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RESUMEN

El tema de latransduccion de sefiales en plantas ha sido recientemente objeto de gran interés
en 10s grupos de investigacién. Los componentes de las vias de sefializacién se han identificado
principalmente en sistemas animales, sin embargo, en sistemas vegetales se han realizado grandes
avances en la identificacién de moléculas involucradas en la transduccién de seiiales. En el presente
trabajo se describe la identificacién y caracterizacién de proteinas potencialmente relacionadas con
la transduccién de sefiales en frijol. Los andlisis tipo northern y Southern, sobre RNA de hoja y
DNA gendémico de frijol respectivamente, mostraron secuencias homdélogas a una proteina
adaptadora de la transduccién de sefiales llamada Grb2. Las inmunodetecciones con anticuerpos
anti-Grb2 en embriones de frijol mostraron la presencia de dos proteinas de 30 y 36 kDa. Debido a
que la proteina 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 proteinas de 30 y 36 kDa no presentan afinidad por estas moléculas en
las condiciones analizadas. Este resultado sugirié que las proteinas inmunodetectadas en frijol no
eran homdlogas de Grb2, por lo que se realizd la purificacién y secuencia parcial de aminodcidos
de la proteina de 36 kDa, para analizar su posible funcién, El andlisis comparativo de las
secuencias obtenidas, con las reportadas en el banco de datos sugirié que por lo menos hay cuatro
proteinas diferentes en la banda correspondiente a 36 kDa. Una de éstas secuencias indicé cierta
similitud con una region de 6 aminoicidos de una proteina cinasa c¢-Src de humano, la cual
posiblemente corresponda con Ja protefna inmunodetectada con los anticuerpos anti-Grb2.
Posteriormente se realizé la purificacién y secuencia parcial de aminodcidos de una proteina de 34
kDa con afinidad a fosfotirosinas en embriones de frijol y el resultado indicé una similitud con una
posible protefna relacicnada con la desecacién en Arabidopsis thaliana. Los resultados obtenidos
sugieren que posiblemente ambas proteinas se encuentren involucradas en la transduccién de
sefiales en frijol. La importancia de estos experimentos radica en el establecimiento de la existencia
de estas proteinas, y sienta las bases para definir cémo participan diversas protefnas involucradas
en la transduccién de sefiales y el posible papel de las protefnas de 34 y 36 kDa en estos eventos

durante la germinacién en Phaseolus vulgaris.



I
INTRODUCCION

Una de las caracteristicas mis 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 especificas que resultan en la induccién de funciones particulares; para ello las
células cuentan con diversos mecanismos que les permiten percibir seiales fisicas (luz,
temperatura, presion, electricidad, etc.) o quimicas (hormonas, neurotransmisores, H,O, etc.} y
traducirlas a una respuesta fisiolégica especifica.

Hasta el momento se ha establecido que, tanto las células animales como las vegetales
cuentan con estructuras especializadas para la percepcidn de sefiales (Alberts et al., 1994; Damell er
al., 1995). Dichas estructuras generalmente estdn constituidas por proteinas receptoras ubicadas en
los diferentes compartimentos celulares (Alberts er al., 1994). Después de la unién a sus ligandos,
los receptores transducen las sefiales 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 internalizacién de la sefial concluye en e} niicleo donde se modifica la expresién de
grupos particmlares de genes (Kretsinger 1990); normalmente éstos procesos son rapidos,
sensibles y especificos, donde los elementos que participan en la respuesta regulan la intensidad del
estimulo al promover o restringir la transduccién de la sefial 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 vias de transduccién de seiales, asi
como su interconeccidn con otros procesos celulares (Cohen ef al., 1995). Los sistemas vegetales
no han sido estudiados tan ampliamente como los animales, pero se conocen algunas vias que
parecen tener componentes andlogos. Sin embargo, el hecho de que las plantas sean sésiles Jas
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
transduccidn respecto a los de los animales. Entre Jos elementos comunes en los mecanismos de
transduccién de sefiales empleados por plantas y animales se encuentran, los segundos mensajeros,

la fosforilacién y defosforilacién de proteinas, presencia de receptores, proteinas G, etc. (Bowler
y Chua 1994).

1.1 TRANSDUCCION DE SENALES EN PLANTAS.

1.1.1 RECEPTORES.
Para un crecimiento y desarrollo éptimo las plantas deben tener la habilidad de coordinar

procesos complejos del desarrollo y al mismo tiempo detectar y responder a factores fisiol6gicos,



enddégenos y ambientales. Las respuestas pueden ser clasificadas en cuatro eventos principales:
percepcién del estimulo; generacién y transmisién de la sefial y cambios subsecuentes en los
procesos bioquimicos (Mgller y Chua 1999). Los cambios bioquimicos en las células vegetales, en
ocasiones se traducen a procesos como la divisién y diferenciacién celular que pueden llevar a la
formaci6n. de nuevas estructuras. .

Para que estos procesos puedan ser ejecutados es necesaria la participacién de moléculas
receptoras y efectoras que transmitan la sefial al interior de la célula. Las moléculas receptoras
pueden estar ubicadas en la superficie de la célula, niicleo, pared celular o en el citosol (Trewavas y
Malhé 1997). En algunos casos, como con el receptor del fitocromo, la amplificacién de la sedal
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 citopldsmico similar a cinasa, la dimerizacién puede
resultar en una fosforilacién intermolecular y ésta a su vez provocar un cambio conformacional en
el receptor que le permita interaccionar con otros componentes de la via de seiializacién.

La mayoria 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 (Ser/Thr); tal es el
caso de los receptores, ERECTA y CLAVATA 1 identificados en Arabidopsis thaliana que
participan en la sefializacién célula-célula y en la proliferacién celular en el meristemo apical y floral
(Torit er af., 1996; Trotochaud et 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 interaccién proteina-proteina; el grupo del
dominio S, cuyos miembros tienen un dominio extracelular relacionado con la glucoproteina del
locus-S en especies de Brassica; el grupo del dominio similar a lectina, cuyo dominio extracelular
estd relacionado con las lectinas de leguminosas y la proteina Lec 2 de Arabidopsis thaliana; y
finalmente el grupo de receptores que poseen un dominio extracelular con secuencias repetidas
relacionadas al factor de crecimiento epidérmico en mamiferos, aunque su funcién en plantas adn
no estd muy clara (Hardie 1999).

Algunos receptores pueden interaccionar directamente con miembros de la familia de
GTPasas como son las proteinas G (Lin er al., 1996). La interaccion de 1a GTPasa con el complejo
ligando-receptor permite a la enzima unir GTP y activarse para posteriormente a su vez activar a
otras molécuias o enzimas, ésta actividad en las GTPasas incrementa la flexibilidad en la via de
transduccién de sefiales. En Arabidopsis hay evidencias que sugieren la presencia de una GTPasa
tipo Rho en un complejo de sefializacién que incluye a las proteinas CLAVATA 1y 3 en la
formacién del meristemo apical y floral (Trotochaud er al., 1999).

Dentro de la familia de protefnas de unién a GTP reportadas en plantas se encuentran las

proteinas G heterotriméricas, que se caracterizan por poseer tres sub-unidades (¢, f, y y). En su



forma inactiva las subunidades B y y forman un dimero estable que en conjunto con la subunidad o

permanecen asociadas al receptor. La unién de un ligando extracelular al receptor altera la
conformacidn del receptor, el cual promueve su asociacién con la proteina G heterotrimérica; el

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

forma activa y se disocia del dimero GBy. Tanto el dimero Gy como la subunidad o pueden

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

sefializacién. La inactivacién del mecanismo ocurre por la actividad intrinseca de GTPasa de la
subunidad «, la cual en su forma inactiva se vuelve a unir al dimero y en consecuencia al receptor

(Peskan y Oelmiiller 2000).

1.1.2 SEGUNDOS MENSAJEROS.

Cuando las células vegetales reciben una seifial, el compartimento citopldsmico recibe esta
informacidn a través de cambios en la concentracién de segundos mensajeros, cuya produccién es
regulada por la activacién de proteinas G, fosfolipasas, ciclasas y canales i6nicos. Entre los
segundos mensajeros que se han identificado se encuentran el icido fosfatidico, IP3 (inositol
(1,4,5) rifosfato), Ca2+, glutatién, peréxido de H, diacilglicerol, y radicales libres (Divecha e
Irvine 1995; Trewavas y Malho 1997). Actualmente se acepta que varios fosfolipidos pueden ser
hidrolizados por las fosfolipasas y asi generar segundos mensajeros como el IP; y el diacilglicerol;
de hecho hay evidencias que sugieren la existencia de un mecanismo de sefializacin en plantas a
través de fosfoinositidos (Chasan 1995). También se ha reportado que el IP3 induce la liberacién
de calcio de la vacuola y posiblemente otros organelos (Coté y Crain 1993). Algunos de estos
segundos mensajeros como el calcio y los lisofosfolipidos pueden activar a proteinas cinasas,
mientras que algunos como e} IP3, movilizan el calcto a través de la apertura de canales. Por otro
lado, el IP3 y otros fosfolipidos pueden unirse directamente a componentes del citoesqueleto para
cambiar su conformacién y funcién en la célula (Irvine y Cullen 1996).

Uno de los compuestos més ampliamente utilizado como mediador intracelular es el Ca2+,
el cual se mantiene a una concentracién de ~ 100 nM en el citosol, mientras que en el reticulo
endopldsmico y otros compartimentos puede alcanzar hasta 100 mM (Trewavas y Malhé 1997).
Hay organelos como la mitocondria y el cloroplasto que poseen su propio sistema de sefializacién
por calcio, el cual regula la respiracion oxidativa y el ciclo de Calvin (Bush 1995). Cuando una
sefial abre, en forma transitoria los canales de calcio en alguna de las membranas, el calcio fluye
hacia e] citosol e incrementa en forma dramadtica su concentracion local, con lo cual se modifica el
comportamiento de las proteinas que responden al Ca2+ como la calmodulina y cinasas de proteina

dependientes de calcio (CDPK, de sus siglas en inglés: Calmodulin-Like Domain Protein Kinases)



(Bush 1995; Harmon 1997). En las plantas el calcio desencadena una amplia variedad de
respuestas entre las cuales se incluyen la proliferacion celular (Kretsinger 1990), la respuesta
gravitrépica (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 ciclico) es un segundo mensajero clave en los
organismos vivos y se encuentra presente desde las bacterias hasta los mamiferos. El AMPc actia a
través de la modificacién de la actividad de un grupo de enzimas conocidas como cinasas
dependientes de AMPc (Damell et al,, 1995). En las plantas la presencia y funcién del AMPc atin
no es claro, debido principalmente a que las metodologias utilizadas para evaluar su presencia
carecen de la sensibilidad necesaria (Bolwell 1995). Aunque el AMPc se presenta en muy baja
concentracién en la célula vegetal (0.5-15 pmoles por g de peso fresco) (Spiteri et al., 1989), en
algunos casos se ha observado que la adicién de AMPc a extractos de plantas estimula la
fosforilacién de proteinas especificas (Sudhir y Munshi 1998).

1.1.3 CINASAS DE PROTEINAS.
Este mecanismo de amplificacién de las seiiales se realiza a través de una familia de

protefnas con actividad enzimética denominadas cinasas, las cuales son capaces de transferir el
fosfato y del ATP a las proteinas sustrato. Estas enzimas realizan la modificacién post-traduccional

a través de fosforilaciones, mecanismo que afecta la estructura de las proteinas as{ como su funcién
(Huber y Huber 1995). Las cascadas de fosforilacién en plantas estdn mediadas por tres grupos
principales de cinasas: las cinasas de serina-treonina, que fosforilan a las proteinas 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-icido
aspartico (Chang 1996). Estas fosforilaciones son reversibles y estdn reguladas por fosfatasas
especificas (Naoyuki er al., 1994; Sun y Tonks 1994). Entre las proteinas que presentan actividad
de cinasa se encuentran los RLK, los cuales transducen la sefial a través de la activacién de un
dominio de cinasa; la gran mayoria 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 proteinas con un dominio similar a calmodulina (CDPK), en las plantas
constituyen una familia de enzimas cuya actividad de cinasa estd regulada por la unién de calcio a
sus dominios similares a calmodulina (Harper er al.,, 1991). Las proteinas CDPK se han visto
involucradas en la apertura de estomas en las células guarda de Vicia faba (Pei et al., 1996), asi
como en la fosforilacién de una acuaporina en nédulos de leguminosas (Lee et al., 1995).

Otro grupo de cinasas de proteinas que inicialmente fueron identificadas como cinasas de
serina-treonina son las cinasas de proteinas activadas por mitégenos, conocidas cominmente como



MAPKSs (de sus siglas en inglés: Mitogen Activated Protein Kinases). Este grupo de proteinas
desempeiian funciones clave en la integracién de miltiples sefiales intracelulares transmitidas por
varios segundos mensajeros y por sefiales extracelulares tales como bajas temperaturas (Mizoguchi
et al., 1997), estimulos mecénicos (Mizoguchi et al., 1993), estrés salino (Mizoguchi et al., 1996)
e inductores derivados de la pared celular (Zhang y Klessing 1998).

Principalmente en Arabidopsis thaliana y Nicotiana tabacum se han aislado varios cDNAs
que corresponden a homélogos de MAPK, MAPKK y MAPKKK (Mizoguchi et al., 1997;
Nishihama et al., 1995). En total el niimero de protefnas 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 desempefiar una amplia variedad de funciones. En la
Fig. 1 se describe el mecanismo de regulacién de ésta familia de proteinas.

Dentro de las proteinas con actividad de cinasa encontradas en plantas se encuentran las
cinasas de caseina (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 caseina como sustrato, se dividen en dos
subfamilias (cinasa de casefna 1 y cinasa de caseina 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 PSTAIRE, presente en las CDK (Jeffrey er 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 estdn involucradas en la

regulacién del ciclo celular en plantas (Hardie 1999).

1.2 INTERACCIONES DE LAS VIAS DE SENALIZACION EN PLANTAS.

En el pasado, las vias de sefializacion en plantas se vefan como una continuacién lineal,
desde la percepcién de la seiial, a la subsecuente activacidn de los genes. Sin embargo los avances
de los dltimos afios han mostrado que en las vias de sefializacién hay numerosas interacciones e
intersecciones, donde las plantas deben integrar toda esa informacidn para poder ejecutar la
respuesta apropiada. En la mayoria de los casos la percepcion de la sefial termina en la induccién de
genes blanco, cuya expresién tiene como consecuencia una respuesta fisiolégica o a nivel del
desarrollo. La activacidén de éstos genes generalmente ocurre por vias que tienen componentes en
comun en el inicio de la via de sefializacion, pero que difieren en los componentes que estin al
final.

LLa mayoria de las vias de sefializacién en plantas parecen estar reguladas a través de
mecanismos de represién, los cuales son liberados por la percepcién de una seiial; ésto permite que
haya velocidad y precisi6n en la respuesta. Un ejemplo de incremento en la respuesta (sinergismo)
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Fig. 1.- REGULACION POR FOSFORILACION DE LA CASCADA DE CINASAS DE PROTEINAS ACTIVADAS
POR MITOGENOS (MAPK). Una MAPK defosforilada (inactiva) se activa por fosforilacién de los residuos de
treonina y tirosina en la secuencia TxY, la fosforilacién es catalizada por una MAPK cinasa (MAPKK) localizada
corriente arriba. Una MAPKK defosforilada (inactiva) se activa por fosforilacién de los residuos de serina y treonina

en la secuencia SxxxS/T; ésta fosforilacién es catalizada por una MAPKK cinasa (MAPKKK) localizada corriente

arriba. Tomado de Mizoguchi ef al., (1997).



entre dos vias es el efecto aditivo de 1a luz y citocininas sobre la inhibicién de la elongacién del
hipocotilo en las semillas de Arabidopsis (Mgller y Chua 1999). El efecto opuesto en la via de
sefializacién se presenta cuando hay una atenuacién de la respuesta (antagonismo); un ejemplo es
cuando ABA incrementa la expresién de la cinasa en serina-treonina PKABAI, la cual a su vez
suprime la induccién de los genes de respuesta a dcido giberélico en células de la capa de la
aleurona, en cebada (Gomez-Cadenas et al., 1999).

A continuacién se describen algunas evidencias de las interacciones en las vias de
sefializacién, las cuales se han reportado en respuesta a diversos estimulos como: luz, azicares,
hormonas, desecacidn, etc. La mayoria de estos datos se han obtenido mediante el anélisis de
plantas transgénicas o mutantes (principalmente Arabidopsis thaliana), por lo que se han podido
identificar algunos de los elementos que participan en la transduccién de seiiales.

1.2.1 HORMONAS.

En Arabidopsis se clonaron dos genes (AXR1/TIR1), involucrados en la sefializacién por
auxinas (Gray et al., 1999), posteriormente se descubri que estos genes también formaban parte
de los componentes de la via de ubiquitinacién (Leyser ef al., 1993; Ruegger et al., 1998); éste y
otros experimentos sugirieron que posiblemente la via de ubiquitinacién se puede activar en
respuesta a auxinas.

Acerca de las cascadas de sefializacién por 4cido 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 via de dcido giberélico) y GA!
(insensible a dcido giberélico) asi como la presencia de repeticiones de leucina en éstas dos
proteinas sugiere que pueden interactuar como un complejo regulatorio para reprimir la sefializacién
por 4cido giberélico en Arabidopsis (Mgller y Chua 1999). También se ha observado que ésta
hormona afecta diferentes categorias de MAPKs y CDPKs tanto a nivel transcripcional como
traduccional (Sudhir y Munshi 1998).

Una de las vias de transduccién de seiiales mds 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 interaccién y se libera la cinasa CTR1 en su forma inactiva, ésto permite la des-represién de
moléculas (posiblemente MAPKSs) que estdn abajo en la cascada de sefializacidn y que pueden
regular a elementos nucleares (EIN3 y EIL1-3), y éstos pueden entonces activar factores de
transcripcién (EREBP) que controlan la expresion de genes blanco (Mgller y Chua 1999).

El 4cido abscisico (ABA) es una hormona vegetal cuyos niveles son inducidos bajo
diferentes condiciones de estrés abidtico como sequia, aita salinidad y bajas temperaturas. Se ha
propuesto un modelo para la sefializacién de ABA, donde la uni6n de ésta hormona a un posible
receptor inicia los eventos hacia abajo de la transduccién de sefiales, lo cual permite la inactivacién



de una fosfatasa que libera la represién de la via de sefializacién. Se han identificado dos fosfatasas
(ABI1 y ABI2) que inhiben la expresién de los genes en respuesta a ABA inducidos por Ca2+
(Mgller y Chua 1999). Experimentos previos han propuesto que hay dos vias paralelas para la
induccion genética en respuesta a estrés osmético y ABA; una via independiente de ABA y otra
dependiente de ABA (Shinozaki y Yamaguchi-Shinozaki 1997). Sin embargo, hay evidencias de
que ambas vias pueden interaccionar para activar los genes que se inducen por estrés osmético
(Ishitani et al., 1997).

1.2.2 LUZ

La luz provee a la planta, tanto de energia para la fotosintesis, como de sefiales de
informacién para optimizar el crecimiento y el desarrollo. Dentro de 1os 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 interaccién entre ambas vias. Experimentos de microinyeccién han mostrado que una
posible proteina G heterotrimérica actita como un componente arriba de Phy A en la transduccién
de sefiales (Bowler er al., 1994; Neuhaus et al., 1993), y que por lo menos tres vias que
involucran Ca2+ y/o GMPc, controlan la respuesta de Phy A después de interaccionar con el
complejo de proteina G (Mgller y Chua 1999). La plasticidad en las respuestas durante la
transduccién de seifiales se debe en ocasiones a que una molécula puede estar involucrada en
diferentes procesos un ejemplo de ello es la proteina HYS que se ha relacionado con la sefializacidn
mediada por auxinas, como un regulador transcripcional en el proceso de desarrollo en el
hipocotilo y raiz, y como un regulador positivo de la elongacion celular en respuesta a la luz en
Arabidopsis thaliana (Mgller y Chua 1999). Esta proteina es un factor transcripcional que
promueve la fotomorfogénesis a través de su unién a genes inducibles por luz y actiia 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 caseina Il 'y de ésta forma ser regulada
su actividad (Hardtke et al., 2000).

1.2.3 AZUCARES

Recientemente se ha mostrado que los azdcares son moléculas importantes en la
transduccién de sefiales, principalmente por su interconeccion con la via de sefializacién por luz y
hormonas. Se han identificado al menos 2 vias de sefializacién por azicares: una de ellas regulada
por la hexocinasa (Jang et al., 1997), y la otra regulada por una proteina cinasa similar a SNF1
(Németh ez al., 1998). Los resultados que se han obtenido indican que la via de seiializacién por
etileno y la via de sefializacién por azicares funcionan de manera opuesta en la modulacién de las
etapas tempranas del desarrollo en plantulas de Arabidopsis (Mgller y Chua 1999). Por otro lado,



en plantulas de la misma especie se ha observado que elevados niveles de azdcar, pueden suprimir
la expresién de genes para la fotosintesis (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
purificacién quimica del brasinolido (componente activo de los brasinoesteroides con estructura
esteroidal) ha permitido establecer la participacién de ésta hormona en diversas respuestas
fisioldgicas como elongacién de tejido vegetativo a muy bajas concentraciones, elongacién
reducida de la rafz, crecimiento del tubo polinico, termotolerancia e induccién de la biosintesis de
etileno (Stever y Mc Court 2001).

En algunas plantas, se ha visto que la induccidn de la biosintesis de etileno, puede inhibirse
por luz. En la produccién de etileno se ha reportado que los brasinoesteroides pueden actuar
sinérgicamente con auxinas activas y Ca2+, También se ha observado una accién sinérgica entre el
dcido 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 raiz (Davies 1995). Se han analizado un gran niimero de mutantes de Arabidopsis,
inicialmente identificadas como mutantes en la sefializacién por luz y que posteriormente se
observd que presentaban deficiencias en la biosintesis de brasinoesteroides. Por lo tanto, se ha
sugerido que hay una interaccién entre la via de respuesta a luz y la de brasinoesteroides (Ecker
1997). Con el objetivo de estudiar la via de sefializacién mediada por brasinoesteroides, se han
analizado mutantes insensibles a esta hormona. En estos experimentos se ha aislado el gen bril y
sus respectivos alelos. BRI codifica para una proteina 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 CLAVATA | (Clark et al., 1997) de
Arabidopsis, por lo que se puede especular que BRI1 pudiera ser un receptor de brasinoestercides
en plantas (Mgller y Chua 1999).

1.2.5 HERIDA, DEFENSA, ESTRES.

En las plantas el estrés por herida, estimula la sintesis del jasmonato, un derivado del 4cido
linolénico, el cual a su vez estimula la expresién de genes que codifican para inhibidores de
proteasas. En tabaco se ha reportado la presencia de proteinas de la familia de las MAPK (WIPK)
que se activan por herida (Seo et al., 1999). En Arabidopsis, la infeccidn por patGgenos genera dos
vias de respuesta de defensa; una de las vias es mediada por dcido salicilico, mientras que la otra
via requiere la accién sinérgica de jasmonato y etileno. Cada una de las vias permite la activacién de
genes que confieren resistencia a patégenos especificos, y aunque actiian en forma independiente,
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la via dependiente de dcido salicilico es capaz de regular en forma negativa la via de etileno y
jasmonato. En respuesta al estrés por patégenos se han detectado genes que se activan
especificamente por el producto de un gen de avirulencia (avr) presente en el patégeno fiingico
Cladosporium fulvum (De Wit 1992). Los genes avr codifican para moléculas elicitoras que directa
o indirectamente se unen a los receptores de la membrana plasmatica vegetal. Se han detectado
algunas moléculas que participan en éste proceso como las proteinas G, fosfatasas, H+-ATPasas
(Vera -Estrella et al., 1994a; Vera-Estrella er al., 1994b), y cinasas en serina-treonina.

Hay numerosos casos en donde se incrementa la expresién génica o la actividad proteica en
respuesta a algiin tipo de estrés en forma especifica. Por ejemplo, la aplicacién de ABA exégeno
resulta en la acumulacién de una cinasa en serina-treonina (PKABA1) en hojas deshidratadas de
plantulas de trigo (Holappa y Walkers-Simmons 1997),

Hong et al., (1997) reportaron un receptor similar a cinasa con cuatro dominios diferentes
que se induce por ABA, bajas temperaturas, estrés salino y deshidratacién, lo cual sugiere que ésta
cinasa probablemente tiene un papel en miltiples vias de sefializacién por estrés. También se sabe
que la cascada de sefializacién por MAPK puede activarse por frio y desecacién, via factores de
transcripcién (Jonak er al., 1996). La mayoria de estos procesos de sefializacién son regulados por
fosforilaciones y defosforilaciones de proteinas especificas (Sudhir y Munshi 1998).

1.2.6 PARTICIPACION DEL CITOESQUELETO.

La dindmica del citoesqueleto estd regulada por diferentes elementos que participan en la
transduccién de sefiales como el Ca2+ (McCurdy y Williamson 1991); las proteinas G (Takai et
al., 1995); lipidos (Grabski et al., 1994); y algunas cinasas (Amano et al,, 1997). Recientemente
se ha documentado 1a modificacién de los componentes del citoesqueleto en respuesta a estimulos
como el frio (Orvar et al., 2000) y giberelinas (Wenzel et al., 2000). Bogre et al., (2000) reportd
algunas evidencias de que las MAPK participan en la regulacién del citoesqueleto y divisién
celular, mientras que algunas proteinas de sefializacién dependientes de Ca2+ se unen de forma
especifica a regiones del citoesqueleto y pueden responder solo a cambios en la concentracién de
calcio que ocurren en la cercania (Trewavas y Malhé 1997). El IP3 y otros fosfolipidos pueden
unirse directamente a componentes del citoesqueleto y cambiar su conformacién y funcién (Irvine y
Cullen 1996). La Fig. 2 muestra algunos de los elementos que estdn involucrados en la

transduccién de sefiales en plantas.
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Fig. 2.- ELEMENTOS DE LA TRANSDUCCION DE SENALES EN CELULAS VEGETALES. Este esquema muestra una parte de

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

GTPasas, cinasas, fosfatasas y la participacion de segundos mensajeros.



IT
ANTECEDENTES

2.1 MOLECULAS TRANSDUCTORAS EN ANIMALES.

Uno de los temas de interés del grupo de investigacién donde se desarrolld este proyecto,
ha sido la identificacién de proteinas involucradas en la transduccién de sefiales en la semilla
madura y durante la germinacién en P. vulgaris. El enfoque inicial del proyecto consistié en aislar
el gen que codifica para una proteina adaptadora, homéloga a Grb2 en el embrién de frijol. En
forma paralela, se inici6 la caracterizacién de dos proteinas presentes en el mismo tejido, con el
objetivo de estudiar a los posibles elementos que participan en la transduccién de sefiales 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 transduccién de sefales, y se han
propuesto modelos que incluyen la participacién de receptores, ligandos especificos, proteinas
adaptadoras, fosfolipasas, proteinas G, cinasas, fosfatasas, factores transcripcionales, etc.
(Schenk y Snaar-Jagalska 1999; Cary y Guan 1999). La unién de un ligando a un receptor de canal
idnico permite que éste se abra y ocurra un cambio de potencial de membrana. Alternativamente, la
unién de un ligando puede estimular una actividad enzimatica intrinseca del receptor, o bien en la
modulacién de una protefna que transducird la sefial a través de cinasas de proteinas que, en
interaccién con segundos mensajeros, modulardn la sefial. Las modificaciones mas comunes son a
través de fosforilaciones y defosforilaciones, realizadas respectivamente por cinasas y fosfatasas
especificas para residuos de serina, treonina y tirosina.

En muchos casos la transduccién de sefiales estd mediada por complejos especificos
proteina-proteina. Cominmente la formacién de estos complejos estd controlada por pequeiios
dominios modulares como aquellos que tienen homologia a Src (SH2 y SH3), los cuales se

encuentran en una gran variedad de proteinas animales (L4sz16 1999).

2.1.1 DOMINIOS SH2.
Los dominios SH2 son mddulos proteicos de aproximadamente 100 amino4cidos, que

est4n presentes en proteinas que participan y regulan vias de transduccién de sefiales involucradas
en el metabolismo de los fosfolipidos (Pelicci et al., 1992), fosforilacién y defosforilacién de
tirosinas (Amrein er al., 1993), activacién de proteinas GTPasas tipo Ras, expresién genética,
trafico de proteinas y estructura del citoesqueleto (Pawson 1995). In vitro se ha demostrado que
los dominios SH2 se unen a péptidos de 5 a 10 amino4cidos que contienen un residuo de tirosina
fosforilado. La unién al fosfopéptido se lleva a cabo por dos regiones del dominio SH2. La
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primera es una pequefia regién de residuos basicos que contiene invariablemente una Arg, la cual
forma un puente de hidrégeno con la tirosina fosforilada del sitio de unién. La segunda superficie
de contacto tiene una secuencia mas 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 1a unién del
dominio SH2 y en consecuencia, a que via (s) de transduccién de sefiales corresponde(n).

2.1.2 DOMINIOS SH3.

Los dominios SH3 son médulos proteicos compuestos de aproximadamente 50 a 70
aminodcidos capaces de mediar interacciones proteina-proteina. Se encuentran en varias protefnas
con actividades diversas, como algunas enzimas (fosfolipasa C y cinasas de tirosina), protefnas
estructurales (del citoesqueleto), un conjunto de proteinas reguladoras (Proteinas G, GAP), y
finalmente un grupo de proteinas adaptadoras (Crk, Grb2). Todas estas proteinas tienen en comtn
su participacién en procesos de la transduccién de sefiales (Morton y Campbell 1994; Schlessinger
1994). Muchas de las protefnas que contienen dominios SH3 también poseen dominios SH2, PH y
WW, lo que les permite un manejo mds versétil de las conexiones especificas entre proteinas.
Ensayos de unién demostraron que el sitio que reconoce el dominio SH3 es una regién de 9 a 10
aminodcidos rica en prolinas; ademas con datos aportados por la estructura tridimensional de varios
dominios SH3, se establecid que existian dos clases de sitios de unién para cada uno de los
dominios SH3 de las proteinas p85 y Src (Chen et al., 1993; Yu et al., 1994). Estos dos tipos de
sitios de unién 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 orientacién (Feng et
al., 1994).

Los dominios SH3 presentan diferentes afinidades por distintos sitios de unién 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 regién hidrofébica principal que
reconoce la regién central del sitio de unidn y los residuos del sitio de unién que no son prolinas.
Hay muchos ejemplos de interacciones mediadas por dominios SH3 entre proteinas que participan
en las vias de transduccidén de sefiales, algunas de ellas involucran las llamadas proteinas G
pequeiias. Un ejemplo es la interaccién del dominio SH3 amino terminal de la proteina Grb2, con
el factor de intercambio de guanina Sos que modula la actividad de la proteina GTPasa Ras (Qlivier
et al., 1993). La Fig. 3 muestra algunas de las proteinas reportadas en animales que presentan
dominios SH2-SH3.

Aunque en las plantas no se han encontrado proteinas con dominios SH2-SH3; por medio
del andlisis de secuencias de amino4cidos en los bancos de datos, se pueden detectar algunas
proteinas reportadas que presentan regiones similares a los dominios SH2-SH3 de sistemas
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NOMBRE ESTRUCTURA TAMANO (kDa) EXPRESION  MOLECULAS ASOCIADAS

SH3 | sH2 [ SH3 28 Ubicua Cbl, LAT, Sos, HPK1,
Gz =i | [ sH3 f— SLP-76, She, SHP2
macréfagos, g
Gads — 5H3_J sz MR s |- 40 plaguetas, LAT, SLP-76, She, HPKI1
células Ty NK
Nek = SH3 ['SH3 J SH3 WI'sH2 |- 47 Ubicua PAK, SLP-76, Sos, Cb!,
WASP, IRS-1, NIK.
Familia Crk == SH2 |{ SH3 | M@{ SH3 |— 28, 40, 42 Ubicua Cbl, C3G, paxilina, Cas
BLNK SH? 65 CelulasBy  PLCy-2, Btk, Nck,Vav,

macréfagos Grb2

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

Grap —[SH3 | sH2 | SH3 28 Linfocitos LAT, Shc, Sos, Sam 68

e M1 @ 75 Linfocitos  Lek, CD3¢

Shb (X Jsh2 55, 66 Ubicua LAT, p85, Src, CD3¢
Grb2, PLCy-1
She () SH2 46,52, 66 Ubicua SHIP, Grb2, RasGAP, Ig
o/B, ZAP-70, CD3¢
SLAP —— SH3  ed SH? | a4 Linfocitos Zap-70, SLP-786, Cbl, Vav,
CD3¢
. residuo potencial de fosfotirosina SH2  dominio SH2
- motivo rico en prolina SH3  dominio SH3
CD dominio de unién a fosfotirosina U dominio PH

Fig. 3.- ESTRUCTURA SIMPLIFICADA DE ALGUNAS PROTEINAS ADAPTADORAS CON DOMINIOS SH2-
SH3, INVOLUCRADAS EN LA TRANSDUCCION DE SENALES EN SISTEMAS ANIMALES. Modificado de
Tomlinson et al., (2000}
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SH3 |— Proteina hipotética de Arabidopsis F1515 (# 7485521)
E =0.043

SH3 = Proteina no conocida de Arabidopsis (# 12322535)
E=0.11

4 sH3 Cinasa, similar a ERECTA (# 3335351) y CLAVATA 2,
proteina similar a un receptor (# 6049566) presentes en

Arabidopsis.

E=78

SH3 I~ Proteina no conocida de Oryza sativa (# 10140667)
E = 0.001

— SH3 Celulosa sintasa 5 de Zea mays (# 9622882)
E=3.0

SH2 }= Proteina Rht-Dl1a de Triticum aestivum ( # 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 Grb?2. Los nimeros de acceso para cada proteina estdn sefialados entre paréntesis.
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animales. En la Fig. 4 se presentan algunas proteinas vegetales que se reconocieron mediante
andlisis 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 SENALES.

La protefna Grb2 tiene un peso molecular aproximado de 26 kDa y es uno de los miembros
mejor caracterizados de la familia de las proteinas adaptadoras con dominios SH2-SH3. Hasta el
momento, ésta proteina solo se ha identificado en sistemas animales, donde se aislé por primera
vez utilizando el receptor del factor de crecimiento epidérmico como sonda sobre un banco de
expresidn de cerebro de humano; de ahi el nombre de Grb2 (de sus siglas en inglés: Growth Factor
Receptor Bound 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, ratén, y pollo), asi
como ¢l gen completo en humano. Sin embargo, no hay reportes que sefialen la presencia del gen o
la protefna homdéloga en plantas, aunque si hay reportadas varias secuencias que codifican para
proteinas 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 proteinas que poseen tirosinas
fosforiladas, mientras que los dominios SH3 le permiten unirse a proteinas que poseen regiones
ricas en prolina. Grb2 puede ser reclutada por los receptores que se localizan en la membrana
plasmatica, ya sea por mecanismos directos o indirectos. Los primeros ocurren por la interaccién
entre el dominio SH2 de Grb2 y la tirosina fosforilada de algunos receptores (ejem. EGF, receptor

B adrenérgico); mientras que los mecanismos indirectos son por la unién del dominio SH2 de Grb2
y la tirosina fosforilada de una proteina (She y/o SHP) que a su vez se une al receptor (¢jem. FGF,
integrina 34, PDGF) (L4sz16 1999). Mediante estos mecanismos, Grb2 participa como una
proteina adaptadora que sirve de enlace entre las proteinas con actividad de tirosina cinasa y las
moléculas blanco que se localizan debajo en la cascada de transduccién de sefiales, incluso se ha
propuesto un modelo donde se sugiere que la activacion de la proteina Ras se debe a la interaccién
de la proteina Sos y Grb2 a través de los dominios SH3 de ésta ultima (Fig. 5). Sin embargo,
estudios recientes han mostrado que hay muchas otras proteinas como: dinamina, WASP,
MEKK1, que pueden unirse a los sitios SH3 de Grb2 (L4szlé 1999). La participacién de Grb2 se
ha observado principalmente en procesos como la divisién celular, diferenciacién, regulacién del
desarrollo embrionario, y de forma indirecta en los procesos de migracién y proliferacién celular

(Cheng et al., 1998; Cary y Guan 1999).

17



8T

FACTOR DE CRECIMIENTO
EPIDERMICO.

|

SH3-i—-—

MAPKs

Fig. 5.- MODELO DE LA PARTICIPACION DE GRB2 EN LA VIA DE SENALIZACION MEDIADA POR EL FACTOR DE
CRECIMIENTO EPIDERMICO, EN SISTEMAS ANIMALES. Se propone que cuando ocurre la  interaccién entre el factor de
crecimiento epidérmico y el receptor especifico, hay una autofosforilacién del receptor. El dominio SH2 de Grb2 se une a la tirosina
fosforilada, mientras que uno de los dominios SH3 interaccionan con la proteina Sos, y ésta a su vez favorece la activacién de la
proteina Ras mediante el intercambio del nucleétido GDP por GTP. Posteriormente la via de transduccién de sefiales contintia a

través de la activacién de cinasas (MAPK).



2.3 SENALIZACION DURANTE LA EMBRIOGENESIS Y GERMINACION DE LAS
SEMILLAS.

La embriogénesis en plantas superiores inicia con un evento de doble fertilizacién en el cual
dos nicleos del esperma se fusionan con la célula huevo y el niicleo de la célula central
respectivamente, para iniciar el desarrollo del embrién y el endospermo. En esta etapa, se expresa
un gran nimero de genes, de una forma altamente coordinada, para asegurar que el cigoto se
desarrolle en una estructura multicelular bien organizada, la cual podra ser capaz de sobrevivir a la
desecacion, para posteriormente generar una pléntula viable.

El proceso de embriogénesis puede dividirse en tres etapas: la etapa inicial o morfogenética,
que se caracteriza por la divisién celular y el inicio de la diferenciacién celular seguida de una etapa
de maduracion que involucra la acumulacién de los principales productos de reserva.La tercera
etapa comprende la preparacién del embrién y la semilla para la desecacién, dormancia y
germinacién (Meinke 1995). Un embrién 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, lIa raiz y el meristemo apical de la raiz (Harada 1999) (Fig. 6).

cotiled6n

ubierta de la
semilla
radicula

hipocotilo/eje
de la radicula

epicotilo

hojas foliares sobre
el epicotilo

cotiledones

Fig. 6.- ESTRUCTURA DE LA SEMILLA DE Phaseolus vulgaris DESPUES DE HABER INICIADQ LA
GERMINACION. Adaptada de Moore er al., (1998) y Mauseth (1998).
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Por otro lado las células vegetales pueden iniciar el desarrollo del embrién sin fertilizacién,
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 formacién de callo o
de cultivos en suspensién

Dentro de las evidencias que se han reportado en la transduccién de sefiales, 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 ¢l destino celular, la identidad del
cotileddn, la iniciacién y mantenimiento de la fase de madurez (Lotan et al., 1998). Mutaciones en
el gen PICKLE (PKL) de Arabidopsis revelaron que la sefializacién por 4cido giberélico puede ser
importante para controlar la embriogénesis. Estudios en trigo y Brassica juncea sugieren que las
auxinas pueden estar involucradas en la formacién del meristemo apical de la rafz y del brote
(Harada 1999). Andlisis recientes de genes necesarios para la formacién del eje embrionario
(MONOPTEROUS, HOBBIT) sugieren que la sefializacidn entre distintas “regiones o dominios”™
embrionarios puede ser escencial para la formacién de la raiz (Harada 1999), aunque se sabe que el
destino celular generalmente estd determinado por la posicién (Szymkoviak y Sussex 1996).

La sefializacién en el &pice del brote parece ser importante en la especificacién de la
identidad del organo; mutaciones en Arabidopsis han mostrado que si se alteran ciertos genes que
partictpan en la sefializacién durante la embriogénesis (XTCI, AMPI), se altera la identidad de las
hojas de la plédntula (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 germinacién. La
germinacién es el periédo de desarrollo de la planta que abarca desde la captura de agua del suelo
hasta la emergencia de la radicula. Las semillas contienen grandes cantidades de sustancias de
reserva necesarias para soportar el crecimiento temprano de la plantula, estas sustancias son
principalmente carbohidratos {almidén, hemicelulosas y amiloides); grasas y aceites (triacilglicerol,
fosfolipidos, glicolipidos y esteroles), y proteinas (albiminas, globulinas, gluteolinas, prolaminas
y zeatinas). Durante las primeras horas de haber iniciado la germinacién, se desencadena la
induccién del metabolismo y se activan procesos como la respiracién, actividades enzimaéticas,
sintesis de RNA vy proteinas, hidrélisis masiva de 4cidos nucleicos, asi como la activacién del
metabolismo en los organelos.

El inicio de la germinacién se ha utilizado como modelo para identificar a los elementos que
participan durante la sefializacién, debido principalmente a que éste es un proceso altamente
dinimico que involucra procesos como la division celular, diferenciacién y una alta actividad
metabdlica. Algunos de los elementos que se han identificado en éste proceso son los

fosfoinositidos y calcio, que probablemente tengan un papel importante en la expresién de o
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amilasa inducida por giberelinas durante la germinacién de arroz (Kashem et al., 2000). También
se identific6 una fosfatasa 4cida con actividad especifica de fosfatasa de tirosina en la induccién de
la germinacién de lenteja (Sudeep y Veena 1998); la presencia de diferentes isoformas de fosfatasa
4cida en semillas de soya se reportd recientemente por Ferreira ef al., (2000). Por otro lado, en las
semillas maduras es caracteristica la presencia de proteinas abundantes en la embriogénesis tardia
(LEA, de sus siglas en inglés: Late Embryogenesis Abundant), cuya expresién puede activarse en
respuesta a ABA (Hsing et al., 1995). Todos estos componentes reflejan claramente la intrincada
red de eventos de transduccién de sefiales, que ocurren durante la germinacién,

2.4 SEMILLA MADURA DE FRIJOL COMO MODELO DE ESTUDIO.

El frijol se considera una planta de gran importancia econémica en nuestro pafs, sus
caracterfsticas nutricionales han favorecido su consumo, asi como su comercializacién debido a que
es una planta de rdpida germinacién y las condiciones de cultivo permiten su facil manejo. Es por
ello que surge el interés de realizar investigaciones que contribuyan a un mejor conocimiento de los
fenédmenos bioldgicos y bioquimicos que se llevan a cabo durante la germinacién de la semilla.

Este trabajo se ha enfocado en la semilla madura de frijol como un modelo que permite el
estudio de dos protefnas involucradas en la transduccion de seiiales; ésto se debe en primera
instancia, a la baja actividad proteolitica encontrada en las semillas y por otro lado, a fa relativa
abundancia de ambas proteinas en el embrién. La semilla madura posee todos los elementos
necesarios para iniciar los procesos de diferenciacién y divisién celular durante la germinacion;
éstos componentes al estar presentes durante la maduracién de la semilla permiten una correcta
liberacién hacia cada compartimento celular. La presencia de elementos de la transduccién de
sefiales en la semilla madura también ha sido descrito en Arabidopsis (Soderman et al., 2000);
cebada y arroz (Hayashi et al., 2000).

De acuerdo a los antecedentes que se tienen en plantas y animales sobre los elementos que
participan en la transduccién de sefiales, en este trabajo se estudié la posible presencia de una
proteina homéloga a Grb2, y de otras proteinas que pudieran estar participando en vias andlogas de

sefializacién durante la germinacién en las semillas maduras de frijol.
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IIT

OBJETIVO

Con base en los antecedentes ya mencionados acerca de la existencia de elementos de la
transduccién de seiiales en sistemas vegetales, nuestro objetivo es analizar la presencia y posible
funcién de dos proteinas involucradas en la transduccién de sefiales en la semilla madura de frijol.
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IV
MATERTALES Y METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO.

En todos los experimentos se utilizaron embriones de semillas maduras de Phaseolus
vulgaris L. variedad negro jamapa. Las semillas fueron desinfectadas con 10 % de cloro comercial,
enjuagadas abundantemente con agua tridestilada y secadas a temperatura ambiente. La diseccién
de los ejes embrionarios se realizé en forma manual para cada semilla y se utilizaron posteriormente
para los anélisis de imbibicién y extraccion de proteinas.

4.2 IMBIBICION DE EJES EMBRIONARIOS DE FRIJOL.

Se prepararé una charola (esterilizada y con papel humedecido en agua estéril) donde se
colocaron los ejes embrionarios. La charola se cubrié con papel aluminio y se incub6 a 25°C en
oscuridad. En los tiempos indicados en la cinética se colectaron aproximadamente 16 ejes
embrionarios en imbibicién, se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido y se guardaron a
-70°C hasta completar 96 h.

4.3 EXTRACCION DE PROTEINAS SOLUBLES.

Se preparé una harina triturando los ejes embrionarios (secos o congelados), se incubd en
agitacion 10 minutos, en una solucién: 2.8 mM NaH,POy4, 7.2 mM Na,HPO,, pH 7.4 (PB), en
una relacién de 16 mg de harina por cada ml de PB. La mezcla se centrifugd por 15 min a 20,000 x
g para eliminar el material insoluble. Para la extraccién de proteinas a partir de los cotiledones y
los nédulos se sigud la misma relacion de 0.2 g de tejido por cada ml de PB, mientras que para la
extraccion en las raices, las hojas y las flores se utilizaron 0.3 g de tejido por cada ml de PB.

4.4 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA

DESNATURALIZANTE (SDS-PAGE).
Las muestras de proteina se analizaron por electroforesis en gel de poliacrilamida

desnaturalizante (Ausubel et al., 1989). Cada muestra de proteina se resusupendié en proporcién
1:1 en una solucién de 100 mM Tris-HCI, pH 6.8, 4 % [p/v] dodecil sulfato de sodio (SDS), 20 %

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

1970), e incubadas 5 min a 95°C. Las proteinas 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



concentradora del gel consistié 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 solucién de corrida contiene 25 mM Tris-HCl, 250 mM glicina, 0.1% [p/v] SDS. Se
cargaron en los pozos las muestras de proteinas y marcadores de peso molecular pre-teiiidos (Bio
Rad} y se corrieron a 20 mA durante 2 h.

4.5 ELECTROTRANSFERENCIA.

Después de que las proteinas se separaron, el gel se colocé sobre una membrana de
nitrocelulosa (Hybond-C extra; Amersham), en el cartucho de una cdmara de transferencia en semi-
seco, con papel filtro debajo de Ja membrana y encima del gel. Posteriormente, se humedecié la
cdmara con solucién de transferencia (39 mM glicina, 48 mM Tris, 20 % [v/v] metanol) y se le
aplicé una corriente inicial de 300 mA durante 1h (Sambrook ef al., 1989; Ausubel et al., 1989). El
proceso de electroforesis, electrotransferencia e inmunodeteccién también es llamado western-blot.

4.6 TINCION CON AZUL DE COOMASSIE.
Una solucién de azul de coomassie R-250 (0.1%) en agua:metanol:icido acético glacial
(5:5:2) se adiciond al gel y se incubd 1 h minimo con agitacién. Se destiiié 1 h con una solucién de

50 % metanol, 10% A4cido acético [v/v].

4.7 CONCENTRACION DE PROTEINAS.

En ocasiones fué necesario reducir el volumen en las muestras para facilitar su
manipulacidn; para ésto se utilizé el método de concentrado por ultrafiltracién y agitacién en un
sistema de presién (Amicon Inc., Beverly. MA). También se utilizaron concentradores con un
sistemna a base de centrifugacién, segun las instrucciones del fabricante (Amicon, Millipore).

48 CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO ANIONICO.

El sobrenadante obtenido de la extraccién de proteinas solubles se pasé a través de una
columna (5 ml) de DEAE-sefacel (Sigma). La columna se equilibré con 15 vol de PB y se
adicionaron 3 ml del sobrenadante del extracto proteico diluido en 30 m}l de PB. Después de lavar
con 40 vol del mismo buffer, finalmente se eluyé con 50 ml de un gradiente lineal de 0 a 0.4 M
NaCl en PB. Se colectaron = 30 fracciones de 1 ml que fueron concentradas por precipitacion
(descrito en 4.10) y analizadas por SDS-PAGE, e inmunodeteccién con anti-Grb2 para localizar el

pico de elucién de las protefnas de interés.

4,9 CUANTIFICACION DE PROTEINA TOTAL.
La concentracion de proteina 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 concentracién total de

proteina. Cada muestra analizada se afor6 a un volumen de 800 pl con agua y se adicionaron 200

ul del reactivo de Bradford, se agité durante unos segundos, y después de 15 min de incubacién a

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

4.10 PRECIPITACION DE PROTEINAS.

En algunos casos se utiliz6 el método de precipitacion de proteinas con écido
tricloroacético (TCA) que desnaturaliza las proteinas y deoxicolato (DOC), como acarreador para
visualizar el precipitado. El TCA se adicion6 a una concentracién 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 min. Los

precipitados se resuspendieron en buffer de Laemmli 2X.

4.11 INMUNODETECCION.

A los filtros de nitrocelulosa donde se transfirieron las protefnas se les adiciond la solucién
de bloqueo que consiste en 5 % [p/v] leche descremada en polvo disuelta en 0.05 % Triton X-100,
140 mM NaCl, 2.8 mM NaH;PO4, 7.2 mM Na;HPO,, pH 7.4 (PBS-T) y se incubaron 1 ha
50°C. Posteriormente, se les adicioné un anticuerpo policlonal anti-p30 (donado por la Dra. E.
Bearer: Brown University, Providence, R1. USA) 6 anti-Grb2 (Sta Cruz Biotechnology) diluido
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 adiciond un anticuerpo contra inmunoglobulina de conejo
asociado a fosfatasa alcalina, diluido 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-HC], 0.1 M NaCl, 2
mM MgCl,, 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 reaccién enzimatica
produce una sefial dada por la reaccién quimica de la enzima y sus sustratos (Bio-Rad 1994). Para
la inmunodeteccién con anticuerpos anti-profilina (amablemente proporcionados por el Dr. F.
Sanchez, Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Cuernavaca, Morelos, México) se utilizé una
dilucién del anticuerpo 1:5000. En el caso de la inmunodeteccién con anticuerpos anti-fosfotirosina

(Zymed) se siguié bisicamente la misma metodologia, con una dilucién 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 €stos extractos se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa y se realizé una inmunodeteccién 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 (proteina Grb2 de 26 kDa). Los
fragmentos de membrana se bloquearon con 3% BSA en PBS, durante 1 h a 50°C. Posteriormente
se incubd con el anticuerpo anti-Grb2 (1/10) 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 solucién fué drenada
completamente y los anticuerpos se despegaron de la membrana, incubando los fragmentos con

200 pul de 50 mM HC], pH 3 durante 5 min. Inmediatamente después, se adicioné 10 pl de 1M

Tris pH 11.5, para neutralizar la solucién. De los 210 ul obtenidos con el anticuerpo purificado, se

utilizaron 100 pl para realizar una inmunodeteccion.

También se realiz6 la inmunopurificacién de anticuerpos anti-Grb2, contra la proteina de 36
kDa presente en el embrién de la semilla. La metodologia utilizada para su purificacién fué la
misma que se describi6 anteriormente, excepto que en ¢l gel de acrilamida se corrié extracto de

embrién de frijol.

4.13 ENSAYO DE UNION DE LAS PROTEINAS DE 30 y 36 KDa A POLI-L-PROLINA.
4.13.1 Acoplamiento de poli-L-prolina a sefarosa activada con bromuro de ciandgeno.

La metodologia utilizada fué, con base en una modificacién del método de Lindberg ez al.,
(1988). Se utilizaron 2.5 g de sefarosa 4B activada con bromuro de cianégeno (Sigma, No. de
catdlogo C-9142), la cual se resuspendié en 30 ml de 10 mM HCl y se lav6 en vacio con 75 ml de
la misma solucién. Posteriormente con el mismo sistema se lavd la resina con una solucién de
acoplamiento (0.1 M NaHCO; , 0.5 M NaCl, pH 8.0). Se centrifugé a 20,000 x g durante 30
min a 4°C y se elimind el sobrenadante sin dejar secar la resina. Posteriormente se disolvieron 60
mg de poli-L-prolina (P.M.(vis) 13,800) (Sigma, No. de catdlogo P-2129), en 20 m] de PBS; ésta
se adiciond a la resina y se incubé toda la noche a 4°C, en agitacion. Se tomé una alicuota del
sobrenadante antes y después de esta incubacidn para medir el porcentaje de acoplamiento de la
poli-L-prolina a la resina, el cual se midi6 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 realiz6 a
4°C. Posteriormente, la resina se lavd por sedimentacién (para eliminar los restos de poli-L-prolina
que no se unié) con la solucidn de acoplamiento. El proceso se repitié 3 veces. Después se lavé 3
veces con una solucién de blequeo (0.7 M Tris, 0.8 M glicina, pH 8.0) para neutralizar los grupos
activos remanentes en la sefarosa, y se incubd 3 h en ésta solucién después del dltimo lavado.
Después, se realizaron 5 ciclos de lavado intercalando la solucién de acoplamiento y 0.1 M
CH3CO;Na, pH 4. Posteriormente se lavé con la solucién A (60 mM PIPES, 2 mM MgCl; en
PBS, pH 7.4), seguido de un lavado con 6M urea en 50 mM Tris-HCI, pH 7.4. Finalmente la
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resina (Iml) se monté en una columna y se equilibré con 20 vol de la solucién A.

4.13.2 Ensayo de unidn de las proteinas de 30 y 36 kDa a poli-L-prolina.

Se realizé la extraccién de proteina a partir de harina de embrién, en una relacién de 16 mg
de harina por cada ml de solucién A (descrito en 4.3). Del sobrenadante obtenido, se tomaron 3 ml
y se pasaron por la columna previamente equilibrada. Posteriormente se lavé la columna con 40
vol de la solucién A y después se realizaron las eluciones, reportadas como selectivas para Grb2,
profilina y VASP (Bearer et al., 2000) con 3 ml de cada una de las siguientes soluciones: 5 mM
Mg-ATP en solucidn A, seguido de una solucién 0.3 M MgCl, 1mM EGTA, 100 mM NaCl, 50
mM Tris-HCl, pH 7.4 (para liberar filamentos de actina). Enseguida se realizé una elucién con 3 M
urea en Tris-HCI, pH 7.4, y finalmente con 6 M urea en la misma solucién. Las fracciones
obtenidas fueron analizadas por geles de 12 % de acrilamida tefiidos con azul de coomassie y por

inmunodeteccién con anticuerpos anti-Grb2.

4.14 ENSAYO DE UNION A FOSFOTIROSINA DE LAS PROTEINAS DE 30y 36 KDa.
Se disolvieron y lavaron 250 mg de O-Fosfor-tirosina acoplada a agarosa (Sigma) en H,0

tridestilada, para eliminar la lactosa utilizada como estabilizador; posteriormente, éste material se
montd en una columna (800 il de resina) y se equilibré con 15 vol de una solucién B (20 mM
HEPES, 1 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 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 anidnico (fracc. 7-14), se concentrd su vol (descrito en 4.7) hasta 1 ml y
se mezcld con Iml de la solucién B. Esta muestra se pasé por la columna previamente equlibrada,
y posteriormente se lavé con 40 vol de la solucién B. La elucién de las proteinas con afinidad a
fosfotirosina se realizé con 3 mi de 1M KCI en solucién B. Las fracciones obtenidas fueron
analizadas por geles de 12 % de acrilamida tefiidos con azul de coomassie y por inmunodeteccién

con anticuerpos anti-Grb2.

4.15 PURIFICACION DE PROTEINAS CONTENIDAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA.
Las proteinas de 34 y 36 kDa, obtenidas de la columna de unién a fosfotirosina y de la
columna de intercambio aniénico respectivamente, fueron analizadas por electroforesis en un gel
de poli-acrilamida para una posterior purificacién de la banda de interés. Para ésta purificacién, se
concentrd el vol de las fracciones 1-2, de tres purificaciones independientes de la columna de
fosfotirosina. Por otra parte se concentrd el vol de las fracciones 1-6, de seis purificaciones
independientes de la columna de intercambio aniénico. Ambas muestras fueron analizadas por
separado en geles de 10 % acrilamida junto con marcadores de peso molecular. La electroforesis se
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realizé de acuerdo a la técnica descrita en el punto 4.4, excepto que las soluciones fueron
preparadas con H,O grado HPLC (filtrada a través de una membrana de 0.22 pM), filtradas
nuevamente y utilizadas a menos de tres dias de su preparacién. Todo el material fué lavado
exhaustivamente y se incrementaron las condiciones de limpieza para evitar la contaminacién por
queratinas.

Al final de la electroforesis cada gel se tifi6é con azul de coomassie (solo el tiempo necesario
para visualizar las bandas) y desteiiido con una solucién de 50 % metanol, 10 % acido acético. Las

bandas correspondientes al peso molecular de las proteinas de 34 kDa (aprox. 7 pug) y 36 kDa

(aprox. 5 ng) 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 agitacién.
Después de eliminar el exceso de liquido, 1a muestra se almacend a -20°C. En forma paralela se
cortaron fragmentos del mismo gel en donde se analizaron las muestras, a éstas se les aplic6 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 aminoécidos de

péptidos derivados de cada proteina.

4.16 EXTRACCION DE DNA DE PLASMIDOQ.

Para la obtencién del DNA plasmidico donde se encuentra clonado el cDNA de Grb2, se
inocularon 5 ml de medio LB (para 1 litro de medio: 10 g bacto-triptona, 5 g bacto-extracto de
levadura, 10 g NaCl) conteniendo el antibidtico adecuado, con una colonia aislada y se incubaron a
37°C toda la noche con agitacién vigorosa. Se tomaron 1.5 ml del cultivo, se pasaron a un tubo
eppendorf y el cultivo se centrifugd por 1 min a 14, 000 x g. Se eliminé el sobrenadante y la

pastilla bacteriana se resuspendié en 100 pl de 1a solucién I fria (50 mM glucosa, 10 mM EDTA,

25 mM Tris-HCI, pH 8.0). Después de incubar el tubo durante 5 min a 4°C, se adicionaron 200 pi
de la solucién II recién preparada (0.2 N NaOH, 1% SDS) y se incubé 5 min en hielo.
Posteriormente se adicionaron 150 ul de la solucién III fria (5 M KOAc), se mezclé suavemente

por inversién y se colocé 5 min en hielo. Después de éste tiempo el tubo se centrifugé 15 min a
4°C y el sobrenadante obtenido se transfirié a un tubo nuevo. Se adiciond un vol igual de fenol-
cloroformo, y se mezcl6 con ayuda de un agitador tipo vortex. Se centrifugd 1 mina 14,000x g y
la fase superior se transfirié a un tubo nuevo. Se le afiadieron un décimo de volumen de 3 M
NaOAc y tres volumenes de etanol, se mezcl6 con un vortex y se dej6 el tubo a -20°C durante 20
min. Posteriormente se centrifugd 15 min a 14, 000 x g y se eliminé el sobrenadante. Una vez
drenado el liquido se adiciond 1 ml de 70 % etanol para eliminar el exceso de sales y se volvié a
centrifugar. Se elimind el sobrenadante y la pastilla se sec6 con vacio. Finalmente la pastilia de
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DNA se resuspendié en 50 pl de H,O tridestilada estéril con 1 pl de RNasa H (1.6 U/ul,

Boehringer) y se almacené a -20°C.

4.17 AMPLIFICACION DEL cDNA DE Grb2.

Con base en el alineamiento de secuencias de cDNA reportadas para Grb2 se disefiaron los
siguientes oligonucledtidos complementarios a dos regiones del extremo terminal amino (Grb2-U,
Grb2-1) y una del terminal carboxilo (Grb2-L).

Grb2 -U: 5° GCT-GAG-CTT-CAA-AAG-GGG-G 3° Tm 60°C.
Grb2 -I: 5° CAT-CCG-TGG-TTT-TTT-GGC-AAA 3" Tm 60°C.
Grb2 -L: 57 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 oligonucleétidos fueron selecionados mediante el programa "OLIGO 4.0" como
secuencias compatibles para ser utilizados como iniciadores en una reaccién de PCR. La reaccién
de amplificacidn se realizé bajo las siguientes condiciones:

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

oligo Grb2-U (5 mM) 1l

oligo Grb2-L (5 mM) 1pul

DNA (50 ng/ul) 1 ul  (obtenido segiin la técnica descrita en 4.16)
aceite mineral 30 ul

Las temperaturas empleadas fueron: desnaturalizacién: 5 min 95°C; alineamiento: 1 min
55°C; extensién 1.5 min 72°C.

4.18 AMPLIFICACION DE SECUENCIAS SIMILARES A Grb2 EN DISTINTAS

CONDICIONES.
Amplificacién a partir de cDNA de hoja de frijol.

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

oligo Grb2-U (5 mM) 1ul

oligo dT; (100 ng/ul) 1 ul

cDNA I ul  (obtenido segiin la técnica descrita en 4.20)
aceite mineral 30 pl



Las temperaturas empleadas fueron: desnaturalizacién: 5 min 95°C; alineamiento: 1 min
50°C; extensién 1.5 min 72°C.

Amplificacion a partir de un banco de cDNA de pléntula de soya .

*Platinum PCR mix 45 pl  (del paquete de PCR, Gibco-BRL)
oligo Grb2-I (5 mM) 1ul
oligo Grb2-L. (5 mM) 1ul
DNA (40 ng /ul) 1l
aceite mineral 30 ul

Las temperaturas empleadas fueron: desnaturalizacion: 5 min 95°C; alineamiento: 1 min
48°C; extensién 1.5 min 72°C.
* 22 U/ml del complejo Tag DNA polimerasa-anticuerpo Platinum Tag, 22 mM Tris-HCI (pH

8.4), 55 mM KCl, 1.65 mM MgCl,, 220 uM dGTP, 220 uM dATP, 220 puM dTTP, 220 uM

dCTP y estabilizadores.
Todos los oligonucle6tidos se sintetizaron en la Unidad de Sintesis del Instituto de

Biotecnologia-UNAM.

Los productos de la amplificacién se analizaron por electroforesis en geles de 1% de
agarosa tefiidos con bromuro de etidio (descrito en 4.21), posteriormente se transfirieron a una
membrana de nitrocelulosa para realizar una hibridacién tipo Southern (descrito en 4.25), e
identificar a los productos de PCR que fueron complementarios al cDNA de Grb2 y asi continuar

con su aislamiento y purificacién.

4.19 HIBRIDACION POR NORTHERN BLOT.
4.19.1 Obtencién de RNA a partir de hojas de frijol.

Se pulverizé 1 g de tejido en nitrégeno liquido en un mortero; el tejido congelado se colocé
en un tubo corex y se adicionaron 1- 1.5 vol de una solucién de 20 mM MES, 20 mM EDTA, § M

guanidina-HC}, 50 mM B-mercaptoetanol (después de esterilizar la solucién); posteriormente se

mezcld en un agitador tipo vortex y se adiciond 1 vol de fenol/cloroformo, nuevamente se agité en
vortex durante 1 min y se colocé en hielo. El tubo con la muestra se centrifugd a 7,000 x g durante
45 min a 4°C. Al final se tom6 la fase superior y se colocé en otro tubo donde se le adiciond 1 vol
de isopropanol, se mezcl6 por inversién y se incub6 a 4°C durante 1 h. Nuevamente se volvié a
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centrifugar en las mismas condiciones durante 30 min, se lavé la pastilla con 70 % etanol y se
centrifugd en las mismas condiciones pero solo por 5 min. Se decanté el sobrendante y la pastilla

se resuspendié en 1 ml de H»O tridestilada estéril. Posteriormente se adicionaron 500 pl de 6 M

LiCl, se mezclé por inversién y se incubd toda la noche a 4°C. Al dia siguiente se centrifugé 15
min a 7,000 x g, 1a pastilla se lavé con 70 % etanol y se centrifugé nuevamente durante 7 min.

Finalmente se resuspendié en 50-100 pl de H,O tridestilada estéril y se tomé 1 pl para cuantificarlo

en un espectrofotémetro. Se analizaron 3 pl en un gel de 1.2 % de agarosa tefiido con bromuro de

etidio (Sambrook er 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 colocé encima de un soporte de vidrio cubierto con papel filtro (ADVANTEC,

MES 3MM), que se mantuvo en un depdsito en contacto con una solucién de SSC 10X. Encima
del gel se colocé la membrana de nylon (del mismo tamaiio del gel), evitando la formacién de
burbujas. Encima se colocaron tres capas de papel filtro (ADVANTEC, MFS 3MM) y varias capas
de toallas de papel absorbente. Finalmente se colocé 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 fijé a la membrana con una
solucidn de 0.05 M NaOH durante 5 min y finalmente se lavé con SSC 2X para quitar el exceso de
NaOH.

4.19.3 Hibridacion de sondas marcadas radioactivamente a dcidos nucleicos inmovilizados
La membrana de nylon con el RNA transferido se colocé en una solucién de SSC 2X, y
después se colocS en un tubo de acrilico donde se sumergié en una solucién de:

20% SDS 35 ml
2M NaH,PO4 (pH 7.2) 1.5 ml
0.5 MEDTA (pH 8) 20 ul
H,O tridestilada 5 mi

El tubo se mantuvo en un horno de hibridacién a 65°C con agitacién durante 1 h (pre-
hibridacién). Posteriormente, se agregd la sonda marcada radioactivamente a la solucién con el
filtro, y se incubé durante 12 h a 55°C. Al término de éste tiempo se desech6 o guardé la solucién
y el filtro se sumergi6 en una solucién de SSC 2X, 0.1 % SDS a 55°C y se mantuvo en agitacién
durante 15 min. Posteriormente, se analiz6 la sefial de radioactividad con un contador Geiger en la
zona de hibridacién, con respecto al resto de la membrana (para deducir si el "fondo" radioactivo
interfiere con la sefial). Si esto es asf, se vuelve a lavar la membrana con una solucidn de SSC 1X,
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0.1 % SDS a 55°C por 15 min. Cuando la sefial de "fondo" persiste, se disminuye la concentracién
de SSC hasta 0.1X y se contintia con el proceso. Finalmente se lavé la membrana varias veces con
una solucién de SSC 2X y se cubrié con una pelicula de pldstico. La membrana se expuso en una
pelicula X OMAT, a -70°C durante 24 h aproximadamente.

4.20 OBTENCION DE ¢cDNA DE HOJA DE FRIJOL.

Se tomaron 15 pl del RNA obtenido de acuerdo al método descrito en el punto 4.19.1, se
adicion6 1 pl de DNAsa libre de RNAsa (1 U, Boehringer) y se incubd durante 15 min a 37°C. El
tubo se colocd 15 min a 75°C e inmediatamente en hielo. Se midié nuevamente la concentracién por

espectrofotdmetro. En un tubo nuevo se colocaron 5 ug de RNA, se adicionaron 2 pmoles de oligo

dT y se aforé a 12 pl con H,O tridestilada estéril. Se incubd a 70°C durante 10 min e

inmediatamente se colocd en hielo. Posteriormente, se adicionaron los siguientes reactivos del
paquete M-MLYV reverse transcriptase de Gibco-BRL:

4ul 5X buffer (250 mM Tris-HCI, pH 8.3, 375 mM KCI, 15 mM MgCl2)

2ul 0.1 MDTT

1 ul 10 mM mezcla de dNTP's

1 ul inhibidor de RNAsa (40 U, Boehringer)

Se mezclé con cuidado y se incubd durante 10 min a 37°C. Después se adiciond 1 pl (200 U) de la
enzima transcriptasa reversa M-MLV, se mezclé suavemente y se incubd 50 min a 37°C. La

reaccién se inactivé a 75°C durante 15 min, se adiciond 1 ul de RNasa H (1.6 U/ul) y se incubd

durante 20 min a 37°C, finalmente se volvié a inactivar la enzima a 75°C durante 15 min y el cDNA

obtenido se almacend 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 1X). La concentracién utilizada de bromuro de etidio fué 0.5 pg/ml. Los geles se

corrieron 2 80 volts en cdmaras de electroforesis horizontales con buffer TAE 1X.
4.22 PURIFICACION DE FRAGMENTOS DE DNA CONTENIDOS EN GELES DE

AGAROSA.,
Se cort6 la banda de interés del gel de agarosa con una navaja nueva y se coloc6 dentro de
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un tubo eppendorf. Posteriormente se procedi6 a separar el DNA del resto de los componentes del
gel. Para ello se utilizé el paquete de GENECLEAN BIO-101 de acuerdo a las instrucciones del

fabricante. El sobrenadante obtenido se llevé a un volumen de 100 pl con HyO tridestilada estéril y
se continud con la purificacidn, utilizando el paquete de purificacién de fragmentos de PCR de

Boehringer, hasta obtener el DNA en aproximadamente 50 pl de H7O tridestilada estéril.

423 MARCAJE RADIOACTIVO DE UNA SONDA DE DNA,

Para el marcaje radioactivo de sondas de DNA se utilizé el paquete de marcaje random
primer (Amersham), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

El fragmento de DNA utilizado fué el producto de la amplificacién del cDNA de Grb2, el
cual se purificd segiin la técnica descrita en el punto 4.22. Se tomaron aproximadamente 25 ng de

DNA (templado), se aforé a 10 pl con H,O tridestilada estéril y se incubé durante 5 min a 95°C,

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

cebador o primero Sul
buffer 10X 5ul
H,0 15 pl
dATP 4 ul
dGTP 4 ul
dTTP 4 ul
dCTP-32P (10 pCi) 2ul
enzima klenow 2 ul

La reaccién se incubé 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 reaccién se aforé a un

volumen de 100 ul con H,O tridestilada estéril, se adicioné un décimo de vol de 3 M NaOAc y 3

vol de etanol. Esta mezcla se incubé durante 30 min a -20°C y después se centrifugé 10 min a
14,000 x g. El sobrenadante radioactivo se eliminé de manera adecuada y la pastilla de DNA se

lavé con 70 % etanol; después de drenar el liquido, se resuspendié en 50 ul de 0.1 N NaOH.

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

radioactiva en el DNA.,
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4.24 OBTENCION DE DNA GENOMICO DE FRIJOL.

Se pulverizaron en un mortero, con nitrégeno liquido, 5 g de hojas de frijol. El tejido
congelado se colocd en un tubo de polipropileno, el cual previamente se mantuvo a 65°C con 10 ml
de buffer de extraccién (1% sarcosil, 0.8 M NaCl, 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 pl de P-mercaptoetanol e

inmediatamente después 1 vol de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se mezclé por inversién y
se volvié a incubar a 65°C durante 10 min con inversion ocasional. Durante este tiempo, el tubo se
destapd periodicamente para evitar acumulacién de presién debido al gas generado. Al término de
éste tiempo se centrifugd a 11,000 x g durante 5 min a 4°C, se tomd la fase superior y se colocé en
un tubo nuevo donde se adiciond 1 vol de isopropanol, se mezcld por inversion y se centrifugé en
las mismas condiciones durante 10 min. Se decant6 el sobrenadante y la pastilla se resuspendié en
2 ml de H;,0 tridestilada estéril, posteriormente el volumen fué distribuido en tubos eppendorf,
donde se adicioné 1 vol de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), se mezclé en vortex y se
centrifugé 5 min a 14,000 x g. La fase superior se colocé en un tubo nuevo, éste paso se repitié
varias veces. El DNA se precipit6 durante 1 h a -20°C, con 1 décimo de vol de 3 M NaQAc y tres
vol de etanol. Al final del tiempo se centrifugé 15 min a 14,000 x g, se decanté el sobrenadante y

la pastilla se resuspendié en 1 m] de H,O tridestilada estéril. Se le adicion6 1 ul de RNasa H (1.6

U/ul, Boehringer) y se almacend a -20°C.

425 HIBRIDACION POR SOUTHERN BLOT.
4.25.1 Separacion de los fragmentos de DNA gendmico.
Se digirié una cantidad apropiada de DNA gendmico de frijol con las enzimas de restriccion

Eco Rl, Hind Il 'y Hind 11l (aprox. 10 pg de DNA para cada digestion). Posteriormente fueron
analizadas en un gel de 1 % de agarosa tefiido con bromuro de etidio. Al terminar la electroforesis,

se tom¢é una fotografia del gel en el transiluminador de luz ultravioleta junto con una regla como

marca para ver la disposicién de 1as bandas.

4.25.2 Transferencia del DNA del gel de agarosa a una membrana de nylon e hibridacién con la
sonda marcada.

El protocolo de transferencia y las condiciones de hibridacién fueron las mismas que se
utilizaron para el northern blot, excepto que la transferencia se realizé con una solucién de 0.4 N
NaOH vy al final la membrana se lavé con una solucién de SSC 2X. Después del proceso de
hibridacién y lavado, la membrana se expuso en una pelicula X OMAT a -70°C durante 3 dias en la
hibridacién con DNA genémico, y 30 min para las hibridaciones con los productos de PCR.
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4.26 TITULACION DEL BANCO GENOMICO DE FRIJOL.
El banco genémico (amablemente proporcionado por la Dra. Helena Porta del Instituto de

Biotecnologia de la UNAM, Cuernavaca, Morelos, México), fué construido en el vector A DASH

II. El titulo obtenido en la primera amplificacién del banco fué 3.2 x10 9 ufp /ml.

En todos los experimentos de titulacién, tamizado, y amplificacién del banco, se utilizé la
cepa E.coli MRA. La preparacién de las células consistié en inocular 5 ml de medio LB,
suplementado con 0.2 % maltosa y 10 mM MgSQO4 con una sola colonia de la cepa MRA, que se
crecieron toda la noche a 30°C. Posteriormente, se ajusté la concentracién celular a una D.O. de
0.5 y se centrifugaron durante 5 min a 3,000 x g, se decanté el sobrenadante y la pastilla celular se

resuspendié en 10 mM MgSO 4 para obtener 600 pl de células con una D.O. de 0.5 por cada caja

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

Se realizaron las diluciones del banco, 10-3, 10-4, 10-5, 10-6; en medio SM (para 50 ml de medio:

0.01 % gelatina, 0.58 g NaCl, 0.2 g MgSOy4 "7H,0, 5 ml 1M Tris-HC], pH 7.5). La infeccién de
las células con los fagos se realizé en tubos eppendorf, adicionando 200 pl del concentrado de las

células en cada tubo, y un volumen estdndar (menor de 100 ul) de cada dilucién del banco a cada

tubo. Los tubos se mezclaron suavemente por unos segundos y se incubaron a 37°C durante 15
nin sin agitacion. 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 vacié sobre cajas de Petri con medio de cultivo sélido (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.

427 BUSQUEDA EN EL BANCO GENOMICO DE FRIJOL PARA AISLAR CLONAS CON
UNA SECUENCIA SIMILAR A Grb2.

Para la deteccién de clonas gendmicas con secuencias similares a Grb2, se utilizé como
sonda el producto de la amplificacién del cDNA de Grb2, el cual se purificé y marcé en forma
radioactiva (descrito en 4.22, 4.23). Inicialmente se plaquearon 3 x 10 5 ufp del banco genémico,
y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa, de acuerdo a la siguiente metodologia.

Con los datos de titulacién del banco, se hicieron diluciones para plaquear 6 cajas de Petri
de 150 mm con 5 x 10 4 ufp por cada caja. La dilucién, infeccién y plaqueo se realizé como se
describe en el protocolo de titulacién 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 tamafio que la caja de Petri (8 membranas, 2 para
cada caja). Posteriormente, se colocé una membrana en cada caja y se transfirié 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 incubd en una
solucion de desnaturalizacién (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) durante 2 min, luego se eliminé el
exceso de solucidn en papel filtro y se colocd en una solucién de neutralizacién (1.5 M NaCl, 0.5
M Tris-HCI, pH 8.0), después se sumergié 30 seg en 0.2 M Tris-HCI pH7.5 y finalmente en SSC
2X. Para fijar el DNA a las membranas se les dié un pulso de luz ultravioleta y se guardaron a
temperatura ambiente.

Posteriormente, el DNA fijado a las membranas se hibrid6 con la sonda de DNA marcada
radioactivamente, en las mismas condiciones utilizadas para la hibridaci6n tipo Southern (descrita
en 4.25). La exposicién de las membranas en la pelicula se realizé durante 3 dias a -70°C. Este

proceso de busqueda se realizé 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 deteccién de clonas de cDNA con secuencias similares a Grb2, se utilizé la misma
metodologia descrita anteriormente para €l banco genémico, con algunas modificaciones. El banco
de ¢cDNA de hoja (amablemente proporcionado por la Dra. Lourdes Blanco del CIFN de la

UNAM, Cuernavaca, Morelos, México), se construy6 en el vector A Zap I1. El titulo obtenido del

banco sin amplificar fué de 6 x10 9. En todos los experimentos de titulacién y tamizado del banco,
se utilizé la cepa E.coli MRF". De acuerdo al titulo del banco se hicieron diluciones para plaquear
4 cajas de Petri de 150 mm con 5 x 104 ufp por cada caja. Este proceso de bisqueda se realizé en

dos ocasiones.
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Vv
RESULTADOS

5.1 Identificacién de una proteina de 30 kDa en ejes embrionarios de Glycine max y Phaseolus
vulgaris.

El interés inicial de nuestro grupo de trabajo fué la biisqueda de proteinas involucradas en la
transduccién de sefiales. En un principio nos enfocamos en la bisqueda de proteinas de unién a
profilina en semillas maduras de P. vulgaris. Para ello utilizamos anticuerpos contra una proteina
de 30 kDa (donados por la Dra. E. Bearer, Brown University), inicialmente identificada como una
proteina de unién a profilina en plaquetas de humano (Bearer et al., 1996). Posteriormente, la
proteina de 30 kDa encontrada en plaquetas fué identificada como Grb2, una proteina adaptadora
de la transduccién de sefiales, y experimentos posteriores sugieren que no presenta una interaccién
directa con la profilina de plaquetas (Bearer et al., 2000).

Los anticuerpos anti-p30 reconocieron en forma especifica una proteina de 30 kDa en ¢l eje
embrionario de semillas maduras de frijol (Fig. 7, carril 4), aunque en un extracto total de
semillas no se observé ninguna seiial (Fig. 7, carril 3); lo cual demostré la presencia mayoritaria
de ésta proteina en ¢l eje embrionario. Posteriormente se realizé una inmunodeteccién con los

MISMOS anticuerpos en extractos de eje embrionario de soya, donde también se detectd la presencia

de una proteina de 30 kDa (Fig. 8, carril 2).

Con los resultados obtenidos en las inmunodetecciones con los anticuerpos anti-p30 en
semillas de frijol y 1a informacién reportada por Bearer et al,, (2000), decidimos enfocar nuestro
proyecto en la caracterizacién de una posible proteina homdéloga de Grb2 en Phaseolus vulgaris.

Para ello iniciamos la bisqueda de secuencias que pudieran codificar para esta proteina.

5.2 Amplificacién de secuencias de DNA homdlogas a Grb2 en P. vulgaris.

Inicialmente se generaron oligonucledtidos especificos para amplificar secuencias
homologas a Grb2 en P. vulgaris por PCR. El disefio de éstos oligonucledtidos se realizé con base
en las secuencias conservadas que hasta el momento se han reportado para el cDNA de Grb2
(Bochmann et al., 1999; Suen et al., 1993; Wasenius eral., 1993; Lu y Mayer 1997); la Fig. 9
muestra el alineamiento de éstas secuencias, asi como la localizacién de las secuencias que
codifican para los dominios caracteristicos de Grb2 dentro del cDNA. Los oligonucleétidos Grb2-
U, Grb2-L se disefiaron para amplificar una regién de 577 pb (pares de bases) dentro del cDNA,
mientras que los oligonucleétidos Grb2-I, Grb2-L fueron disefiados para amplificar una regién de
453 pb (Fig. 9). Con los oligonucledtidos Grb2-U y Grb2-L se realizé la reaccién 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. Inmunodeteccién con anticuerpos anti-p30 obtenidos contra una proteina de plaguetas de
humano (Bearer et 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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29 kDa

Fig. 8.- INMUNODETECCION DE UNA PROTEINA DE 30 kDa EN EJES EMBRIONARIOS DE
Phaseclus vulgaris ¥ Glycine max. Inmunodeteccién 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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GrbZ Xeno
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GRBZ Bum
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Fig. 9.- ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS DE cDNA QUE CODIFICAN PARA LA PROTEINA GRBZ EN DISTINTOS
ORGANISMOS. Alineamiento de secuencias de cDNA que codifican para Grb2 en Xenopus laevis (Lu'y Mayer 1997), Mus musculus (Suen
et al., 1993), Homo sapiens (Bochmann et al., 1999) y Gallus gallus (Wasenius er al., 1993). Las lineas sefialan fas secuencias que codifican
para los dominios SH3-1 (nucledtido 13-161); SH2 (nucledtido 177-469) y SH3-2 (nucledtido 486-622); los cuales son caracteristicos de &sta

proteina. Las flechas indican las regiones complementarias a los oligonucledtidos sintéticos Grb2-U, Grb2-L y Grb2-1 utilizados en la

reaccién de PCR.

490

-
PNGCCAAATA PEACTTCAAA GCER GAGCTTCAAR LGGGAEG [fETh
A T{J5CCARATA TBACTTCAAR GCJF GAGCTTCAAA GGGGACA [ICCT
A TEGCCAAATA TRACTTCAAA GCIp GAGCTTCAAA BGGGALA [ICCTE
TGCCAAATA CHACTTCAAR GC GAGCTTCAAR {GEGGGGATA [HACTE
[GCCAAATA YPBACTTCAAAR GC GAGCTTCARA I3GGGAYR TPCTB
AAGGTIITTGAE ARGAAGAATG TGAL[A PGGTA] C T TGGL T
ARGGTIITTGA ANGARGAATS TGAL(A FGGTA] C T TGGS T
AAGGTIITTGA ALGAAGAATG TGA[TLA [PGGTA) C T TGG] Cc
AAGGTHITTGA AM[GAAGAATG TGAT PGGTA) C T TGG) T
AAGGTITTGA AM[GARGAATG TGANTA TGGTA o T TGG Y
5} oligo Grb2-
C ACAPLCGTGG TTTTT
[T ACA[PLCGTGG TTTTT
C ACA[CCGTGG TTTTT
L ACAPLCGTGG TTTTT
T ACANECGTGG TTTTT
NGHC A[TGA C CTTIMLTE GAGAG GIGCTCC TGGABANITC TCC 5 TCAAR
3 AGALGGHEC CTTEETE GAGAG ABAGERCTCC TGGHFALITC TCC 5 TCAAB
AMBAMGGEGC CTTIMETYT [GAGAG ARGLBCTCC TGGERALITC TCC [ TCAAL
GRC AGAIGEGIGC CTTRETD 5 AGAG] GCTCC TGGELGALITTC TCC [ TCAA(
quc AWGAKIGGKIEC CTT[T IGAGAG ARAGHECTCC TGGRBAK[TTC TCC [ TCAA
TTTGG] 5 ATGTGCAGCA CIPTCAARLTE LTH pA GTAIMICCTH [MGGGTGGTRR AGTTE
TTTGG] 5 ATGTGCAGCA C'TCAAGETE ET AA GTAITITCCTE FGGGTGGTRER AGTTM
TTTGG] G ATGTGCAGCA C'TCAAGETE T A GTALNICCTE [FGGGTGETEA AGTTE
TTTGG] G ATGTGCAGCA GIPTCARGETE [T pA GTAITCCTE [PGGGTGGTRER AGTTE
TTTGG G ATGTGCAGCA B TCAARSTF T GTANY[TCCTE [TGGGTGGT) AGTIlY
AATCHTTGA AIGAGCTANGT GRAOTAMCAC C 'hG BRACCAGCAT T 2\
ANTTCIITTGA A[GAGCTHET RLGAITACCAC C G RACCAGCAE T,
AMNNTCOTTGA ARBAGCTHET [GEAMTAMICAC cm G RACCAGCAE T
IANTTCIITTGA ALGAGCTHET RGAMTAMNCAC cy G GRACCAGCAR T
ffYEE“TTGA ANAGCTRGT EEHT CAC C G RPACCAGCAR z
[CCACAGCA [HCAGGC TATTTGAL] 7] ACCCCCAR 5 AGCT
[CCACAGCA THCAGGC T{ITTTGA] i ALCCCCAD [ AGCTE
[CAGGC T TTGAL H AFECCCAL G AGCTE
CAGGC THITTG. ﬁ AFCCCCAR hE AGCTE
[CAGGC) TYITTG. AYILCCCAR 5 AGCTK
GCHTTHCG [GGAGA IrGGTGGAAR ['T.
GHITTHCGEA [SGAGA IMGGTGGARR hC:
CRITTHCGEC [GGAGA CIPGGTGGAAR h.C
GRITTHCGLC [GGAGH C TGGALS BC
GGHTTHCG; [CGAGA i TGGAAR
CRHACHGGCA TGTTO
Grb2 raton CAAACIIGGCA TGTTT
CARACIIGGCA TGTIR
Grb2 galle CAMIACHGGCA TGTTT
CARACHGGCA TGTI[Y|
1
3-* oligo Grb2-L L

150
150
150
150

150

225
225
225
225

225

300
300
300
oo

300

375
375
375
375

375

450
450
450
450

450

525
525
525
525

525

600
600
600
600

600

654
654
654
654

654



el producto de PCR en un gel de agarosa, se identificé un fragmento del tamafio esperado de 577
pb (Fig. 10 A, carril 3). Este fragmento se purific6 y marcé radioactivamente para,
posteriormente utilizarse como sonda y control positivo en las hibridaciones tipo Southern (Fig.
10 B, carril 3).

Para lograr amplificar secuencias homélogas a Grb2 en P. vulgaris, se sintetizé cDNA a
partir de RNA total de hoja de frijol en una primera reaccién con la enzima transcriptésa reversa. El
cDNA, se utilizé en una reaccién por PCR para amplificar la secuencia comprendida entre el
oligonucleétido Grb2-1 y el oligo dT 2. La Fig. 10 A (carril 2) muestra el andlisis del producto de
la amplificacién por electroforesis en gel de agarosa. El resultado mostré un fragmento de
aproximadamente 400 pb el cual corresponde con el peso molecular de la sefial que se detectd en la
hibridacién con la sonda de Grb2 (Fig. 10 B, carril 2). Como control positivo de ]a reaccién de
RT-PCR se utilizaron oligonucieétidos especificos para amplificar una secuencia de acuaporina,
presente en el cDNA de frijol (Fig. 10 A, 1). Posteriormente, éste fragmento se corté y purificé
para la obtencién y anilisis de su secuencia nucleotidica (Materiales y Métodos) (Fig. 11).

5
1 ACAATTATTGGA GGAGGAGATTCT GTTGCAGCTGTG GAGAAAGTTGGA
1 T 1 i G G G D s v A A v E K v G
GTTGCCAATGTC ATGAGTCACATA TCTACTGGTGGT GGTGCCAGTTTG
¥ A NV M 5 H I 5 T G G G A s L
GAGTTATTGGAA GGGAAAGAGCTT CCTGGAGTCGTT GCTCTTGATGAA
E L L E G K E L P G \% v A L D E
GCCACACCAGTC CCTGTGTAAGAT AAGTGTCATCAT GGAAATTTTTCC
A T P v P v z D K C H H G N F s
CATCCCAGTTGT CAGTGTTGTCAA TCCTGTGAAAGA GCATATGTTGTA
H P s C Q C C Q 5 C E R A Y v v

GGACCATTCCGA GTCTGTTAGGTA AATTTAATCATG CTTGATTATIGG
G P F R Vv C 2 V¥ N L 1 M L D Y W
CTTCACTCATAA ATTGCGTGTAAC TGTAAACACTGG CTGAAGCCATAA

L H $ Z 1 A C N [ K H w L K P Z

ATTCAAAATAAA TCCTTGAGTTAC TGG 333 3

1 Q N K 5 L S Y W12

Fig. 11.- Secuencia nucleotidica y de aminodcidos del producto de RT-PCR generado con los iniciadores Grb2-1,

oligo dT)2 en P. vuigaris. El andlisis de la secuencia muestra un marco de lectura abierto de 333 nucledtidos que

codifican para 121 aminoécidos.
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Fig. 10.- AMPLIFICACION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A GRB2 EN P. vuigaris. Electroforesis en gel de 1 %
agarosa tefiido con bromuro de etidio { A) e hibridacién Southern equivalente (B), de los productos de la
amplificacién 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 ;5 (carril A, 2). El fragmento de 0.57 Kb fué amplificado a partir

del cDNA de Grb2, con los oligonucleétidos Grb2-U, Grb2-L. Este se utilizé como un control positivo de la reaccién
de PCR y de la hibridacion Southern (carril 3). El producto de 0.48 Kb se amplificé como un control positivo de la
reaccién de RT-PCR, con oligonucleétidos especificos para una secuencia de acuaporina, presente en el cDNA de
frijol (carril A, 1). En la hibridacion tipo Southern se utiliz6 como sonda el producto de la amplificacién del cDNA
de Grb2, las condiciones de severidad utilizadas en los lavados fueron: SSC 2X, 0.1 % SDS; SSC 1X, 0.1 % SDS y

SSC0.5X,0.1 %SDSa 55 °C.

42



Al comparar las secuencias de nucleétidos y aminoécidos codificados en este fragmento con
las secuencias reportadas en el banco de datos, no se encontré similitud con Grb2 o con dominios
SH2-SH3 reportados en la literatura. Sin embargo se encontré similitud con una regién de la
proteina fosfoglicerato cinasa 1 del mamifero Macropus eugenii (Fig. 12). Esta enzima participa
en la via glucolitica, gluconeogénica y fotosintética, aunque su funcién depende del organismo o
tejido en que se encuentre. Dentro de los estudios realizados con la fosfoglicerato cinasa se ha
reportado la acumulacion de su transcrito, en condiciones de hipoxia en ratén (Firth er al., 1994; Li
et al., 1996), mientras que en plantas, la acumulaci6én de este RNAm se ha detectado en presencia
de luz, en células de tabaco (Bringloe er al., 1996). Debido a que este fragmento no tuvo ninguna

similitud a Grb2, se siguié otro enfoque con la misma metodologia.

1 THGGGDSVAAVEKVGVANVMSHISTGGGASLELLEGKELPGVVALD 47

TIGGGD+ K + +SH+STGGGASLELLEGK LPGV L+
369 TIIGGGDTATCCAKWNTEDKVSHVSTGGGASLELLEGKVLPGVSTLN 403

Fig. 12.- Alineamiento entre la secuencia deducida de aminoécidos del producto de RT-PCR de P. vulgaris (arriba)
y la proteina fosfoglicerato cinasa de] mamifero M. eugenii {abajo). El nimero correspondiente a cada aminodcido 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 Amplificacidn de secuencias de DNA homdlogas a Grb2 en Glycine max.

Con base en los experimentos realizados anteriormente donde se detectd la presencia de una
proteina homéloga a Grb2 en ¢jes embrionarios de G. max (Fig. 8 carril 2), se decidi6 probar los
oligonucle6tidos disefados para amplificar secuencias de DNA homdélogas a Grb2. La
amplificacién por PCR se realizé a partir de un banco de cDNA de plédntula de soya dentro de la
secuencia comprendida entre el oligonucleétido Grb2-1 y el oligonucledtido Grb2-L. En el andlisis
por electroforesis en gel de agarosa se detectd la amplificacidn de 4 bandas mayoritarias (Fig. 13
A, carril 2), de las cuales solo el fragmento de 450 pb mostré una sefial significativa en la
hibridacién con la sonda de Grb2 (Fig. 13 B, carril 2). Esta banda se corté y purificé para
obtener y analizar su secuencia nucleotidica (Materiales y Métodos) (Fig. 14).
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Fig. 13.- AMPLIFICACION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A GRB2 EN G. max. Electroforesis en gel de
1 % agarosa tefiido con bromuro de etidio { A) e hibridacién Southern equivalente ( B), de los productos de la
amplificacién por PCR. Se amplificaron fragmentos de diversos tamaifios, a partir de un banco de cDNA de
plantwla de soya, con los iniciadores Grb2-1, Grb2-L (carril A, 2). El carril A, 1 corresponde a los marcadores
de peso molecular. En la hibridacidn tipo Southern se utilizé como sonda el producto de la amplificacién del
cDNA de Grb2, las condiciones de severidad utilizadas en los lavados fueron: S5C 2X, 0.1 % SDS; SSC 1X,

0.1 % SDS y SSC 0.5 X, 0.1 % SDS a 55°C. Este resultado mostré una seiial intensa en el fragmento
correspondiente a 0.45 Kb (carril B, 2).

44



5° 1 GGTGCAGGAAGC AATGCTTATATT TTGGGTGGCCAA GACAAAGCACAG
16 A G s N A Y I L G G Q D K A Qq
AACTGGCATGTC TACTCTGCTTCT GCAGATTCTGTA ACTCAATGTGAC
N W H V Y S5 A S A D S§ Vv T Q C D
AATGTTTACACT CTTGAGATGTGC ATGACTGGCCTG GATAGAGAGAAA
N vV ¥ T L E M € M T G L D R E K
GCACAGGTTTTC TACAAAGAACAT CTGCTTCAGCTG CATGACGACTGT

A Q v F Y K E H L L Q L H D D C

TAATTCGGCATT TCG 190 3

z F G I S 69

Fig. 14.- Secuencia nucleotidica y de aminodcidos del producto de PCR generado con los iniciadores Grb2-1, Grb2-
L en G. max. El andlisis de la secuencia muestra un marco de lectura abierto de 190 nucleétidos que codifican para 69

aminoacidos.

Al comparar las secuencias de nucledtidos y amino4cidos codificados con las secuencias
reportadas en el banco de datos, tampoco se encontré similitud con Grb2 o con dominios SH2 -
SH3 reportados en la literatura (Fig. 15). Sin embargo se encontrd similitud con una regién de la
proteina S-adenosil-metionina descarboxilasa de la leguminosa Vicia faba. Esta enzima se reporta
como clave para la biosintesis de poliaminas, moléculas necesarias para el desarroilo 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 nimero de
tubérculos y un cambio en la distribucién de los mismos en papa (Pedros ef al., 1999). Debido a
que este fragmento no tuvo ninguna similitud a Grb2, se siguié otro enfoque experimental.

3 GAGSNAYILGGQDKAQNWHVYSASADSVTQCDNVYTLEMCMTGLDREKAQVFYKE 37
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
proteina S-adenosil metionina descarboxilasa de Vicia faba (abajo). El nimero correspondiente a cada aminoécido 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 Deteccidn de secuencias homdlogas a Grb2 en P. vulgaris mediante andlisis tipo northern.

Con el objetivo de detectar la presencia de secuencias homélogas a Grb2 en el RNA total de
hojas de frijol, se realizé una hibridacién tipo northern. En éste caso el RNA obtenido se analizé
por electroforesis en gel de 1.2 % agarosa; como control positivo de la hibridacién se analizo, en el
mismo gel, RNA total de higado de ratén (donado por el Lab. del Dr. Luis Covarrubias, Instituto
de Biotecnologfa, UNAM). Posteriormente el RNA se transfirié a una membrana y ésta se sometio
a una hibridacién con e] producto de PCR de Grb2 marcado radioactivamente (Materiales y
Métodos). Después de una exposicién de 24 h en pelicula, se observé 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 homdélogas en la hoja de frijol. En la sefial 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 Deteccidn de secuencias homdlogas a Grb2 en P. vulgaris mediante andlisis tipo Southemn.

Con el objetivo de detectar el nimero de secuencias homélogas a Grb2 en frijol, se realizé
un andlisis a través de una hibridacién tipo Southern. En éste caso el DNA genémico de frijol se
digirid por separado con las enzimas de restriccién Eco RI, Hind 11y Hind 11 Las reacciones se
analizaron por electroforesis en gel de 1 % agarosa; como control positivo de la hibridacién se
analiz6 en el mismo gel un producto de la amplificacién del cDNA de Grb2. Posteriormente, el
DNA se transfirié a una membrana y ésta se sometié a una hibridacién con el producto de PCR de
Grb2, marcado radioactivamente (Materiales y Métodos).
La Fig. 17 muestra el resultado obtenido después de una exposicién de tres dias en pelicula,
donde se observan claramente cuatro bandas de hibridacién con el siguiente peso molecular: dos
bandas de aprox. 0.75 y 4 Kb con la restriccidén Eco R I; una banda de aprox. 3 Kb con Hind Ily
una banda de aprox. 1.2 Kb con la restriccién Hind I11. La sefial en el control positivo se obtuvo
después de 24 h de exposicién. El patrén de restriccién indic6 la existencia probable de uno o dos
genes homologos a Grb2.

Mediante estos experimentos de hibridacién por northern y Southern blot se detectaron en
P. vulgaris secuencias de DNA homélogas al cDNA de Grb2. Estos resultados permitieron
determinar las condiciones de hibridacién y lavado para realizar las bisquedas en los bancos de

cDNA y genémico de frijol.
5.6 Biisqueda de secuencias homdlogas a Grb2 en los bancos de cDNA de hoja y gendmico de

P. vulgaris.
Con el antecedente de los resultados obtenidos en las hibridaciones por northern (Fig. 16)
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Fig. 16.- DETECCION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A GRB2 EN EL RNA DE HOJA DE  P. vulgaris.
Hibridacion tipo northern blot sobre RNA total de hoja de frijol (carril 2) y RNA total de higado de ratén

como control positivo {carril 1), se analizaron aproximadamente 20 pg de RNA en cada carril. Se utilizé
como sonda un producto de la amplificacién del cDNA de Grb2, las condiciones de severidad utilizadas en
los lavados fueron: SSC 2X, 0.1 % SDS y SSC 1X, 0.1 % SDS a 55 °C. En el panel B, carril 2 se detect6 la
hibridacién con una banda mayoritaria de RNA de hoja de frijol, de aproximadamente 1.2 Kb. En el carril 1

se detectaron las bandas correspondientes al control positivo.
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Fig. 17.-DETECCION DE SECUENCIAS HOMOLOGAS A GRB2 EN P.vulgaris. Hibridacién tipo Southern blot
sobre DNA gendmico de frijol (10 pg por carril) digerido con diferentes enzimas de restriccién. Se utilizé como
sonda un producto de la amplificacién del cDNA de Grb2, las condiciones de severidad utilizadas en los lavados
fueron: SSC 2X, 0.1 % SDS y SSC 1X, 0.1 % SDS a 55 ®C. Como control positivo se utilizé el producto de fa
amplificacién 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 genémico de frijol; para lograrlo se utilizé la misma sonda empleada
en la hibridacién Southern. Para la bisqueda en el banco genémico se plaquearon aprox. 3 x105
placas liticas; mientras que para la biisqueda en el banco de cDNA se plaquearon aprox. 2 X10 3
placas (Materiales y Métodos}; en ambas bisquedas 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 posteriotes, por lo que se abandond esta estrategia.

5.7 Mdentificacién de dos proteinas con anticuerpos anti-Grb2 en ejes embrionarios de semillas
maduras.

En forma paralela a los experimentos anteriores, se siguid un enfoque experimental
diferente con el objetivo de caracterizar a la(s) proteina(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 proteina de 30 kDa inmunodetectada en plaquetas se
identific6 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 proteina de 30 kDa (detectada previamente con anticuerpos anti-p30) y de
forma mds abundante una proteina de 36 kDa (Fig. 18 B, carril 2). La proteina Grb2 presente en
el extracto de plaquetas tiene un peso molecular aproximado de 29 kDa (Fig. 18 B, carril 3), el
cual estd muy cercano al de la proteina de 30 kDa detectada en el ¢je embrionario. Este resultado
apoya la idea que ésta sea una proteina homoéloga a Grb2. En este experimento y anélisis
posteriores se utilizaron extractos de plaquetas como control positivo de la inmunodeteccion,
debido a que en €éstos tejidos se ha reportado la presencia de Grb2 (Lowenstein et al., 1992).

5.8 Inmunodeteccion cruzada con anticuerpos purificados contra Grb2 y la proteina de 36 kDa.
Para eliminar la posibilidad de que el reconocimiento de las proteinas por los anticuerpos
contra Grb2, se debiera a interacciones inespecificas durante la inmunodeteccidn, se realizé una
purificacién por inmuncabsorcién, de €stos anticuerpos, contra la proteina Grb2 de plaquetas y la
proteina de 36 kDa presente en el eje embrionario; cada purificacién se realizé por separado de
acuerdo al protocolo descrito en Materiales y Métodos. La eficiencia de reconocimiento se analizé
por ensayos de inmunodeteccidn, donde el resultado mostré que los anticuerpos purificados contra
la proteina Grb2 de plaquetas, reconocen a la proteina de 36 kDa presente en el eje embrionario
(Fig. 19 A, carril 2); aunque no se observé sefial de la protefna de 30 kDa con estos mismos
anticuerpos. Por otro lado, los anticuerpos purificados contra la proteina de 36 kDa reconocieron a
la proteina Grb2 de plaquetas (Fig. 19 B, carril 1). Como un control positivo de las
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- Fig. 18.- IDENTIFICACION DE DOS PROTEINAS CON ANTICUERPOS ANTI-GRB2 EN EJES EMBRIONARIOS DE
SEMILLAS MADURAS DE FRIJOL. Anilisis electroforético en un gel de 12 % de acrilamida desnaturalizante tefiido
con azul de coomassie (A) e inmunodeteccién correspondiente ( B) 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 proteinas de 36 y 30 kDa en los

ejes embrionarios de frijof (B, carril 2) y una proteina de 29 kDa en plaquetas como control positivo (B, 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. Inmunodeteccién en
extracto total de plaquetas de humano, con anticuerpos purificados contra la proteina de 36 kDa de ejes
embrionarios (B, carril 1}; como control positivo se realizé una inmunodeteccién con los mismos
anticuerpos en extractos de ejes embrionarios de frijol ( A, carril 1). En forma paralela se realizé una
inmunodeteccién con anticuerpos purificados contra Grb2 de plaquetas de humano, en extractos de ejes

embrionarios de frijol (A, carril 2) y en extractos de plaguetas 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 protefna 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 especifico para la proteina de 36 presente en
el eje embrionario y por lo tanto es muy probable que esta proteina posea epitopes comunes que
Tepresenten secuencias o regiones con similitud a Grb2.

5.9 Ensayo de unién a poli-L-prolina de las proteinas de 30 y 36 kDa.

Una de las caracteristicas 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
realizé un ensayo de unién a una columna de poli-L-prolina a partir de un extracto de embrién 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 unid 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 proteina que se une fuertemente a poli-L-prolina (Kaiser et al., 1989;
Vidalt er al., 1995). El resultado mostré la elucién de profilina con 3 y 6 M urea en 50 mM Tris-
HCl pH 7.4 (Fig. 20 B, carriles 9-13). Sin embargo, no hubo deteccién de las proteinas de 30 y
36 kDa en ninguna de las fracciones correspondientes a la elucién de la columna (Fig. 20 A,
carriles 2-14). Por otro lado, las proteinas de 30 y 36 kDa se detectaron en las fracciones
correspondientes al volumen de lo que no se unié a Ja columna, lo cual demostré que las proteinas
de 30y 36 kDa presentes en €l eje embrionario de frijol no poseen la caracteristica de afinidad por
poli-L-prolina bajo éstas condiciones.

5.10 Ensayo de afinidad de las proteinas de 36 y 30 kDa a tirosinas fosforiladas.

Otra de las caracteristicas que presenta la proteina Grb2 reportada en animales es su
afinidad a regiones que presentan tirosinas fosforiladas (Anderson er al., 1990; Songyang et al.,
1993), por lo que el siguiente ensayo consistié en pasar una muestra con las protefnas de 30 y 36
kDa enriquecidas por intercambio ani6nico, a través de una columna de tirosinas fosforiladas
acopladas a agarosa. Después del ensayo, se tomo6 una alicuota de la resina utilizada y se analizé
por inmunodeteccién con anticuerpos anti-fosfotirosina (Materiales y Métodos), para comprobar la
funcionalidad de la columna. Las fracciones obtenidas del volumen que no se unié 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 analisis electroforético de las
fracciones obtenidas de esta columna después de una elucién con 1M KCl. La inmunodeteccién
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Fig. 20.- ENSAYO DE UNION A POLI-L-PROLINA DE LAS PROTEINAS DE 30 Y 36 kDa PRESENTES EN
EL EJE EMBRIONARIO DE LAS SEMILLAS DE FRIJOL. Inmunodeteccién con anticuerpos anti-Grb2 ( A} y
anti-profilina(B) de las fracciones obtenidas de la elucién de una columna de poli-L-prolina. A una muestra de
extracto de eje embrionario de ftijol se le adiciond 1 vol de solucién A (PBS 1X, 60 mM PIPES, 2 mM MgCl ,

pH 7.4). Del sobrenadante obtenido se tomaron 3 ml y se pasaron por la columna de poli-L-prolina previamente
equilibrada con solucién A. La elucién de proteinas se realizé con 3 ml de cada una de Jas siguientes

soluciones: 5 mM MgATP, PBS 1X, 60 mM PIPES, 2 mM MgCl , pH 7.4 (carriles 2-4); 0.3 M MgCl 5, | mm

EGTA, 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 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-HCI, pH 7.4 (carriles 11-14}. El carril 1 en A y B, corresponde a extracto de
plaquetas y citocromo C, utilizados como control positivo y marcador de peso molecular respectivamente. No
se detecté la presencia de las proteinas de 30 y 36 kDa en las fracciones correspondientes a la elucién de la

columna.
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Fig. 21.- ENSAYQ DE UNION A FOSFOTIROSINAS DE LAS PROTEINAS DE 30 Y 36 kDa
PRESENTES EN EL EJE EMBRIONARIO DE FRIJOL. Anilisis electroforético en un gel de 12 % de
acrilamida desnaturalizante tefiido con azul de coomassie ( A) e inmunodeteccién equivalente ( B) de las
fracciones obtenidas de la elucién de una columna de fosfotirosina. El volumen de las fracciones (7-14),
obtenidas de la elucién de la columna de intercambio ani6nico, se concentrd y pasé por una columna de
fosfotirosina acoplada a agarosa, previamente equilibrada con solucién B (20 mM HEPES, 1| mM

NaCl,10 mM MgCl,, ImM EGTA, 0.1 mM ortovanadato de sodio, 0.1 mM pirofosfato de sodio, pH 7).

Las fracciones eluyeron con 3 ml de IM KCl y la inmunodeteccién se realizé con anticuerpos anti-Grb2.
Los carriles corresponden a: marcadores de peso melecular (1), extracto de ejes embrionarios de frijol (2),
muestra previa a la cromatografia (3), fracciones 1-3 de la elucién con IM KCl (4-6), y una fraccién
concentrada del volumen gue no se unié a la columna (7). No se detect$ la presencia de las proteinas de

30 y 36 kDa en las fracciones correspondientes a 12 elucién de la columna.
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equivalente con anticuerpos contra Grb2 reconocic a la proteina de 36 kDa presente en un extracto
de ejes embrionarios, en la muestra previa a la cromatografia y en el volumen de 1o que no se unié
ala columna (Fig. 21 B, carriles 2, 3 y 7), sin embargo no hubo reconocimiento de proteinas en
las fracciones correspondientes a la elucién de la columna (Fig. 21 B, carriles 4-6). Este
resultado demostré que las proteinas de 30 y 36 kDa presentes en el eje embrionario de frijol no
poseen la caracteristica de afinidad a tirosinas fosforiladas bajo éstas condiciones. Se observé una
proteina de 34 kDa que se uni6 a la columna y fué despegada bajo las mismas condiciones (Fig.
21 A, carril 4).  «

Los resultados obtenidos en los ensayos de afinidad a poli-L-prolina y fosfotirosinas
sugirieron fuertemente que las proteinas de 30 y 36 kDa no tienen similitud con Grb2. Debido a
esto, aunado al interés por conocer el porqué del reconocimiento de estas proteinas por los
anticuerpos anti-Grb2 y a la relativa abundancia de la proteina de 36 kDa en el eje embrionario, se
siguid un proceso de purificacién de ésta proteina, para posteriormente determinar su secuencia
parcial de aminoicidos, y asi sugerir su posible funcién en la semilla de frijol.

5.11 Enriguecimiento y separacidn parcial de la proteina de 36 kDa por cromatografia de
mtercambio anidnico.

Con el objetivo de enriquecer y purificar a la proteina de 36 kDa presente en ¢l eje
embrionario, se aplicé un gradiente de elucién de 0.0-0.4 M NaCl a una columna de DEAE-
sefacel, por la que previamente se pasé un extracto de eje embrionario de frijol. El resultado de 1a
inmunodeteccidn de las fracciones obtenidas, mostré una separacion parcial de las protefnas de 36
kDa (Fig. 22 B, carriles 2-15) y 30 kDa (Fig. 22 B, carriles 9-14). Debido a que el andlisis
electroforético mostré un enriquecimiento y purificacion parcial de la proteina de 36 kDa (Fig. 22
A, carriles 2-6), se decidié incrementar la concentracién de proteina en el gel. Para ello se
realizaron seis purificaciones independientes con éste procedimiento y se concentr6 el volumen de
las fracciones correspondientes (Materiales y Métodos). En la Fig. 23 (carril 1) se corrié la
muestra de proteina concentrada, a partir de la cual se corté la banda correspondiente a 36 kDa,

para la obtencién posterior de su secuencia parcial de aminoacidos.

5.12 Secuencia parcial de aminodcidos de péptidos derivados de la proteina de 36 kDa.

Después de haber realizado la purificacién de la proteina de 36 kDa de acuerdo al protocolo
descrito en Materiales y Métodos, la muestra se envi6é a la Universidad de Harvard donde se
obtuvo su secuencia parcial de aminodcidos. Inicialmente el andlisis de la secuencia se realizé por el
método de espectrometria de masas, el cual di6 como resultado siete secuencias de péptidos
derivados de la proteina; cuatro de estos péptidos alinearon con una proteina similar a la subunidad
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Fig. 22.- ENRIQUECIMIENTO Y SEPARACION PARCIAL DE LA PROTEINA DE 36 kDa. Anilisis
electroforético en un gel de 12 % de acrilamida desnaturalizante tefiido con azul de coomassie ( A) e
inmunodeteccién equivalente ( B) de las fracciones obtenidas de una columna de DEAE-sefacel, Un extracto
de ejes embrionarios de semillas maduras de frijol se pasé por una columna de intercambio aniénico (DEAE-

sefacel), equilibrada con 3.0 mM NaH POy, 7.0 mM Na,HPO, pH 7.4 (PB). Las fracciones se eluyeron con

50 ml de un gradiente lineal de 0.0-0.4 M NaCl-PB. Los carriles corresponden a: marcadores de peso
molecular (A,1) y a las primeras fracciones eluidas con el gradiente ( A-B, carriles 2-15). La proteina de 36
kDa se detecté en las fracciones 3-16 ( B, carriles 2-15) mientras que la proteina de 29 kDa se detecté en las

fracciones 10-16 (B, carriles 9-14),
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Fig. 23.- ENRIQUECIMIENTO DE LA PROTEINA DE 36 KDa PRESENTE EN EL EJE
EMBRIONARIO DE FRIJOL. Anilisis electroforético de un gel de 10 % de acrilamida
desnaturalizante tefiido con azul de coomassie. Las fracciones 1-6 obtenidas de la columna de
intercambio anidnico se concentraron hasta un volumen minimo 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 proteina G heterotrimérica de Glycine max (Fig. 24), mientras que los otros tres

péptidos alinearon con un precursor de fitohemaglutinina eritroaglutinante de Phaseolus vulgaris
(Fig. 25). Debido a que el andlisis por espectometria de masas estd 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 proteina reportada.

1 AHTDVVTAIATPIDNSDMIVTASR 24 1 FSPSTLQPTIVSASWDR 17
AHTDVVTAIATPIDNSDMIVTASR FSPSTLQPTIVSASWDR
13 AHTDVVTAIATPIDNSDMIVTASR 36 157 FSPSTLQPTIVSASWDR 173
1 LWDLAAGTSAR 11 1 IWDLESK 7
LWDLAAGTSAR IWDLESK
89 LWDLAAGTSAR 99 259 IWDLESK 265

Fig. 24.- Alineamiento enire cuatro secuencias de péptidos obtenidos por espectrometria de masas de 1a banda de 36
kDa (arriba), y una proteina similar a la subunidad B de una proteina de unién a nucleétidos de guanina de Glycine

max (# de acceso 3023858) (abajo). El nimero correspondiente a cada amino4cido se indica a los lados de cada

secuencia.
1 LTNVNDNGEPTLSSLGR 17 1 LSDGTTSEALNLANFALNQIL 21
LTNVNDNGEPTLSSLGR LSDGTTSEALNLANFALNQIL
53 LTNVNDNGEPTLSSLGR 69 255 LSDGTTSEALNLANFALNQIL 275

1 HIGIDVNSIK 10
HIGIDVNSIK
160 HIGIDVNSIK 169

Fig. 25.- Alineamiento entre tres secuencias de péptidos obtenidos por espectrometria de masas de la banda de 36
kDa (arriba), y una proteina precursora de fitohemaglutinina eritroaglutinante de P. vulgaris (# de acceso 130007)

(abajo). El nimero correspondiente a cada amino4cido se indica a los lados de cada secuencia.
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Con el objetivo de confirmar el resultado anterior, se pidié a la Universidad de Harvard un
andlisis de la secuencia por degradacién de Edman de la misma muestra. Este andlisis se realizé a
partir de dos picos de elucién obtenidos de la espectrometria de masas. El resultado obtenido
fueron tres secuencias de péptidos. Dos de los péptidos alinearon con una proteina LEA D-34 de
algodon (Gosypium hirsutum) (Fig. 26), mientras que el tercer péptido aline6 con regiones de
cinasas de tirosina tipo Src o con homologia a Src (Fig. 27). Para la realizacién de éstos
alineamientos se utilizé el programa de BLAST para secuencias cortas.

1 DAALMQ o 1 DAALMQA 7
DAA+MQ DAA +QA
43 DAAMMQ 48 43 DAAAVQA 48
identidad: 83 %  similitud: 95% identidad: 71 % similitud: 85 %
2 AALMQA 7 1 ENQTLGQAQK 10
AA+MQA E Q LGQ QK
64 AAVMQA 69 51 ETQVLGQTQK 60
identidad: 83 %  similitud: 99% identidad: 70 % similitud: 70 %

Fig. 26.- Alineamiento entre dos péptidos obtenidos por degradacién de Edman de la banda de 36 kDa (arriba) y una

proteina LEA D-34 de G. hirsutm (# de acceso 126078) (abajo). El nimero correspondiente a cada aminoécido se

indica a los 1ados de cada secuencia.

1 GEFSDV 6
GEF DV

204 GEFGDV 209
identidad: 83 % similjtud: 83 %
(# de acceso 4758078 y 30256)

Fig, 27.- Alineamiento entre un péptido obtenido por degradacién de Edman de la banda de 36 kda (arriba) y algunas
cinasas de tirosina tlipo Src¢ o con homologia a Src (abajo). El ndmero correspondiente a cada aminodcido se indica a

los lados de cada secuencia.
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5.13 Inmunodeteccion de la proteina de 36 kDa en distintos tejidos de P. vulgaris.

Se decidi6 analizar la distribucién de la proteina de 36 kDa en algunos tejidos de frijol. Para
ello se realizaron extracciones de proteina a partir de: eje embrionario, cotiledén, nédulo, raiz, hoja
y flor. La Fig. 28 A muestra el andlisis electroforético de los distintos extractos, con una
concentracién de proteina total equivalente en cada carril (Materiales y Métodos). En la
inmunodeteccién paralela con anticuerpos anti-Grb2 (utilizados como un método de deteccidn), se
identificé la presencia de proteinas inmunoreactivas principalmente en el eje embrionario, cotiledén
y raiz (Fig. 28 B, carriles 2, 3 y 5 respectivamente). La proteina de 30 kDa se detectd
Unicamente en eje embrionario (Fig. 28 B, carril 2), y en este mismo tejido la proteina de 36 kDa
di6 una reaccién con el anticuerpo que fué mucho mas fuerte que en los demas. Esto sugiere que
ambas proteinas pueden ser importantes en €l embridn para el desarrollo de la planta durante la

germinacién.

5.14 Inmunodeteccion de la proteina de 36 kDa en una cinética de imbibicion de ejes
embrionarios.

Debido a que la proteina de 36 kDa se localizé preferentemente en el eje embrionario de la
semilla, se procedio a analizar el patrén de expresién de ésta proteina durante la imbibicidn de la
semilla. La extraccién de proteinas se realiz6 en los siguientes tiempos después de haber iniciado la
imbibicidn: 0, 6, 12, 24, 48, 72 y 96 h, se midié la concentracion de proteina total y se analizd una
cantidad equivalente de proteina en cada carril (Fig. 29 A). La inmunodeteccién equivalente con
anticuerpos anti-Grb2 mostré una disminucién importante en los niveles de la proteina de 36 kDa a
partir de las 24 h (Fig. 29 B, carril 4), mientras que la presencia de la protefna de 30 kDa solo se
detectd en el tiempo O (Fig. 29 B, carril 1). Sin embargo, no se puede descartar que esta proteina
de 30 kDa también disminuye conforme avanza el tiempo de imbibicién y se vuelve indetectable
por el método utilizado. Serd importante determinar el significado de esta disminucién en la

cantidad de la proteina en etapas especificas de la germinacién.

5.15 Identificacién y purificacion de una proteina de 34 kDa con afinidad a fosfotirosinas.

Debido a nuestro interés en caracterizar proteinas relacionadas con la transduccién de
sefiales se decidi6 analizar a la proteina de 34 kDa obtenida parcialmente pura de la elucién con 1 M
KCl de la columna de fosfotirosinas (Fig. 21 A, carril 4). Para ello se realizaron tres
purificaciones independientes y se concentré el volumen de las fracciones correspondientes
(Materiales y Métodos). Uno de los objetivos de purificar a la proteina de 34 kDa fué la obtencién
y andlisis de su secuencia parcial de amino4cidos. En la Fig. 30 (carril 1) se corri6 la muestra de

proteina concentrada a partir de la cual se cortd la banda correspondiente a 34 kDa.
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Fig. 28.- INMUNODETECCION DE LA PROTEINA DE 36 kDa EN DISTINTOS TEJIDOS DE
FRIJOL. Analisis electroforético en gel de 12 % de acrilamida desnaturalizante tefiido con azul de
coomassie (A) e inmunodeteccidn equivalente ( B), de distintos extractos proteicos de frijol derivados
de: eje embrionario (2), cotiled6n (3), nédulo (4), raiz (5), hoja (6) y flor (7). Se analizaron cantidades

equivalentes de proteina en cada carril (aproximadamente 100 pg). La inmunodeteccién se realizé con
anticuerpos anti-Grb2. La presencia de proteinas reconocidas por el anticuerpo anti-Grb2 se detecté
pricipalmente en el extracto de eje embrionario (B, carril 2), cotiledén (B, carril 3) y raiz (B, carril 5).

La proteina de 30 kDa se observé inicamente en el eje embrionario (B, carril 2).
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Fig. 29.- INMUNODETECCION DE LA PROTEINA DE 36 kDa EN EL INICIO DE LA
IMBIBICION. Anilisis electroforético de un gel de 12 % de acrilamida desnaturalizante tefiido
con azul de coomassie (A) e inmunodeteccién equivalente { B), de extractos de eje embrionario a
distintas horas de iniciada la imbibicién. Se analizaron cantidades equivalentes de proteina en cada
carril (aproximadamente 90 pg). 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 inmunodeteccién se
realizé con anticuerpos anti-Grb2. Se observa una disminucién importante en la expresién de la
proteina 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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Fig. 30.- ENRIQUECIMIENTOQ Y PURIFICACION DE LA PROTEINA DE 34 KDa, CON
AFINIDAD A FOSFOTIROSINAS. Anilisis electroforético de un gel de 10 % de acrilamida
tefiido con azul de coomassie. Las fracciones 1-3 obtenidas de la elucién de la columna de
fosfotirosinas, se concentraron hasta un volumen minimo y se analizaron en éste gel (carril 1),
para ¢l 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 aminodcidos de péptidos derivados de la proteina de 34 kDa.

Después de haber realizado la purificacién de la proteina 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 aminoacidos. El andlisis de la secuencia se realizé por el método de
espectrometria de masas, el cual dié como resultado dos secuencias de péptidos derivados de la
proteina, los cuales alinean con una secuencia reportada para una posible proteina relacionada con
la desecacién en Arabidopsis thaliana (Fig. 31). Esto sugiere que esta proteina puede unirse a
protefnas que contengan tirosinas fosforiladas y puede ser importante durante los eventos de
germinacién en frijol.

1 KLVAGLLGVESGQDAVIR 18 1 TPEEILR 7
KLVAGLLGVESGQDAVIR TPEEILR
174 KLVAGLLGVESGQDAVIR 191 262 TPEEILR 268

Fig.31.- Alineamiento entre dos secuencias de péptidos oblenidos por espectrometrfa de masas de la proteina de 34
kDa (arriba), y una probable proteina relacionada con la desecacién en Arabidopsis thaliana (# acceso 12323093)

{abajo). El niimero correspondiente a cada aminodcido se indica a los lados de cada secuencia.

64



VI

DISCUSION

Durante la germinacién y cualquier otro proceso bioldgico ocurren numerosos eventos que

involucran la transduccién de sefiales como son: divisién celular, diferenciacién y una alta actividad
metabdlica. Estos eventos estdn regulados por una gama de proteinas que ejercen control preciso
sobre cada paso del proceso de germinacién. En plantas se han realizado estudios con el objetivo
de caracterizar a los elementos que estdn involucrados en las vias de sefializacién. La gran mayorfa
de las protefnas involucradas en transduccién de sefiales en vegetales se han identificado mediante
el andlisis de mutantes; a partir de estos estudios se han podido aislar cDNAs que codifican para
algunas de las proteinas que participan en las vias de sefializacién en plantas como Arabidopsis,
tabaco y maiz, entre otras (Mgller y Chua 1999; Hardie 1999). En el presente trabajo se mostré la
presencia de proteinas potencialmente relacionadas con la transduccién de sefiales en ¢jes

embrionarios de Phaseolus vulgaris.

6.1 Secuencias homdlogas a Grb2 en Phaseolus vulgaris.

Grb2 es una proteina adaptadora de la transduccion de sefiales que se caracteriza por tener
dos dominios SH3 y un dominio SH2, los cuales le permiten interaccionar con otros componentes
de la cascada de sefializacién en sistemas animales (Lowenstein ef al., 1992; Liszl6 1999). Una de
las estrategias que utilizamos para identificar proteinas relacionadas con la transduccién de senales
en frijol, fué a través de inmunodetecciones con anticuerpos obtenidos contra una proteina de 30
kDa, identificada como Grb2 en plaquetas de humano. Utilizando esta técnica, se identificé a una
proteina 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 ¢l mismo resultado pero se observé una proteina de 36 kDa
que reacciond fuertemente con ¢l anticuerpo, ademas de la de 30 kDa. Esto sugirié fuertemente que
en ambos tejidos existia un homdlogo de esta proteina. Debido a lo anterior, se decidié seguir una
metodologia de amplificacién por PCR para aislar la(s) secuencia(s) que codifica(n) para la proteina
homologa de Grb2 en frijol.

Los productos de la amplificacién por PCR en hoja de frijol y plantula de soya se
obtuvieron con oligonucle6tidos especificos para Grb2, sin embargo al analizar su secuencia
nucleotidica no se detectaron secuencias similares a Grb2, o a dominios SH2-SH3 (Figs, 12 y
15). La obtencién de estas secuencias pudo deberse a que las condiciones de temperatura utilizadas
en el PCR, favorecieron interacciones inespecificas entre los oligonucleétidos y el DNA. A pesar
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de que la eleccién de los productos de PCR para su posterior purificacién y secuencia se realizé
con base en su hibridacién con el cDNA 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 sefial detectable de hibridacién, pudo deberse a que hay varias regiones en la
secuencia de éstos productos que tienen similitud en 8-10 nucledtidos, los cuales podrian estar
siendo reconocidos por la sonda de Grb2. Es probable que al utilizar oligonucleétidos con base en
las secuencias reportadas recientemente para dominios similares a SH2-SH3 en plantas, se pueda
favorecer la amplificacién de éste tipo de secuencias en frijol.

Los resultados obtenidos en las hibridaciones sobre DNA gendémico y RNA total de hoja de
frijol, utilizando como sonda el cDNA de Grb2 mostraron la presencia de regiones con similitud a
Gb2 en ambos casos. La sefial observada en la hibridacién northern (Fig. 17) sugiere la
existencia de secuencias de RNA homdlogas a Grb2 que se estdn expresando en la hoja de frijol.
Por otro lado, las sefiales observadas en la hibridacién Southern indicaron la presencia de 1 0 2
genes con posibles regiones homélogas a Grb2 (Fig. 16). Las condiciones de hibridacién
utilizadas en ambos casos se consideran de medianamente estrictas; condiciones similares se han
reportado en la hibridacién de una sonda heter6loga (de humano) sobre DNA vegetal (Raghuram et
al., 1999), por lo que se pensé que las senales observadas en nuestros andlisis fueron especificas.

Aunque el nimero de “ufp” que se plaquearon para cada buisqueda en los bancos fué el
indicado (de acuerdo al tamafio del genoma, tamarfio 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 especifica en la sonda utilizada. Otra razén es que posiblemente el gen o cDNA homdlogo
a Grb2 no estuviera representado en el banco, o bien se hubiera perdido durante la re-amplificacién
del banco, en el caso del banco de DNA gendmico. Es probable que al incrementar la actividad
especifica de la sonda, o bien al utilizar una sonda homéloga como pudiera ser un producto de
PCR del mismo frijol, se favorezca la obtencién de clonas positivas con una secuencia similar a
Grb2.

Aunque los resultados de las biisquedas en los bancos de frijol y amplificaciones por PCR
fueron infructuosos, los andlisis por hibridacién tipo Southern y northern mostraron que en el
RNA de hoja y DNA gendmico de frijol existen secuencias que podrian ser homélogas a esta

protefna involucrada en la transduccién de sefiales, Grb2.

6.2 Identificacién de dos proteinas en ejes embrionarios de frijol con distintos anticuerpos anti-
Grb2.

Como se describié en los resultados, los anticuerpos anti-p30 reconocieron en ejes
embrionarios de frijol a una proteina de 30 kDa (Fig. 7 carril 4), mientras que los anticuerpos
comerciales anti-Grb2 reconocieron a la misma fraccién de 30 kDa, y ademds una proteina de 36
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kDa (Fig. 18 B, carril 2) en el mismo tejido. Los anticuerpos anti-p30 fueron purificados contra
la proteina 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
aminodcidos correspondientes a la regién carboxilo terminal de Grb2. Es probable que la secuerncia
que corresponde al péptido o secuencias similares a éste, se encuentren presentes en varias
proteinas y por ello los anticuerpos anti-Grb2 reconocen dos proteinas en el eje embrionario.

Con el objetivo de determinar la especificidad en la reaccidn de los anticuerpos anti-Grb2,
se decidié purificar por inmunoabsorcién a los anticuerpos comerciales anti-Grb2. La purificacién
de los anticuerpos se realizé contra la proteina de 36 kDa del eje embrionario de frijol, y por otro
lado, contra la proteina Grb2 de plaquetas; posteriormente se probaron en un extracto de plaquetas
y de ejes embrionarios de frijol respectivamente. El resultado mostré que el reconocimiento de los
anticuerpos fué especifico para ambas proteinas (Fig. 19), y que las dos proteinas pueden
compartir el mismo epitope que reconocen los anticuerpos anti-Grb2; por lo tanto, al purificar los
anticuerpos contra la proteina de 36 kDa estos también reconocieron a la proteina Grb2 de
plaquetas, y viceversa. Estos resultados sugieren, que tal vez hay una secuencia o dominio similar
a Grb2 que esté localizado en mas de una proteina que pudiera o no, ser homdloga a Grb2. El
hecho de que no se logré detectar la proteina de 30 kDa en el extracto de eje embriconario, pudo
deberse a Ja baja concentracién obtenida de anticuerpos purificados contra Grb2 de plaquetas. Por
lo que es probable que al incrementar la concentracién de los anticuerpos o al aumentar la
concentracién de proteinas de este tejido, éstos también reconozcan a la proteina de 30 kDa

presente en el eje embrionario.

6.3 Ensayos de afinidad de las proteinas de 30 y 36 kDa a columnas de poli-L-prolina y
fosfotirosinas.

La proteina Grb2 de animales puede interaccionar con regiones ricas en prolina a través de
sus dominios SH3; se ha reportado que los dominios SH3 de Grb2 prefieren ligandos con
aminodcidos basicos en el extremo carboxilo terminal de péptidos ricos en prolina (Sparks et al.,
1996). Bearer et al., (2000), reporté un ensayo de unién a poli-L-prolina donde se analizé la
interaccién de profilina, VASP 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
interaccién de las proteinas reportadas en el presente trabajo. Debido a que ambas proteinas se
detectaron en el volumen que no se une a la columna, y no en las fracciones correspondientes a la
elucién de la misma; el resultado de nuestro ensayo indicd que las proteinas 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 caracteristicas de Grb2 también se encuentra su capacidad de interaccionar
con protefnas que poseen tirosinas fosforiladas, a través de su dominio SH2. Se sabe que la unién
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 realizé el ensayo se consideran favorables para mantener la fosforilacién de la tirosina y
asf permitir su posible interaccién con otras proteinas. Debido a que las proteinas 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 elucién de la misma; el resultado de nuestro ensayo indic6 que las protefnas 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 protefnas de 30 y 36 kDa no son homdlogas a
Grb2. Es probable que las proteinas de 30 y 36 kDa posean epitopes comunes que representan
regiones similares a Grb2, y por ello los anticuerpos anti-Grb2 las pueden reconocer. Por lo tanto,
las proteinas inmunodetectadas con anticuerpos anti-Grb2 corresponden a otro tipo de protefnas

con una posible secuencia comun en protefnas relactonadas con la transduccién de sefiales en

plantas.

64 Purificacion y secuencia parcial de aminodcidos de la proteina de 36 kDa.

Una vez determinado que ninguna de las dos proteinas poseia propiedades que sugirieran
que fuera un homdélogo de Grb2, pero intrigados por el reconocimiento aparentemente especifico
de los anticuerpos anti-Grb2, decidimos averiguar su secuencia. Debido a la relativa abundancia de
la proteina de 36 kDa respecto a la de 30 kDa decidimos enfocarnos en la purificacién de la
primera. La proteina de 36 kDa fué enriquecida y purificada parcialmente después de pasar un
extracto de ejes embrionarios por una columna de intercambio aniénico (Fig. 23). Este proceso
permiti6 cortar la banda correspondiente y enviarla a la Universidad de Harvard para el anilisis de
su secuencia parcial de aminodcidos. El resultado obtenido después de un anélisis por
espectrometria de masas y degradacién de Edman fué la secuencia parcial de varios péptidos, los
cuales tuvieron similitud con un minimo de cuatro diferentes proteinas (Figs. 24-27). El aspecto
interesante de este resuitado fué la identificacién de una proteina con posible similitud a varias
cinasas de tirosina tipo Src o con homologia a Src (Fig. 27). Las proteinas cinasas Src se
caracterizan por tener dominios SH2-SH3 en su secuencia de aminoécidos, son especificas para la
fosforilacién de tirosinas y participan en procesos como la diferenciacién, migracién y
proliferacién celular en células animales (Klint er al., 1999; Timokhina er al., 1998). Esta
informaci6n podria explicar los resultados obtenidos en las inmunodetecciones con los anticuerpos
anti-Grb2. Para poder comprobar que ]a posible proteina con similitud a la cinasas de tipo Src en
ejes embrionarios de frijol, corresponde a la proteina inmunodetectada por los anticuerpos anti-
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Grb2, se tendrd que separar a ésta proteina del resto de las proteinas que co-migran en la banda de

36 kDa, o bien obtener la secuencia nucleotidica que codifica para ella.
También l1lama la atencién, la identificacién de una proteina con similitud a la subunidad 8

de una proteina G heterotrimérica de G. max (Fig. 24), asi como un precursor de la proteina
fitohemaglutinina eritroaglutinante (PHA-E) de P. vulgaris (Fig. 25). Las protefnas G
heterotriméricas modulan una gran variedad de procesos de sefializaci6én en todas las células
eucariotas; aunque el mecanismo de accién de estas proteinas en plantas alin no estd claro.
Numerosos estudios moleculares y funcionales apoyan el papel de las proteinas G heterotriméricas
en varios procesos de transduccién de sefiales en plantas; entre otros: la regulacién de la apertura
estomatal, sefializacion de factores nod, transduccién de luz roja y azul, expresién genética
relacionada con patégenos y sefializacién de hormonas (Bischoff er al., 1999). Por otro lado, las
lectinas PHA-E participan en el trafico de glucoproteinas y glucolipidos en las células vegetales;
Rebbaa et al., (1996) mostrd la interaccién entre una proteina PHA-E de frijol y una secuencia de
oligosacdridos presentes en el receptor del EGF de células de humano. Estos antecedentes sugieren
que las posibles proteinas identificadas en la secuencia parcial de amino4cidos pueden tener un

importante papel en la transduccién de sefiales al inicio de la germinacién en Phaseolus vulgaris.

6.5 Andlisis de la distribucion de la proteina de 36 kDa en distintos tejidos y durante el inicio de la
imbibicién de ejes embrionarios en P. vulgaris.

Con el objetivo de analizar el patrén de expresién de la proteina de 36 kDa, se realizaron
inmunodetecciones con anticuerpos anti-Grb2 (utilizados como un método de deteccidn) en
diferentes tejidos de frijol y en una cinética de imbibicién con ejes embrionarios de Ia misma planta.
El resultado mostré que las proteinas de 30 y 36 kDa se detectan preferentemente en el eje
embrionario de la semilla (Fig. 28). Por otro lado, se pudo detectar una disminucién en la
expresion de la proteina de 36 kDa a medida que avanza la imbibicién (Fig. 29). En las primeras
horas después de haber iniciado la imbibicién ocurre la induccién del metabolismo y en
consecuencia, se activan procesos como la degradacién de proteinas de almacenamiento necesarias
para soportar el crecimiento y desarrollo de la pldntula. Entre las protefnas que disminuyen su
expresién al inicio de la imbibicién se encuentran las proteinas LEA (Colmenero-Flores et.al.,
1997), y una cinasa similar a MAPK en semillas de cebada que disminuye su expresién al iniciar la
germinacién (Testerink er al., 2000). Por otro lado se han reportado protefnas cuya expresién se
activa al inicio de la imbibicién como es el caso de la actina de P. vulgaris (Villanueva et al.,
1999), y una cinasa bésica de la mielina en semillas de cebada (Testerink et al., 2000).

Como se indic6 en los resultados, una de las cuatro posibles proteinas que co-migran en la
banda de 36 kDa corresponde a una proteina LEA (Fig. 26). Las proteinas LEA se caracterizan
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por su expresién durante la desecacién de la semilla, por lo que no se puede descartar que la
proteina inmunodetectada con anticuerpos anti-Grb2 en el eje embrionario de frijol, corresponda a
esta protefna LEA debido a las caracteristicas de su expresién en la semilla y durante el inicio de la
imbibicién (Fig. 28 y 29); aunque también existe la posibilidad de que la proteina
inmunodetectada corresponda a cualquiera de las otras proteinas identificadas en la secuencia

parcial de amino4cidos.

6.6 Purificacion y secuencia parcial de aminodcidos de una proteina de 34 kDa con afinidad a
fosfotirosinas.

Después de realizar un ensayo de unién a fosfotirosinas, se detecté en la elucién de la
columna una proteina parcialmente pura con un peso molecular de 34 kDa (Fig. 21 A, carril 4).
Debido a nuestro interés en la identificacién de proteinas relacionadas con la transduccién de
sefiales, se decidid cortar la banda correspondiente a ésta proteina y enviarla a la U. de Harvard
para el anélisis de su secuencia parcial de aminodcidos (Fig. 31). El resultado obtenido de éste
proceso fué la secuencia de dos péptidos que tienen homologia con una probable proteina
relacionada con la desecacién en Arabidopsis thaliana.

Es muy posible que esta proteina de 34 kDa sea importante para el embrién y se encuentre
relacionada con la desecacién, puesto que muchos de los genes que se han aislado en condiciones
de estrés hidrico en plantas tolerantes a la desecacién como C. plantaginewm, tienen una alta
identidad con genes que se expresan en las semillas de otras especies (Ingram y Bartels 1996). La
secuencia parcial de aminoécidos de la proteina de 34 kDa posee una menor identidad con una
proteina de respuesta a ABA en la planta de resurreccién C. plantaginewm; este antecedente sugiere
que la expresidn de la proteina de 34 kDa puede estar modulada por ABA, lo cual también es
caracteristico de los cDNAs que codifican para proteinas LEA y que se expresan en condiciones de
desecacién, como se ha descrito para P. vulgaris (Colmenero-Flores ez al., 1997) y otras plantas
(Finkelstein 1993; Moons ef al., 1997). Una posible funcién de p34 en la semilla puede ser similar
ala de las protefnas LEA, las cuales participan en la proteccién celular durante la desecacién.

La caracteristica de afinidad a fosfotirosinas de la proteina de 34 kDa debe tomarse con
precaucion, debido a que las protefnas relacionadas con la desecacién que tienen similitud con esta
proteina, 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
aminoécidos, o bien la secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina de 34 kDa, para poder
determinar si realmente hay alguna region con similitud a dominios SH2, lo cual podria explicar los
resultados de la interaccidn con tirosinas fosforiladas. Es posible que existan otras proteinas que
pueden unirse a fosfotirosinas y que se encuentren en el extracto total de embridn, el cual no fué
analizado en este ensayo. Otra posibilidad es que la proteina de 34 kDa haya interaccionado de
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forma indirecta, es decir a través de otra proteina que se unié a las tirosinas fosforiladas de la
columna.

Es importante resaltar que al obtener la secuencia parcial de aminoécidos de estas proteinas
se podrdn diseiiar oligonucléotidos que nos permitan obtener al gen que codifica para cada una de
ellas en P. vulgaris. También se podrin disefiar péptidos especificos para posteriormente generar
anticuerpos contra cada una de las proteinas. La importancia de estos futuros experimentos radica
en definir cémo participan diversas proteinas involucradas en Ja transduccién de sefiales y el
posible papel de las proteinas de 34 y 36 kDa en estos eventos durante la germinacién en P.

vulgaris.
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VII

CONCLUSIONES

- Anticuerpos purificados contra Grb2 reconocen dos proteinas con un peso molecular de 30y 36

kDag, en el eje embrionario de semitlas maduras de frijol.

- Los resultados del anilisis tipo Southern y northern indican la presencia de regiones similares a
Grb2 en el DNA gendmico y RNA total de hoja de frijol, respectivamente.

- Las proteinas de 30 y 36 kDa reconocidas por anticuerpos anti-Grb2 no presentan la caracteristica
de afinidad por poli-L-prolina o tirosinas fosforiladas, en las condiciones establecidas, por lo que

no poseen propiedades similares con Grb2.

- El analisis de la secuencia parcial de aminodcidos, correspondiente a la proteina de 36 kDa,

sugiere que los péptidos obtenidos corresponden a un minimo de cuatro diferentes proteinas, entre
las cuales se encuentra una cinasa tipo Src o con homologia a Src; la subunidad 8 de una protefna

de unién a nucledtidos de guanina de G. max, una proteina LEA D-34 de G. hirsutiun y un

precursor de fitohemaglutinina eritroaglutinante de P. vulgaris.

- Ensayos de inmunodeteccién mostraron que la proteina de 36 kDa se encuentra preferentemente

en el eje embrionario de la semilla de {rijol.

- Una proteina de 34 kDa localizada en el eje embrionario de frijol, presentd la caracteristica de
afinidad a fosfotirosinas. El andlisis de la secuencia parcial de amino4cidos de esta proteina,
sugiere que los péptidos obtenidos presentan similitud con una probable proteina relacionada con la

desecacién en Arabidopsis thaliana.
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VIIT

PERSPECTIVAS

- Con base en la secuencia parcial de amino4cidos, disefiar oligonucledtidos especificos para
amplificar secuencias representativas de los genes que codifican para la posible proteina con
similitud a una cinasa Src, la proteina relacionada con la desecacién, y las otras proteinas

identificadas en el genoma de Phaseolus vulgaris.

- Obtener anticuerpos especificos contra péptidos que correspondan a la secuencia de aminoécidos
de la posible proteina cinasa Sr¢, la proteina relacionada con la desecacién en frijol y las otras

proteinas identificadas.

- Analizar la distribucién de ambas proteinas en diferentes etapas de la embriogénesis y
germinacién, mediante ensayos de inmunodeteccidn y/o inmunolocalizacién.

- Analizar la funcion de ]a posible proteina tipo Src de frijol, mediante la microinyeccién celular de

anticuerpos especificos que bloqueen la actividad de cinasa de tirosina de esta proteina,

- Transformar plantas de Arabidopsis con DNA anti-sentido de los genes que codifican para las

posibles proteinas identificadas en frijol.
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