostraron la presencia de regiones con similitud a 

Gb2 en ambos casos. La señal observada en la hibridación northern (Fig. 17) sugiere la 

existencia de secuencias de RNA homólogas a Grb2 que se están expresando en la hoja de frijol. 

Por otro lado, las señales observadas en la hibridación Southern indicaron la presencia de 1 o 2 

genes con posibles regiones homólogas a Grb2 (Fig. 16). Las condiciones de hibridación 

utilizadas en ambos casos se consideran de medianamente estrictas; condiciones similares se han 

reportado en la hibridación de una sonda heteróloga (de humano) sobre ONA vegetal (Raghuram et 

al., 1999), por lo que se pensó que las señales observadas en nuestros análisis fueron específicas. 

Aunque el número de "ufp" que se plaquearon para cada búsqueda en los bancos fué el 

indicado (de acuerdo al tamaño del genoma, tamaño de los insertos clonados, etc), algunas de las 

razones por las que no se pudieron detectar clonas positivas en los tamizados pudo ser una baja 

actividad específica en la sonda utilizada. Otra razón es que posiblemente el gen o cONA homólogo 

a Grb2 no estuviera representado en el banco, o bien se hubiera perdido durante la re-amplificación 

del banco, en el caso del banco de ONA genómico. Es probable que al incrementar la actividad 

específica de la sonda, o bien al utilizar una sonda homóloga como pudiera ser un producto de 

PCR del mismo frijol, se favorezca la obtención de clonas positivas con una secuencia similar a 

Grb2. 

Aunque los resultados de las búsquedas en los bancos de frijol y amplificaciones por PCR 

fueron infructuosos, los análisis por hibridación tipo Southern y northern mostraron que en el 

RNA de hoja y ONA genómico de frijol existen secuencias que podrían ser homólogas a esta 

proteína involucrada en la transducción de señales, Grb2. 

6.2 Identificación de dos proteínas en ejes embrionarios de frijol COIl distintos anticuerpos anti

Grb2. 

Como se describió en los resultados, los anticuerpos anti-p30 reconocieron en ejes 

embrionarios de frijol a una proteína de 30 kOa (Fig. 7 carril 4), mientras que los anticuerpos 

comerciales anti-Grb2 reconocieron a la misma fracción de 30 kOa, y además una proteína de 36 
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kDa (Fig. 18 B, carril 2) en el mismo tejido. Los anticuerpos anti-p30 fueron purificados contra 

la proteína Grb2 nativa mediante una columna de afinidad en el laboratorio de la Dra. E. Bearer, 

Brown University; mientras que los anticuerpos anti-Grb2 se obtuvieron contra un péptido de 27 

aminoácidos correspondientes a la región carboxilo terminal de Grb2. Es probable que la secuencia 

que corresponde al péptido o secuencias similares a éste, se encuentren presentes en varias 

proteínas y por ello los anticuerpos anti-Grb2 reconocen dos proteínas en el eje embrionario. 

Con el objetivo de determinar la especificidad en la reacción de los anticuerpos anti-Grb2, 

se decidió purificar por inmunoabsorción a los anticuerpos comerciales anti-Grb2. La purificación 

de los anticuerpos se realizó contra la proteína de 36 kDa del eje embrionario de frijol, y por otro 

lado, contra la proteína Grb2 de plaquetas; posteriormente se probaron en un extracto de plaquetas 

y de ejes embrionarios de frijol respectivamente. El resultado mostró que el reconocimiento de los 

anticuerpos fué específico para ambas proteínas (Fig. 19), Y que las dos proteínas pueden 

compartir el mismo epítope que reconocen los anticuerpos anti-Grb2; por lo tanto, al purificar los 

anticuerpos contra la proteína de 36 kDa estos también reconocieron a la proteína Grb2 de 

plaquetas, y viceversa. Estos resultados sugieren, que tal vez hay una secuencia o dominio similar 

a Grb2 que esté localizado en más de una proteína que pudiera o no, ser homóloga a Grb2. El 

hecho de que no se logró detectar la proteína de 30 kDa en el extracto de eje embrionario, pudo 

deberse a la baja concentración obtenida de anticuerpos purificados contra Grb2 de plaquetas. Por 

lo que es probable que al incrementar la concentración de los anticuerpos o al aumentar la 

concentración de proteínas de este tejido, éstos también reconozcan a la proteína de 30 kDa 

presente en el eje embrionario. 

6.3 Ensayos de afinidad de las proteínas de 30 y 36 kDa a columnas de poli-L-prolina y 

fosfotirosinas. 

La proteína Grb2 de animales puede interaccionar con regiones ricas en prolina a través de 

sus dqminios SH3; se ha reportado que los dominios SH3 de Grb2 prefieren ligandos con 

aminoácidos básicos en el extremo carboxilo terminal de péptidos ricos en prolina (Sparks et al., 

1996). Bearer et al., (2000), reportó un ensayo de unión a poli-L-prolina donde se analizó la 

interacción de profilina, V ASP y Grb2 de plaquetas de humano en una columna de poli-L- prolina 

y una de sus conclusiones es que Grb2 puede interaccionar directamente con la poli-L-prolina. 

Basados en éste ensayo de afinidad, se utilizaron condiciones muy similares para probar la 

interacción de las proteínas reportadas en el presente trabajo. Debido a que ambas proteínas se 

detectaron en el volumen que no se une a la columna, y no en las fracciones correspondientes a la 

elución de la misma; el resultado de nuestro ensayo indicó que las proteínas de 30 y 36 kDa 

presentes en el eje embrionario, no interaccionan directamente con la poli-L-prolina bajo estas 

condiciones (Fig. 20) 
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Dentro de las características de Grb2 también se encuentra su capacidad de interaccionar 

con proteínas que poseen tirosinas fosforiladas, a través de su dominio SH2. Se sabe que la unión 

al fosfopéptido se lleva a cabo por dos regiones en el dominio SH2, una de ellas reconoce a la 

tirosina fosforilada, mientras que la otra reconoce los residuos que se encuentran inmediatamente 

hacia el extremo carboxilo terminal de la tirosina fosforilada (Pascal et al., 1994). Las condiciones 

en que se realizó el ensayo se consideran favorables para mantener la fosforilación de la tirosina y 

así permitir su posible interacción con otras proteínas. Debido a que las proteínas de 30 y 36 kDa 

se detectaron en el volumen que no se une a la columna, y no en las fracciones correspondientes a 

la elución de la misma; el resultado de nuestro ensayo indicó que las proteínas de 30 y 36 kDa no 

tuvieron afinidad a fosfotirosinas bajo estas condiciones (Fig. 21). Los resultados obtenidos en 

ambos ensayos nos indican que probablemente las proteínas de 30 y 36 kDa no son homólogas a 

Grb2. Es probable que las proteínas de 30 y 36 kDa posean epítopes comunes que representan 

regiones similares a Grb2, y por ello los anticuerpos anti-Grb2 las pueden reconocer. Por lo tanto, 

las proteínas inmunodetectadas con anticuerpos anti-Grb2 corresponden a otro tipo de proteínas 

con una posible secuencia común en proteínas relacionadas con la transducción de señales en 

plantas. 

6.4 Purificación y secuencia parcial de aminoácidos de la proteína de 36 kDa. 

Una vez determinado que ninguna de las dos proteínas poseía propiedades que sugirieran 

que fuera un homólogo de Grb2, pero intrigados por el reconocimiento aparentemente específico 

de los anticuerpos anti-Grb2, decidimos averiguar su secuencia. Debido a la relativa abundancia de 

la proteína de 36 kDa respecto a la de 30 kDa decidimos enfocarnos en la purificación de la 

primera. La proteína de 36 kDa fué enriquecida y purificada parcialmente después de pasar un 

extracto de ejes embrionarios por una columna de intercambio aniónico (Fig. 23). Este proceso 

permitió cortar la banda correspondiente y enviarla a la Universidad de Harvard para el análisis de 

su secuencia parcial de aminoácidos. El resultado obtenido después de un análisis por 

espectrometría de masas y degradación de Edman fué la secuencia parcial de varios péptidos, los 

cuales tuvieron similitud con un mínimo de cuatro diferentes proteínas (Figs. 24·27). El aspecto 

interesante de este resultado fué la identificación de una proteína con posible similitud a varias 

cinasas de tirosina tipo Src o con homología a Src (Fig. 27). Las proteínas cinasas Src se 

caracterizan por tener dominios SH2-SH3 en su secuencia de aminoácidos, son específicas para la 

fosforilación de tirosinas y participan en procesos como la diferenciación, migración y 

proliferación celular en células animales (Klint et al., 1999; Timokhina et al., 1998). Esta 

información podría explicar los resultados obtenidos en las inmunodetecciones con los anticuerpos 

anti-Grb2. Para poder comprobar que la posible proteína con similitud a la cinasas de tipo Src en 

ejes embrionarios de frijol, corresponde a la proteína inmunodetectada por los anticuerpos anti-
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Grb2, se tendrá que separar a ésta proteína del resto de las proteínas que co-migran en la banda de 

36 kDa, o bien obtener la secuencia nucleotídica que codifica para ella. 

También llama la atención, la identificación de una proteína con similitud a la subunidad ~ 

de una proteína G heterotrimérica de G. max (Fig_ 24), así como un precursor de la proteína 

fitohemaglutinina eritroaglutinante (PHA-E) de P. vulgaris (Fig. 25). Las proteínas G 

heterotriméricas modulan una gran variedad de procesos de señalización en todas las células 

eucariotas; aunque el mecanismo de acción de estas proteínas en plantas aún no está claro. 

Numerosos estudios moleculares y funcionales apoyan el papel de las proteínas G heterotriméricas 

en varios procesos de transducción de señales en plantas; entre otros: la regulación de la apertura 

estoma tal, señalización de factores nod, transducción de luz roja y azul, expresión genética 

relacionada con patógenos y señalización de hormonas (Bischoff el al., 1999). Por otro lado, las 

lec tinas PHA-E participan en el tráfico de glucoproteínas y glucolípidos en las células vegetales; 

Rebbaa el al., (1996) mostró la interacción entre una proteína PHA-E de frijol y una secuencia de 

oligosacáridos presentes en el receptor del EGF de células de humano. Estos antecedentes sugieren 

que las posibles proteínas identificadas en la secuencia parcial de aminoácidos pueden tener un 

importante papel en la transducción de señales al inicio de la germinación en Phaseolus vulgaris. 

6.5 Análisis de la distribución de la proteílla de 36 kDa en distintos tejidos y durallTe el i/licio de la 

imbibición de ejes embrionarios en P. vulgaris. 

Con el objetivo de analizar el patrón de expresión de la proteína de 36 kDa, se realizaron 

inmunodetecciones con anticuerpos antÍ-Grb2 (utilizados como un método de detección) en 

diferentes tejidos de frijol y en una cinética de imbibición con ejes embrionarios de la misma planta. 

El resultado mostró que las proteínas de 30 y 36 kDa se detectan preferentemente en el eje 

embrionario de la semilla (Fig. 28). Por otro lado, se pudo detectar una disminución en la 

expresión de la proteína de 36 kDa a medida que avanza la imbibición (Fig_ 29). En las primeras 

horas después de haber iniciado la imbibición ocurre la inducción del metabolismo y en 

consecuencia, se activan procesos como la degradación de proteínas de almacenamiento necesarias 

para soportar el crecimiento y desarrollo de la plántula. Entre las proteínas que disminuyen su 

expresión al inicio de la imbibición se encuentran las proteínas LEA (Colmenero-Flores et.al., 

1997), y una cinasa similar a MAPK en semillas de cebada que disminuye su expresión al iniciar la 

germinación (Testerink el al., 2000). Por otro lado se han reportado proteínas cuya expresión se 

activa al inicio de la imbibición como es el caso de la actina de P. vulgaris (Villanueva el al., 

1999), y una cinasa básica de la mielina en semillas de cebada (Testerink el al., 2000). 

Como se indicó en los resultados, una de las cuatro posibles proteínas que co-migran en la 

banda de 36 kDa corresponde a una proteína LEA (Fig_ 26). Las proteínas LEA se caracterizan 
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por su expresión durante la desecación de la semilla, por lo que no se puede descartar que la 

proteína inmunodetectada con anticuerpos anti-Grb2 en el eje embrionario de frijol, corresponda a 

esta proteína LEA debido a las características de su expresión en la semilla y durante el inicio de la 

imbibición (Fig. 28 Y 29); aunque también existe la posibilidad de que la proteína 

inmunodetectada corresponda a cualquiera de las otras proteínas identificadas en la secuencia 

parcial de aminoácidos. 

6.6 Purificación y secuencia parcial de aminoácidos de una proteína de 34 kDa con afinidad a 

fosfotirosinas. 

Después de realizar un ensayo de unión a fosfotirosinas, se detectó en la elución de la 

columna una proteína parcialmente pura con un peso molecular de 34 kDa (Fig. 21 A, carril 4). 

Debido a nuestro interés en la identificación de proteínas relacionadas con la transducción de 

señales, se decidió cortar la banda correspondiente a ésta proteína y enviarla a la U. de Harvard 

para el análisis de su secuencia parcial de aminoácidos (Fig. 31). El resultado obtenido de éste 

proceso fué la secuencia de dos péptidos que tienen homología con una probable proteína 

relacionada con la desecación en Arabidopsis thaliana. 

Es muy posible que esta proteína de 34 kDa sea importante para el embrión y se encuentre 

relacionada con la desecación, puesto que muchos de los genes que se han aislado en condiciones 

de estrés hídrico en plantas tolerantes a la desecación como C. plamagineum, tienen una alta 

identidad con genes que se expresan en las semillas de otras especies (Ingram y Bartels 1996). La 

secuencia parcial de aminoácidos de la proteína de 34 kDa posee una menor identidad con una 

proteína de respuesta a ABA en la planta de resurrección C. plalltagineum; este antecedente sugiere 

que la expresión de la proteína de 34 kDa puede estar modulada por ABA, lo cual también es 

característico de los cDNAs que codifican para proteínas LEA y que se expresan en condiciones de 

desecación, como se ha descrito para P. vulgaris (Colmenero-Flores et al., 1997) y otras plantas 

(Finkelstein 1993; Moons et al., 1997). Una posible función de p34 en la semilla puede ser similar 

a la de las proteínas LEA, las cuales participan en la protección celular durante la desecación. 

La característica de afinidad a fosfotirosinas de la proteína de 34 kDa debe tomarse con 

precaución, debido a que las proteínas relacionadas con la desecación que tienen similitud con esta 

proteína, no poseen regiones o secuencias similares a dominios SH2 (necesarios para el 

reconocimiento de la fosfotirosina). Sin embargo, se debe conocer la secuencia completa de 

aminoácidos, o bien la secuencia de nucleótidos que codifica para la proteína de 34 kDa, para poder 

determinar si realmente hay alguna region con similitud a dominios SH2, lo cual podría explicar los 

resultados de la interacción con tirosinas fosforiladas. Es posible que existan otras proteínas que 

pueden unirse a fosfotirosinas y que se encuentren en el extracto total de embrión, el cual no fué 

analizado en este ensayo. Otra posibilidad es que la proteína de 34 kDa haya interaccionado de 
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forma indirecta, es decir a través de otra proteína que se unió a las tirosinas fosforiladas de la 

columna. 

Es importante resaltar que al obtener la secuencia parcial de aminoácidos de estas proteínas 

se podrán diseñar oligonucléotidos que nos permitan obtener al gen que codifica para cada una de 

ellas en P. vulgaris. También se podrán diseñar péptidos específicos para posteriormente generar 

anticuerpos contra cada una de las proteínas. La importancia de estos futuros experimentos radica 

en definir cómo participan diversas proteínas involucradas en la transducción de señales y el 

posible papel de las proteínas de 34 y 36 kDa en estos eventos durante la germinación en P. 

vulgaris. 
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VII 

CONCLUSIONES 

- Anticuerpos purificados contra Grb2 reconocen dos proteínas con un peso molecular de 30 y 36 

kDa, en el eje embrionario de semillas maduras de fri jo!. 

- Los resultados del análisis tipo Southem y northem indican la presencia de regiones similares a 

Grb2 en el ONA genómico y RNA total de hoja de frijol, respectivamente. 

- Las proteínas de 30 y 36 kDa reconocidas por anticuerpos anti-Grb2 no presentan la característica 

de afinidad por poli-L-prolina o tirosinas fosforiladas, en las condiciones establecidas, por lo que 

no poseen propiedades similares con Grb2. 

- El análisis de la secuencia parcial de aminoácidos, correspondiente a la proteína de 36 kOa, 

sugiere que los péptidos obtenidos corresponden a un mínimo de cuatro diferentes proteínas, entre 

las cuales se encuentra una cinasa tipo Src o con homología a Src; la subunidad ~ de una proteína 

de unión a nucleótidos de guanina de G. max, una proteína LEA 0-34 de G. hirslItll/ll y un 

precursor de fitohemaglutinina eritroaglutinante de P. vlIlgaris. 

- Ensayos de inmunodetección mostraron que la proteína de 36 kDa se encuentra preferentemente 

en el eje embrionario de la senúlla de frijol. 

- Una proteína de 34 kOa localizada en el eje embrionario de frijol, presentó la característica de 

afinidad a fosfotirosinas. El análisis de la secuencia parcial de aminoácidos de esta proteína, 

sugiere que los péptidos obtenidos presentan sinúlitud con una probable proteína relacionada con la 

desecación en Arabidopsis thaliana. 
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VIII 

PERSPECTIVAS 

- Con base en la secuencia parcial de aminoácidos, diseñar oligonucleótidos específicos para 

amplificar secuencias representativas de los genes que codifican para la posible proteína con 

similitud a una cinasa Src, la proteína relacionada con la desecación, y las otras proteínas 

identificadas en el genoma de Phaseolus vulgaris. 

- Obtener anticuerpos específicos contra péptidos que correspondan a la secuencia de aminoácidos 

de la posible proteína cinasa Src, la proteína relacionada con la desecación en frijol y las otras 

proteínas identificadas. 

- Analizar la distribución de ambas proteínas en diferentes etapas de la embriogénesis y 

germinación, mediante ensayos de inmunodetección y/o inmunolocalización. 

- Analizar la función de la posible proteína tipo Src de frijol, mediante la microinyección celular de 

anticuerpos específicos que bloqueen la actividad de cinasa de tirosina de esta proteína. 

- Transformar plantas de Arabidopsis con DNA anti-sentido de los genes que codifican para las 

posibles proteínas identificadas en frijol. 
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