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Introducción 

INTRODUCCIÓN 

Los organismos en general. están bajo muchos estímulos ambientaies; estos cambios 

químicos y fisiológicos son detectados simultáneamente por las células circundantes .. La 

información obtenida de ese estimulo. pasa de célula a célula gracias a la, comunicación 

intracelular que esta dada por vías de señalización y transducción de señales; un ejemplo 

sería. las relaciones específicas que se dan entre leguminosas y bacterias simbióticas de los,' 

géneros Rhizobium. Bradyrhizobium y Azorhizobium que culmina con la formación de 

nódulos fijadores de nitrógeno (Brewin, 1991 y Mylona et al. 1995). 

En las vías de transducción. las señales extracelulares regulan respuestas como la 

síntesis de proteínas. lipidos o carbohidratos. asi como. la proliferación, la diferenciación o 

la muerte celular. En estos procesos participan numerosas proteínas que son moduladas por 

diversos mecanismos post-traduccionales tales como: fosforilación. metilación. oxidación y 

proteólisis. De éstos, el mejor estudiado es la fosforilación, que se mantiene en equilibrio 

dinámico por la acción de dos clases de enzimas: las cinasas. que son proteínas que 

transfieren grupos fosfatos a otras proteínas. a partir de moléculas energéticas como el 

ATP; y. las fosfatasas que son aquellas que hidrolizan los enlaces monoéster liberando de 

las proteínas el fosfato unido (Barford et al. 1998). La fosforilación de proteínas ocurre en 

diferentes residuos. En sistemas eucarióticos este proceso ocurre en tres residuos: 

Scrina/Treonina (Yaffe y Elia, 2001) y/o Tirosina (Cohen. 1992; Hubbard y Till, 2000). 

Comparativamente. las características estructurales y funcionales de las cinasas se 

conocen mucho mas a detalle, ya sea en animales o plantas (Daum et al. 1998). En cambió~ 

las fosfatasas. han sido menos estudiadas en plantas. No obstante, en anhrial~,s','s~' haJ1 

logrado tanto la clonación e identificación de genes nuevos que codifican para fÓsfatasas, 

como el conocimiento de su posible estructura. 

En eucariontcs se han identificado al menos 2000 genes que codifican para cinasas. 

y únicamente 1000 genes que codifican para fosfatasas. Las características estructurales y 
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funcionales de las cinasas se conocen con mucho más detalle que las fosfatasas y esto se 

debe tal vez a que las primeras sean más abundantes (Hubbard y Till, 2000). 

Las cinasas son clasificadas en dos principales grupos: 1) Cinasas de serina/treonina 

y, 2) cinasas de tirosina (Alberts et al, 1994; Barford et al, 1998; Hubbard y Till, 2000). De 

la misma manera, existen dos grandes grupos de fosfatasas: 1) aquéllas que quitan el grupo 

fosfato de residuos de scrina/treonina, que lo constituyen las fosfoproteinas fosfatasas 

(ppasas}, generalmente citosólicas y, 2) aquellas que defosforilan residuos de tirosina 

(PTPs, protein tyrosinc phosphatases}, que pueden ser citosólicas o trasmembranales. 

(Gúan et al, 1990; Chemoff et al, 1990; Bardford el al, 1994; Stukcy et al, 1994; Hubbard 

y Till. 2000; Barford et al, 1998). 

La fosforilación defosforilación en residuos de tirosina, es un mecanismo de control 

celular en eucariontes. Este mecanismo controla diversos procesos celulares tales como el 

metabolismo, la locomoción, la diferenciación, el crecimiento y la proliferación celular 

(Barford et al, 1998). Las enzimas que se encargan de este tipo de regulación son las 

cinasas (PTKs, protein tyrosinc kinases) y las fosfatasas de tirosina (PTPs); los procesos de 

estas dos enzimas están finamente reguladas por diversos procesos de señalización 

intracelular y extracelular (Hubbard y Till, 2000; Barford et al, 1998). 

Después de casi 30 años de investigación. se conoce un sin número de miembros de 

la superfamila de las PTPs. en su mayoría en modelos animales (1-lubbard y Till, 2000; 

Barford et al, 1998); estas proteinas están caracterizadas molecular y bioquímicamente, ya 

que se sabe el papel que ocupan en los diversos pasos de las rutas de señalización, y además 

de cómo son reguladas (Barford et al. 1998; lbarra-Sánchez et al, 2000; Tartaglia et al, 

2001; Dadke et al, 2001 ). En cambio, en plantas este tipo de proteínas empiezan a ser 

caracterizadas. En la actualidad son cinco las secuencias proteicas que están reportadas; de 

las cuales, dos están caracterizadas a nivel molecular. Una en Arabidopsis thaliana 

(AtPTPl) (Xu et al, 1998) y la otra Pi.mm smivum (PsPTP) (Fordham-Skelton et al, 1999); 

la AtPTP. está subclonada en un vector de expresión bacteriano. comprobando que esta 
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secuencia· codifica para una proteína fosfataSa cuyo comportamiento es. parecido a· una 

fosfatasa ~spe~lfica de ¡Írosina. 

Con. aytldá de la tecnología de ADN recombinante, sé ha logrado la clonación e 

identificaciÓn,,de g~nesnJevos qu~ c~difican para fosfatasas (Chiarugi et al, 2000) y la 

deducción precisa.de su estructura por el análisis de difracción de rayos X (Stuckey. et al, 

1994;. Bardford et al, 1994). El empleo de técnicas bioquímicas complementa la 

caracterización de las proteínas; pero, con el análisis computacional o in si/ico, se 

proporciona un sin fin de herramientas, en las que se incluyen búsqueda y comparación de 

secuencias en diferentes bases de datos obtenidas de casi 82 genomas. También, se pueden 

deducir las propiedades bioquímicas de una secuencia proteica, con la determinación de las 

modificaciones post-traduccionales, motivos y dominios espcclficos. Además. del diseño de 

la estructura tridimensional de la molécula, se puede proporcionar un amplio panorama de 

los papeles que ocupa y cómo está regulada. 

La integración de diferentes disciplinas y herramientas, tales como la 

bioinformática, la biología molecular, la bioquímica, la genética, y el análisis estructural. 

hace que el investigador tenga un acercamiento más real con lo que está pasando en el 

sistema que estudia.y el papel que ocupa. El análisis computacional permite caracterizar de 

un modo· más amplio a proteínas que no estaban descritas completamente ya sea en 

animales o en plantas, como es el caso de PvPTP, una fosfatasa especifica de tirosina de 

frijol. 

En el presente trabajo se describe una fosfatasa especifica de 'tirosina soluble de 

l'haseolus vulgaris que presenta características determinantes de~tro de la familia. de I~ 
fosfatasas de. tirosina; cuya actividad ':·de.·fosfata5a,' ~stá' regÜ!;da por fosforilación en 

diferentes residuos. 
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ANTECEDENTES. 

El éxito de la supervivencia de los organismos está dado. por la capacidad que tienen 

al responder a los: estímulos ~ue se generan en su e~tomo.,: Ante esta comunicación 

cotidiana. en la célula setiene_ que tener un lenguaje q~ímico y fisico muy bien estructurado 

para que el resto d.e.Jas .células -en el caso de un organismo eucariota- sepan que es lo que 

está pasándo int.i'ac;.lularmente y extracelularmente en todo el organismo (Alberts et al, 

1994, Fi~chi et al. 2001 ). 

Este lenguaje fisicoquímico, está dado por la transducción de señales. Este proceso 

ocurre por una amplia gama de proteínas estructurales y solubles como cinasas, fosfatasas, 

receptores de membranas, A TPasas, GTPasas, proteínas G, fosfoinositidos, etc. (Alberts et 

al, 1994; Cheng et al, 2000; Ucmory et al, 1999); las cuales, dependiendo de su función se 

clasifican en grandes familias. Todas estas proteínas están reguladas entre sí para mantener 

una homeostasis adecuada en la célula y en el organismo (Alberts et al, 1994; Akira et al, 

2001). 

Uno de los ejemplos relativamente bien estudiados, son las relaciones específicas 

que se dan entre leguminosas y bacterias simbióticas de los géneros Rhizobium, 

Bradyrhizobium y Azorhizohium que culmina con Ja formación de nódulos fijadores de 

nitrógeno (Brewin, 1991 y Mylona et al, 1995). La interacción temprana de estas bacterias 

con su hospedero, se determina por Jos genes nod; estos genes establecen un diálogo de 

señales químicas con la planta y son activados por compuestos de naturaleza flavonoide 

exudados por las raíces de Ja planta. Los genes nod a su vez producen tipo-quito 

oligosacáridos (factores Nod) que son moléculas señal con actividad morfogénica (Spaink, 

1992). Los factores Nod. inducen una serie de cambios involucrados en la morfogénesis del 

nódulo; Downie (1994), ha demostrado que los factores Nod inducen divisiones celulares 

en el concx de Ja raíz y que en algunos casos se convienen en primordios o mcristemos del 

nódulo; por su parte Ehrdhardt et al ( 1992) y el grupo de Fe lle ( 1995), demostraron que los 

factores Nod son capaces de inducir la depolarización del potencial de membrana de los 

pelos radiculares de una forma específica. Además. estos factores inducen la transcripción 
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de genes de nodulinas temprana$ (ENOD5 y ENODl2) las c.uales están relacionados con 

los procesos de infección (JourrÍ~i' et' cit • . 1994) y las nodulinas tardías (ENOD14 y 

ENOD 16), que son proteína5 tjtie.seºcxpresan después de los 12 días de infección. 

Para que una estructura .celular tan especializada como un nódulo se desarrolfe, se 

requiere de muchos eventos de señalización y procesos de diferenciación en ámbos 

simbiontes (planta y bacteria), además de que estos mecanismos tienen que estar 

perfectamente regulados tanto espacial como temporalmente. (Lcurogc, 1994). Muchas 

proteiÍlas que intervienen en diversos procesos celulares son reguladas por modificaciones 

post-traduccionales como la fosforilación, oxidación, metilación, cte. (Albcrts et al, 1 994; 

Hunter, 1995). 

CLASIFICACIÓN DE LAS PTPs 

Las fosfatasas de tirosina están conformadas por tres grandes familias: las clásicas 

PTPs especificas de tipo receptor (RLPTPs), o las no trasmcnbranalcs (nMPTPs); y por 

último, las PTPs tipo dual (DSPTPS) (Figura 1 ). Todos los miembros de la familia de las 

fosfatasas contienen un único motivo catalítico común HCxxGxxR, el cual responde a la 

actividad de fosfatasa donde H es una Histidina, C es una Cistcína o cistenil, x es cualquier 

aminoácido, G es una Guanina y R es una arginina (Barford et al. 1 994; Cohcn. 1 992; 

Tonks, 2001). El grupo cistcnil es el primero en atacar el grupo fosfato de la fosfotirosina 

(PY) y el encargado de formar un intermediario para la posterior dcsfosforilación de la 

proteína sustrato (Bardford et al, 1994; Cohcn, 1992. Tonks y Neel, 2001). Las PTPs tienen 

también un par de secuencias presentadoras que intervienen en el reconocimiento de la 

tirosina de la proteína sustrato, estas secuencias son la WPD y la KNRY; estas secuencias 

están conservadas para todas las PTPs (Bardford et al. 1994; Cohcn, 1992. Tonks y Necl, 

2001). 
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Clasificación de la familia de PTPs (HCxsR) 

[Fost~asas especificas de t1rosina (PTPs) HCSAGxGRxG 1 

PTPs tipO rece¡1or 
(RPTP) 

e 
e: 
e 

PTI>.. V.R PTP.. P"Wy 
PTP.:. PTPo PTPt: PTPt; 
PTPp PTPl5 
PTP> 

...... 
ºª" SAP• 

01..EPP1 

P1Ps no transmernbranales 
(nMPTP) 

Fosts:asas especificas d9 tipo dJfl (OSPTP) HCxxGxxR 

PTEN 

PTEN 
CMMAC1) 

6 

Figura 1. Clasificación de las fosfatasas especificas de tirosina (Tomado y modificado de Tonks, 

2001). 

Fosfatasas duales (DSPTPs) 

Las fosfatasas tipo dual, son aquellas que defosforilan proteínas en residuos de 

Serinarrreonina y Tirosina. Las DSPTPs se distinguen porque están compuestas por una o 

más subunidades. Sin embargo, si tienen más de una subunidad siempre hay una unidad 

catalítica y una o dos reguladoras (Hubbard y Cohen, 1998). PPI, PP2 y PP2B tienen un 

motivo catalítico común con dos dominios que constan de una hoja(3 flanqueada por 

n hélices y un dominio predominantemente de forma helicoidal (Barford et al, 1994). Así 

por ejemplo, Ja PPI está formada por una subunidad catalítica C de 37KDa que tiene varias 

isofonnas (Tabla. 1) y una subunidad reguladora G que le confiere a la proteína la 

capacidad de relocalización en la célula. Esta subunidad reguladora posee una región 

hidrofóbica en su extremo amino que le permite unirse directamente al glucógeno (Hubbard 

y Cohen, 1989). La PP2A es más compleja., ya que puede formas el heterotrimero 



Antecedentes 7 

conformado por las subunidades A, B y C de 60, 55 y 36 KDa respectivamente, y 

alternativamente puede asociarse a otras subunidades de 35 y 70KDa. por otro lado, la 

PP2B también llamada calcineurina, forma heterodímeros que constan de la subunidad 

catalítica A o calcineurina A (CnA) de 60 KDa que une calmodulina y de la subunidad 

reguladora de 19KDa que une calcio (CnB) (Shenolikar, 1994). 

La posibilidad de combinación de diferentes o varias subunidadcs reguladoras de las 

DSPTPs da lugar a distintas fosfatasas, con mayor o menor especificidad por sus sustratos, 

además de conferirles una localización subcelular especifica. Por ejemplo, se ha observado 

que la actividad y alta especificidad que tiene la PP2A por sus sustratos, depende en gran 

medida de la concentración de dichas subunidades en la célula, y es particularmente la 

tercera subunidad, la B, la responsable de la unión a la membrana plasmática, y, por tanto, 

de su relocalización subcelular (Shenolikar, 1994). 

Otros ejemplos de fosfatasas duales incluyen MAP cinasas fosfatasas (MKP"s), la 

familia de la fosfatasa cdc25 y miembros de VHl de Vaccinia virus (Figura. 1). Las MKPs 

de-fosforilan particularmente miembros de la familia de las MAP cinasas (MAPK"S). Las 

diferentes isofonnas de cdc25 dcfosforilan cinasas ciclinas-dependientes (Cdk"s), esto 

estimula a la actividad de Cdk. En el caso de VHR. dcfosforila a muchas proteínas de 

Vaccinia virions, incluyendo la proteína transmembranal Al4 y la proteína soluble DNA

binding pJ"otein (Den u y Dixon, 1998; Barford. 1 994; Cohcn, 1 992. Tonks, 2001 ). 

Un caso especial en fosfatas duales es la proteína PTEN {Figura 1 ). esta proteína es 

el producto de un gen supresor tumoral localizado en el cromosoma humano 1 Oq23 

(Maehama el al, 2001 ). Esta fosfatasa defosforila la posición del 3c fosfato de 

fosfatidilinositol (Pl3P). PTEN, representa un papel muy importante e~ .Ía reguÍación 

celular puesto que está involucrada en procesos de crecimiento celular y:,'a.popt~~is; 
cualquier mutación en esta proteína ocasiona el desarrollo de tumorogéncsis. e~ cu~lqui~r 
tejido humano (Barford, 1994; Cohen, 1992. Tonks. 2001, Maeharria et al, 200.1 ): . 
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Tabla. 1 Características generales de la estructura, requerimientos iónicos, inhibidort.-s, 
localización celular v función de fosfatasas. 

Tipo de Sustrato lnhibidores Iones Subunidad Localización 
Función fosfatnsa catalítica celular 
Control de la 

Subunidad 37KDa dinámica de 
13 de la lnhibidor-1 Mn" Nllclco microtúbulos. 

PPI cinasa lnhibidor-2 z 2• lsoformas: Citosol Metabolismo del _n 
a,(3,y yli 

fosforilasa glucógeno. 
;_Histonas? 
Regula la 
longitud de los 

Subunidad 37KDa Núcleo microtúbulos 

PP2A a de la Ácido No lsoformas Citosol Inactiva a la 
cinasa Okadaico requiere o, 1, 2y SM Mitocondrio PKC0 • Efecto 

I · fosforilnsa negativo en la 
transición G2 a 
M. 

Subunidad Activación de 
las células T. a de la Ciclosporina Ca2-

Monómero Citosol 
Regula la cinasa Ciclofilina de 60-61 Núcleo 

PP2B fosforilasa. Antagonistas 
Mg" 

KDa Membrana activación de la 
Mn'• ATPasa Na•tK• 

Subunidad de la CaM 
Ni2

• 
Isoformas a plasmática y canales de K •. reguladora Calcincurina y 13 Sinaptosomas 

Plasticidad de PKA 11 
sináotica. 

Caseína 
Monómero Regulación de la 

PK-CaM No hay 
Mg" 43-45KDa función 

PP2C Cadena inhibidorcs 
Mn" lsofonnas 1 Citosol neuronal. 

ligera de la cspccílicos 
y 2; a y b Regulación de la 

miosina a.luconcogénesis. 

Receptor de Ortovanadato No 35 KDa Membrana 
Activación de PTPIH de sodio clases 1 a plasmática insulina Tun1•cstato requiere VI Citosol células T. 

Gastrulación. 
Un dominio Ovogénesis. 

PTP2U MAPK Ortovanadato No catalítico 
Citosol Control de ciclo 

Hog-1 de sodio requiere clases 1 a celular. 
VIII Trasformación. 

Anontosis. 

Fosfatasas clásicas tipo receptor (RLPTP). 

La estructura de las RLPTP se conoce más n detalle que las DSPTPs. Su 

clasificación depende de In estructurn de la proteína (Figurn. 1 ): Existen cinco subgrupos de 

las RLPTPs (Bnrford. 1994; Cohen. 1992; Tonks. 2001 ). El grupo 1. se caracteriza porque 
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sus miembros tienen un dominio extracelular muy largo; el grupo 2, está formado por LAR 

(Leukocyte common antigen-related), DLAR (Drosophila-LAR), DPTP (Drosophila-PTP), 

PTPµ R-PTPI se distingue porque tienen uno de tres dominios similares a las 

inmunoglobulinas en el extremo amino y adyacentes a secuencias repetidas de fibronectina 

(Mourton, 2001). El grupo 3, está formado por PTP J3, DTPTP 99A, DPTP IOD, DPTP 4E 

y RPTPl3 que tienen una sola región de fibronectina. Los miembros del grupo 4, se 

identifican con dominio extracelular pequeño, tal es el caso de RPTPa y HPTPe (Liang, 

2000, Tanuma, 2000). Finalmente el grupo 5, tienen un dominio homólogo al sitio activo 

de las proteínas que unen zinc (Barford, 1994; Cohen, 1992, Tonks, 2001 ). 

Algunas características estructurales de estas proteínas las hace sumamente 

interesantes, por ejemplo. todos los miembros de la clase de RLPTPs, present~ ú~ d.orninlo 

que atraviesa la membrana plasmática y .dos dominios de fosfatasa en .el citop.lasrria; Uno 

seguido del otro (Barford. 1994; Cohen, 1992, Tonks, 2001). .. 
'-:--', .. ;_ .-: 

-'_-,.:· _._' -. ~-.:: ~ 

Este tipo de proteínas. intervienen en diferentes procesos cel~l~res; por ejemplo 

PTPic y PTPµ participán "e'n .el reconocimiento celular, contacto. ~elular. _migración 

neuronal, inhibición de contacto_ celular y crecimiento celular (Tonks y Nell, 2001; Nam et 

al, 1999). 

Fosfatasas clásicas tipo no transmembranal o citoplasmáticas (nMPTP). 

Las estructuras de las nMPTP están bien determinadas; de una forma general los 

miembros de este grupo sólo tienen un dominio de fosfatasa (Tabla 1 ). por ejemplo, 

PTPI B, DTPTPIOD. DPTP4E y HPTPJ3 (Tonks y Nell, 2001; Barford, 1994; Cohen, 1992; 

ChernolT, 1990). 

Existen nMPTPs. con dominios SH-2. estos dominios son determinantes en la 

transmisión de señales intra-celulares ya que por medio de ellos las fosfatasas pueden 

asociarse fisicamcnte a proteinas que están fosforiladas en residuos de tirosina. como por 

ejemplo algunos receptores de factores de crecimiento (Barford, 1994). Por otra parte, la 
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el desarrollo (Shen et al, 1991 ). La deleción del gen correspondiente provoca severos 

defectos en la gastrulación de ratones, así como deformaciones de la cola e inhibición de la 

inducción del mesodermo en embriones de Xenopus. Además, la presencia de dominios 

SH-2 en la estructura de las nMPTPs se ha conservado a través de la evolución ya que está 

presente en la estructura de PTPs de insectos (Drosophila), anfibios (Xenopus), nemátodos 

(Caenorhab~itis elegans) y de mamíferos. poniendo en manifiesto la importancia que tiene 

el dominio para la función de las mismas (Shen et al, 1991, Gutch et al, 1998). 

Otras nMPTPs, como la PTPH. se distingue porque tiene en el extremo amino 

regiones homólogas al dominio característico de proteínas que forrnan parte de la 

superfamilia llamada banda 4.1. Estos dominios le confieren la capacidad de interacción 

con otras proteínas, además de dirigirlas hacia la interfase entre la membrana y el 

citoesqueleto (Zang et al. 1997). Otra PTP citosólica es la PTP4. cuyo papel es la 

regulación de canales de KCl en eritrocitos (Wei, 2000) ó PTP que interviene en la 

fosforilación de villina. proteína que se encarga de la organización del citoesqueleto (Zhai, 

2001). 

La cristalización y el análisis por difracción de rayos X de PTPI B a 2.8Á (Bardford, 

1994), y de la PTP de Yersinia a 2.5 A (Stukey, 1994), ha permitido conocer la estructura 

de estas proteínas al nivel molecular y atómico. Estos estudios han revelado que la PTP1 B 

(Figura. 2), consta de un solo dominio formado por ocho a -hélices y doce hojas f3-plegadas. 

El sitio catalítico de PTPI B. se localiza dentro de un surco sobre la superficie de la proteína 

y que el sitio de unión del fosfato se encuentra en el residuo de cisteína 215, muy cerca de 

la doceava hoja J3 (f3-J 2) y de la cuarta a -hélice (a -4) en el amino terminal; ó en el residuo 

de histidina,214 localizada en el asa 15 entre la J3-12 y la a-4 en el extremo carboxilo de la 

hoja a paralela en la PTP de Yersinia. 
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Figura 2. Estructura 30 de PTPI B. La banda azul indica el sitio catalítico (HCxxGxxR) y las 
amarillas las secuencias presentadoras (KNRY y WPD) (Barford, 1994). 

PTPI B, es una de las fosfatasa citosólicas más estudiadas, el papel de esta fosfatasa 

es sumamente importante, puesto que interviene en reconocimiento y activación del 

transporte de glucosa, la baja expresión o inhibición de esta fosfatasa causa desórdenes de 

degradación de glucosa, por ejemplo, la diabetes 1 o II. (Vanable, 2000). 



Antecedentes 12 

Mecanismo de reacción. 

La reacción química que llevan a cabo las fosfatasas consiste en la hidrólisis de 

monoésteres de fosfato sobre aminoácidos específicos: serina/treonina y tirosina (Jhonson, 

J 996). El proceso es termodinámicamente favorable con un .1.G <-9 kJ mor•, determinado a 

pH 7.0 a 25ºC (Barford, 1994; Cohen, 1992, Tonks, 2001 ). La hidrólisis entre el monoéster 

de fosfato en presencia de agua o de otros núcleofilos da como resultado la transferencia 

del grupo fosforilo (P03 ") Jo que forma parte de un mecanismo limitante, efectuado en un 

solo paso en las DSPTPs y en dos pasos en el caso de las PTPs especificas (Barford, 1 994; 

Cohen, 1 992, Tonks, 2001 ). Durante Ja catálisis de las PTPs el P03" del sustrato es 

transferido al residuo de cisteina (Cys) del sitio activo de Ja enzima formando un complejo 

intermediario trifosfato-enzima unido covalentemente. En un segundo paso. es hidrolizado 

por agua formándose un complejo fosfoenzima (Figura 3), ahora unido de manera no 

covalente. La disociación del fósforo inorgánico de la enzima completa el ciclo catalítico 

(Bardford, 1994; Cohen, 1992, Tonks, 2001 ). 

El papel del sitio catalítico, en especial el residuo cistenil (Cys) es de suma 

importancia; así como el aspártico de la secuencia WPD o presentadora. Cualquier 

mutación en estos residuos causa la inactivación parcial o total de la actividad de fosfatasa 

(Tartaglia, 2001 ). 
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Figura. 3. Representación esquemática del mecanismo de reacc1on 
canalizada por PTP 1 B. A Formación de intermediario císteníl-fosfato. B, 
Hidrólisis del intermediario cístcnil-fosfato. 
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M;,diante el análisis de difracción y de estructura de las fosfatasas LAR, V AR y 

PTPIB se ha determinado que el mecanismo de reacción descrito anteriormente es común 

para las PTPs, (Barford, 1994; Cohcn, 1992, Tonks, 2001 ). que involucra la formación de 

una fosfoenzima intermediaria (Figura 3). En contraste, en el mecanism~de ·i:eacc.i:ó~ de 

DSPTPs, no se forma el intermediario fosforilado durante la catálisis (Cohen,~1992; Tonks, 

2001). .... :·''. 

::·~d~ :.:-~~~ .'-·· 
Para la investigación de este mecanismo se ha utilizado ~m /~o'...:·~·uesto gcncnco 

como sustrato, este es: p-nitrofenilfosfato (p-NPP). Este comp~.est~·(Figú~: ·3) consta de un 

anillo nitrilo con un grupo fosfato, la hidrólisis el grupd < fo~ráii:i· aá una reacción 

calorimétrica que puede ser medida en un espectrofotómctro a·~o5~m de ab.sorbancia. 
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Figura 4. Molécula de p-nitrofenilfosfato (~NPPj: Las líneas punteadas 
indican la hidrólisis del grupo fosfato, fonnando'una molécula de agua. 

Mccanis~os.molc·cularcs de rcguÍación-
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A diferencias de las cinasas, las enzimas que defosforilan proteínas son reguladas 

por diversos mecanismos (Barford. 1994; Cohen, 1992, Tonks, 2001). La mayoría de las 

DSPTPs son moduladas por su asociación con diversas subunidades reguladoras; otras son 

blanco de.modificaciones postraduccionales. Algunas DSPTPs, requieren para activarse de 

policationes como la protamina. las histonas, la polilisina y las poliaminas; otras moléculas 

. como el AMP, el ADP, glucosa 1-P y fructuosa 1-P pueden inhibir su actividad, y algunos 

pétidos pequeños de SKDa derivados de la subunidad reguladora de la PPI actúan como 

desinhibidores (Cohen, 1992) . 

. Un caso especial de regulación in vivo. al menos reportado para el caso para PP2B, 

es su inhibición por la unión de complejos formados entre las inmunofilinas endógenas y 

drogas como la ciclosporina y la rapamicina. L. K. Dixon y su grupo de investigadores. 

observaron que en células infectadas por virus. la inhibición de la calcineurina, al fonnar 

estos complejos, es la responsable de la protección de la célula huésped en contra de los 

virus. Lo que sucede es que la proteína viral llamada A238L forma un complejo con la 

calcincurina A previniendo así la activación de NFAT y la consecuente transcripción de 

genes de citocinas inmunomoduladoras-depcndicntcs del factor de transcripción, que se 

producen cuando existe una infección y se daña a la célula huésped (Miskin, 1998). 
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Existen casos, en donde la actividad de las enzimas que. defosforilan residuos de 

serina/treonina depende de su localización en la célula, es decir, de su proximidad. al 

sustrato. Un estudio realizado en el sistema nervioso muestra que la PP! y PP2A. en sus 

formas citosolicas, son más activas que aquellas que se encuentran asociadas a la 

membrana plasmática. La baja actividad enzimática de estas fosfatasas se atribuye a ta 

presencia cercana de otras proteinas que las regulan n~gativamente ya que actúan como 

inhibidores endógenos. es por ello que en determinados cruios un sitio celular específicos es 

sinónimo de una forma activa de la fosfatasa, y en otros de una forma inactiva (Klummp, 

1998). 

Por otra parte, las PTPs han sido poco estudiadas, pero en general son reguladas por 

fosforilación o por oxidación de un residuo de cistcína del dominio catalítico y cuya 

consecuencia es la inhibición de la actividad. Por lo que se ha sugerido, que el estado rcdox 

de la célula también participa en la regulación e inhibición de esta clase de fosfatasas 

(Barford, 1998). 

Mctilación 

Esta forma de modificación postraduccional que se lleva a cabo por una 

carboximetiltransfcrasa sobre algunas DSPTPs tiene un papel relevante en la regulación de 

la actividad de algunas de estas fosfatasas. La PP2A es mctilada en el carboxilo terminal de 

la subunidad catalítica. específicamente en el residuo lcucina 309 y su efecto es el de 

activar a la enzima. por lo que se ha sugerido que esta modificación postraduccional tiene 

una función reguladora. Curiosamente. la secuencia Thr-Pro-Asp-Tyr-Phe-Lcu es el sitio de 

metilación de la PP2A se conserva desde las levaduras hasta el hombre. lo que apoya la 

idea de que la mctilación tiene relevancia fisiológica. Mas aún. se ha observado que la 

metilación de la PP2A depende de señales extracelularcs (Bradford. 1998). 
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Fosforilación. 

La fosforilación es una modificación postraduecional :que ocurre. en numerosas 

proteínas. incluyendo a las fosfatasas. A la fecha. existen un gran núrnero. de estudios que 

evidencian que esta forma de modificación de las DSPTPs y PTPs (Tabla. 2) es el principal 

mecanismo de regulación. Dependiendo de la fosfatasa en particular. la fosforilación 

provoca la activación o la inhibición de la misma (Rosado, 2001). Por ejemplo, la PPl es 

fosforilada y activada por tres cinasas de residuos de serina/treonina: la PKA, la caseína 11 

cinasa y la cdc2 que participa en la progresión del ciclo celular y, además, en residuos de 

tirosina por la cinasa v-abl. Por su parte la PP2A es fosforilada. exclusivamente en la 

tirosina 307 de la subunidad catalítica. por las cinasas p6o•·Src. p56Lc\ por el receptor del 

factor de crecimiento epidermico y por el receptor de insulina. La fosforilación de la PP2A 

provoca su desactivación de forma transitoria. lo que permite la amplificación de la señal; 

mientras que se reactiva por defosforilación. La PP2A también es fosforilada en residuos de 

treonina por PKC a. hecho que se relaciona con su reactivación. (Cohen, 1992; Weaver, 

1996; Shenolikar, 1994; Echwald, 2000). 

CD45 es fosforilada in vitro en residuos de serina y treonina e in vivo en residuos de 

tirosina por la cinasa-3 de la glucógeno sintetasa; PTP 1 B es fosforilada en residuos de 

serina durante la mitosis o en tirosina y scrina durante la interacción del receptor de 

insulina (Tabla 2). En la diabetes tipo 2, este tipo de regulación es sumamente importante, 

puesto que si PTP 1 B no es fosforilada, baja la actividad de la fosfatasa, disminuyendo 

asimismo la velocidad de la insulina. a su vez la ruta ·encargada de la degradación de 

glucosa. acumulándose en la célula (Dadke, 2001; Echwald, 2002, Sarmiento, 2000). 
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Tabla. 2 Resumen de fosfatasas reguladas por fosforilación, cinasas que participan y efecto 
sobre su actividad. 

Fosfatasas Reguladas por Efecto Cinasas que las 
fosforilación fosforilan 

•. 

Si. enTyr Inhibe 
P6o~· 

PPI PKA y Cinasa 11 de Si. en Serrrhr Activa caseina 

PP2A SI. en Tyr Inhibe P60.s'". p54Lck, R-EGF 
Si, en Thr ;,, vitro yR-1 

PP2B No detenninado -- -----

PP2C No detenninado -- --

PTP Sí, en Serrrhr i11 vitro No determinado Cinasa 11 de caseína 

Transmembranal(CD45) Si, en Tyr in vitro e i11 
Disminuye actividad PKC y Cinasa-3 de la 

vivo glucógeno sintetasa 

PTP Citosólica PTPI B Si. enTyr Activa MAPK 
Si. en Ser Activa --

<PTPIC\ Si. en Tvr Inhibe MAPK 

Oxidación. 

Como se mencionó anteriormente, las PTPs también son reguladas por oxidación, 

esta modificación es reversible gracias a la presencia de moléculas reductoras. 

Actualmente. se refuerza la idea de que la oxidación de las PTPs puede tratarse de una 

fonna de control muy importante de la respuesta mitogénica. Esta basado en que algunos 

sistemas celulares se ha observado que la inhibición de dichas enzimas va acompañada de 

la fosforilación de proteínas. de manera muy similar a la fosforilación que inducen diversos 

factores promotores de la proliferación celular (Bradford, 1994). 
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Inhibición. 

Dentro de los inhibidores de origen natural, está n: el ácido okadaico. un ácido graso 

poliéter producido por dinoflagelados que se concentra en la esponja marina Halichondra 

okadai y cuya ingestión causa envenenamiento e incluso la muerte; la apomorfina de 

Rol/inia ulei, bloquea la actividad de Cd45; los inmunosupresores, como la estevastclina. 

inhiben la actividad de PTP y VAR. Estos inhibidores depletan, la actividad de fosfatasas 

específicas de tirosina de tipo receptor y/o citosólicas. En el caso de fosfatasas duales. los 

inhibidores son los siguientes: el disidiólido de la esponja marina Disydea entheria inhibe 

la familia de cdc25; la caliculina A. que se extrae de esponjas marinas; la microcistina 

producida por cianobactcrias; la tautomicina proveniente de la bacteria Streptomyces spp y 

la ciclosporina A de Tolypoc/adium injlatum. entre otros. Este tipo de inhibidores 

mimetizan a la fosfotirosina y se unen con una alta afinidad a las PTPs (Fry, 1995; Levitzki. 

1995). 

PTPs en plantas. 

El primer reporte de una fosfatasa específica de tirosina de tipo no receptor en 

plantas, fue la AtPTP 1 de Arabidopsis thaliana (Xu et al, 1998). Esta fosfatasa presenta 

una gran similitud a otras fosfatasas ya reportadas, ya que presenta el sitio catalítico de 

fosfatasa (HCxxGxxR) entre los aminoácidos 263 a 271 y el sitio presentador (WPD) en los 

aminoácidos 90 a 104. La expresión y los cambios de abundancia en mARN de AtPTPI 

está dada por estrés, ya sea salino. hídrico o por frío (Xu et al. 1998). Sin embargo. no se ha 

detectado la proteína en la célula. 

Fordham-Skelton A et al; 1999, reportan esta actividad en la fosfatasa GmPTP de 

G/icine max, pero reportan secuencias muy parecidas a fosfatasas en Pisum sativum PsPTP, 

y Arabiclopsis thaliana AtPTP. Las secuencias de las tres fosfatasas anteriores coinciden 

conº fosfatasas ya reportadas del tipo no receptor. La actividad de fosfatasa de GmPTP y 

AtPTPI se inhibe en presencia de vanadato y ácido okadaico, ambos inhibidores de 

fosfatasas de tirosina, pero no en presencia de cantaridina. un inhibidor de fosfatasas 
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duales. Aunque los mARN son relativamente poco abundantes, la expresión de PsPTP se da 

diferencialmente durante el desarrollo embrionario de Pisum sativum; esto es la expresión 

máxima se da cuando las semillas solo tienen 8 días de edad y va declinando conforme la 

plántula va madurando (Fordham-Skelton A et al; 1999). Esta expresión no se restringe a 

embriones, si no que también se expresa en hojas, vainas, zarcittos y tallo (Fordham

Skelton A et al; 1999). 

A pesar de que las fosfatasas especificas de tirosina en sistemas animales están bien 

caracterizadas, en plantas, la investigación de este tipo de fosfatasas, se encuentra 

incompleta, puesto que no se conoce ta importancia fisiológica y el papel que ocupan en la 

planta (Forsberg, 2001, Kameyama, 2000, Kovtun, 1998). Además, ta localización 

subcelular no ha sido establecida ya que no se ha podido inmunodetectar a la proteína. 

En el presente trabajo se describe la presencia de un cADN qúe .codifica para una 

fosfatasa específica de tirosina (PTP); que se obtuvo de un escrutinio d~· un. banco de cADN 

de nódulos de Phaseolus vulgaris var. Negro jamapa. La secuencia de PvPTP, tiene una 

identidad muy alta con fosfatasas especificas de tirosina no transmembranales (nMPTP). La 

actividad de fosfatasa que presenta esta proteína es muy similar a la de. PsPTP y AtPTP. Sin 

embargo, la actividad de fosfatasa de PvPTP esta regulada por fosforilación, lo que la hace 

la primera fosfatasa de tirosina en plantas con esta caracteristica. 
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OBJETIVOS 

Objetivo general. 

Clonar el eADN de una fosfatasa de tirosina de nódulos P. vulgaris en un vector de 

expresión, para la posterior purificación y earaeterizai:ión bioquímica de la proteína 

recombinante. 

Objetivos particulares. 

Clonar el gen de la fosfatasa en un vector de expresión. 

Purificar la proteína reeombinante en una columna de afinidad. 

Caracterización bioquímica parcial. 
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MATERIALES Y MÉTODOS. 

Amplificación por PCR del fragmento PvPTP. 

Los oligonucleótidos fueron diseñados en el programa OLIGO versión 4.0, fueron 

sintetizados por la unidad de Síntesis del Instituto de Biotecnología-UNAM. y son los 

siguientes: 

Nombre del aligo 
Oligo "upper" 

PTP23F 
Oligo "lower·· 

PTP23RE 

OLIGONUCLEOTIDOS ESPECIFICOS 
Secuencia 5'-3' 

GAAGGCCTTCATGGACGGCAACCCCACC 

GTCCTAGAGCCTACTGCTGAGATACAAG 

Características 
Cuenta con un sitio de 
restricción Stul 
Cuenta con un sitio de 
restricción Xbal 

Para la reacción de amplificación se usaron las concentraciones señaladas en la Tabla 3: 

Tabla 3. Concentraciones del tubo de reacción 
dePCR 

Componente Cantidad rtinall 
cADN de fríjol lµI O.Sµg 
Amortiguador 1 Ox 
KCI IOmM. 
(NH.>zso. IOmM. 

S¡tl lx 
Tris·HCI pH 8.8 
20mM. MgS04, 
Triton X-100 0.\% 
dNTPs lµI 200µM 
Vent polimerasa 
(Biolabs, New l¡tl o.su 
England) 
PTP23F lµI 2µM 
PTP23RE 1µ1 2µM 
H20 40µ1 -

Las condiciones de amplificación se estandarizaron al variar la temperatura de alineamiento 

entre 45-55°C. El programa que se utilizó se muestra en la Tabla 4. 
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Tabla 4. Prol!rama de amolificación 
Temoeratura ºC Tiempo (min) Ciclos 

Dcsnaturali?..aci<in 95 1 
Alineamiento 55 1 

50 
Extensión 72 1.5 

lnactivación 72 5 

Electroforesis de ADN en geles de Agarosa. 

Todos los geles de ADN se prepararon de acuerdo al protocolo reportado por 

Sambrook. et al .• 1989. Se utilizó un gel de agarosa (Tabla. 5) en amortiguador TAEI X 

(Tabla. 5). Las muestras se corrieron en el gel y se les añadió Y. de volúmen de azul de 

bromofenol. El marcador de pesos moleculares que se utilizó en todos los ensayos de 

electroforesis en geles de agarosa. fue de 1 Kb ADN "Ladder" o de 1 OOpb (Gibco-BRL) a 

una concentración de 1 µg/¡11. Los geles se corrieron a 75 volts en cámaras horizontales de 

electroforesis. 

Tabla. 5 Soluciones para el gel 
de al!arosa 

Gel de agarosa 
Agarosa 1 o/o (p/v) 
TAEIX 
Bromuro de ctidio 0.5 1 wlml 

TAEIX 
Tris-acetato 0.04M 
EDTA oll 8.0 lmM 

Purificación de ADN de geles de agarosa. 

Los productos de PCR se analizaron por tamaño mediante electroforesis en un gel 

de agarosa. En el gel se cargó la mitad de cada reacción de PCR (25¡il) mezclando con 5µ1 

de colorante azul de bromofenol." Los productos de PCR se observaron en un 

transiluminador de luz UV. Las bandas de interés que se detectaron en el gel. sé cortaron y 
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se pesaron, colocándolas a cada una en un tubo Eppendorf diferente. El ADN se aisló y se 

purificó con el método Glass Select (5 Prime - 3 Prime. lnc.). Al tubo se le agregaron 2.5 

volumenes (p/v) de solución salina y se incubó a 50ºC hasta que la agarosa quedó 

totalmente disuelta. Posteriormente se agregaron 5µ1 de matriz de sílice y esto incubó 20 

· min. a temperatura ambiente. Se centrifugó a 12,000 xg durante 5 seg. y se descartó el 

· sobrenadante. La pastilla se lavó 4 veces con etanol 70%, y posteriormente se dejó secar 

durante .1 O min a temperatura ambiente y se resuspendió en 1 O µI de agua desionizada. 

Finalmente, se incubó la reacción 5 min. a 50ºC y se centrifugó 5 seg. a 12,000 xg 

recuperando la fase acuosa. 

Clonación en un vector de expresión. 

Con el objetivo de tener una proteína recombinante se utiÍizó u~vector de ~xpresión 
bacteriano. El plásmido que se utilizó fue el pProEx™ HTc (Life Techn~logy), qu6 ~s un 

. . . 

vector de alta expresión en bacterias. Este vector genéra una proteína :recombinarÍie que· 

presenta una secuencia de 6 Histidinas en el extremo amino termin~l • <lUe ·permite· su 

posterior purificación por una cromatogralia de afinidad. 

Este plásmido (Figura. 5), cuenta con un marcador de resistencia para ampicilina 

(Ap) y con el promotor Trc (pTrc) que es inducible por IPTG; y el gen /aclq que codifica 

para el fragmento activo de la enzima 13-galactosidasa. Esta enzima permite la generación 

de colonias blancas y azules; el color de las colonias se debe a que el fragmento activo de la 

enzima 13-galactosidasa utiliza como sustrato al galactósido (X-Gal) que está integrado al 

medio de cultivo y que genera un producto de color azul. Cuando se clona alguna 

seccuencia, en el gen /acl". se interrumpe el marco de lectura y así la slntesis de la enzima 

13-galactosidasa. Como resultado de esta inserción. se obtienen colonias blancas que sugiere 

la integración en el plásmido del gen de interés. 
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Figura 5. Plásmido ProExTM HT (Life Technology), el fragmento PvPTP fue clonado en los 
sitios de restricción Stul y Xbal, señalados con lineas. 

Para la clonación del gen PvPTP, el plásmido fue linearizado a través· de· una 

digestión doble en los sitios Xbal y Stul a 37°C durante 3h (Tabla 6). Para su verificación, 

las muestras se corrieron en un gel de agarosa. Los fragmentos del tamaño esperado se 

cortaron y se purificaron por el método Glass Select, explicado anteriormente. 

Tabla 6. Digestión doble del vector 
PProEx™ HTc 

Amortiguador 1 Ox 
4µ1 para Xbal y Stul 

Xbal IOU (lµI) 
Stul IOU (lul) 
Vector lug 
lhO 13µ1 
Total 20ul -· 

Los productos de PCR que cuentan con los sitios de restricción Xbal y Stul. fueron 

purificados por el método de Glass Sclect. y se ligaron con el vector linearizado (Tabla 7) 
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durante toda la noche a 16ºC; esta ligación se verificó en un gel de agarosa al 1.5% y se 

visualizó con luz UV. 

Tabla 7. Ligación de la construcción ProEx™ 
Htc::frm!.mento de PCR 

Componente Cantidades rtinall 
Producto de PCR 3ul l.Su" 
Vector pl'roExn• lite lµl lflg linearizado 
Amortiguador 1 Ox lul IX 
T4 Liirnsa (Biolabs) lul IU 
H20 5.Sul -
Volumen final IOul -

Trasformación de células clcctrocompctcntcs. 

Para la transformación de células competentes se utilizó la cepa DH5cx, ya que es 

una cepa "protcasa-menos", además de ser recomendada por el fabricante del plásmido. 

Para hacer las células electro-competentes se creció una colonia en 5ml de medio LB/ap a 

37ºC durante toda la noche (Tabla. 8). Se añadieron 2 mi del cultivo a 1 lt de medio LB/ap 

y se incubó a 37ºC. El cultivo se dejó crecer hasta una densidad óptica de 0.5 (Ab600). 

Posteriormente. el cultivo se incubó en hielo durante 30 min. Después el cultivo se colocó 

en tubos de centrifugación estériles y fríos, centrifugándolos 1 O min a 5,000 xg a 4ºC. El 

sobrenadante se desechó y la pastilla se lavó con 500ml de agua desionizada a 4ºC y 

después se centrifugó lOmin a 5,000xg a 4°C. El sobrenadante se desechó y el botón se 

resuspcndió en 20ml de agua dcsionizada a 4ºC y 10% de glicerol. Posteriormente se 

centrífugo a 5,000 xg durante 10 mina 4ºC, el botón se recuperó y se resuspendió en 3ml 

de agua desionizada a 4ºC y 10% de glicerol. Después se hicieron alícuotas de 50µ1 en 

tubos Eppendorf con una concentración de 1-3 x 1010 cel/ml y se almacenaron a :-70ºC. 

A continuación se tomó una alícuota de células competentes. se le ~adió 1,Ó ng'·dc_: .' 

la construcción pProEx™ HTc::fragmento de PCR, se mezcló y se co!ocó'.·~·n ~na,_¿e,lch1.de · 
elcctroporación estéril y fría de 0.75 cm de ancho. aplicandolc ü~a ccirriente'de 0.9' 

amperes. Posteriormente se añadió 1 mi de medio LB sin antibió.tico.:ii'an~firlendose a un 
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tubo Eppendorf estéril, el cual se incubó a temperatura ambiente durante media hora. Una 

vez transcurrido el tiempo, se incubó durante una hora a 37ºC y posteriormente se.tomaron 

100 µl de células transformadas y se inocularon en cajas de Petri que contenían LB agar 

con lPTG/X-Gal/Ap (Tabla 8) y se incubaron a 37ºC durante 12 horas. 

Tabla 8. Medio LB A!!ar** IPTG/X-Gal/Ao 
J3-D-Tiogalactopiranósido lµl/ml de medio LB 
(IPTG)* 
X-Gal* lµl/ml de medio LB 
Amoicilina (an)• 1 ul/ml de medio LB 

Solución stock* 
IPTG l 25 mg/ml 
X-Gal l 25 mg/ml de DMSO 
Amoicilina (ao) 1 100 mg/ml de agua 

Medio LB Agur•• (Ausubcl et al. 1989) 
T,-iptona al 1 o/o 

Extracto de levadura al O.So/o 
NaCI al lo/o 

AL!ar hactcriolól!.ico al l .So/o 

Hibridación en colonia. 

Para verificar la presencia del fragmento PvPTP, las colonias blancas recien 

obtenidas se transfirieron con un palillo de madera a una membrana de .. Hibond N°'" 

marcada con un sello indicando el número de colonias en su superficie. la cu.al fue colocada 

sobre en una caja Petri con Medio LB Agar conteniendo además JPTGtX"G~l/Ap (Tabla 8). 

Estco se incubó durante tod~ una noch~ a 37ºC: ·A estas membran~ se.; les realizó una 

"hibridació,; en ~olo~iá;~ (s~ritbrClClk e't a/,1998). Para este procedimiento se colocaron las 

membranas sobre J~a película plástica (Ega-Pack), y se les añadiÓ Na0~1 ChidrÓ~ido de 

sodio) 0.4N hasta cubrirlas totalmente, durante 15min., ·después dé i~~ c~al~s;se'.lavliron 
con etanol absoluto para quitar los restos celulares. Posteriormente, se .. lava.~ó~ .. co~ 250ml 

de amortiguador SSC2X durante JOmin. Transcurrido el tierr;po ·.se lava;ón .con ~na 
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solución de prehibridación (solución 1. Tabla 9) incubándo a 65ºC durante 1 Smin. Después 

se le agregó la sonda homóloga marcada previamente; utilizando el kit de "Random primer" 

(Biolabs) y se incubarón durante toda una _noche a 65ºC con agitación constante. Después 
' ,- ' ,-, 

del tiempo señalado, se retiró lasonda:y. los filtros se enjuagaron con la solución 1 durante 

(Tabla 9) 30min; posteriont1ente sc{iiiv~rón cori' la solución 2 (Tabla 9) durante 1 Smin. Para 

verificar la marca -integrada· en :1a membrana, se revisarón con un conador de ceteleo tipo 

gaiger tanto las orillas del filtro como el control de hibridización positivo. Las membranas 

ya lavadas se cubrieron con "Ega-Pack" y se expusieron a una pantalla para "Phospor-

lmager" durante 24 hrs. 

Tabla 9. Amortiguadores para la Hibridación en colonia. 
Amortiguadores Componentes [Final) Temperatura 

Ambiente 
SSC2X sos IOo/o Temperatura 

1--leoarina 1 o/o arnbicntc 
Solución 1 BSA 0.5°/o 

EDTA lmM 65ºC NaHP04 pH 7.'2 40mM 
sos 5.0o/o 

Solución 2 EDTA lmM 
NaHP04 pH 7.'2 40mM 65°C 
sos 1.0o/o 

Extracción de ADN de plásmidos y seccuenciación. 

Los ADN de los plásmidos que se mandarón a secuenciar se obtuvieron por el 

método de ''lisis alcalina""; las colonias positivas obteniéndose por el método de cultivo en 

colonia. se picaron con un palillo de madera y se transfirieron a tubos de ensayo que 

contenian 3ml de medio LB/ap los cuales se crecieron 12 horas a 37ºC en agitación 

constante. Estos cultivos se centrifugaron a 6.000 xg durante 1 min. Las pastillas obtenidas 

se resuspendieron en 1 mi de Get (Tabla JO). lo cual se centrifugó nuevamente a 6.000 xg 

durante lmin. Las pastillas se resuspendierón en 50µ1 de Get y 1.6U/µl de ARNasa 1-1 

(Boheringer), se agregaron450µ1 de amortiguador de lisis y se incubaron en hielo durante 
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1 Omin. Posteriormente se adicionó. por. tubo 250µ1 de acetato de potasio pH 5.8 3M y se 

incubaron a -20ºC durante 5 min. ·Esto se centrifugó a 21,000 xg durante 15 mina IOºC y 

se recuperaron los sobrenadantes a los· que se le agregó un volúmen de etanol absoluto. 

Estos tubos se centrifugaron a 21 ,000 xg durante 5 min. Las pastillas sé lavaron con etanol 

70% y se volvieron a centrifugar durante 5min. a 21,000xg. El sobrenadante se decanto y 

las pastillas se dejaron secar a 65ºC. durante 5min. las cuales una vez secas se 

resuspendieron en 50µ1 de agua desionizada estéril y se almacenaron a -20ºC para su 

posterior análisis. 

Tabla. 1 O. Soluciones oara la extracción de ADN de olásmidos 
Amortiguador de romoimiento (Get) 

Glucosa 1 5mM 
EDTA 1 IOmM 

Tris 1 25mM 
Acetato de potasio 

Acetato de potasio 1 3M oll 5.8 

La obtención de los plásmidos se verificó mediante electroforesis en un gel de 

agarosa al 1.2°/o. se colocaron 2µg de los plásmidos mezclados con 5µ1 del colorante de 

azul de bromofcnol. la electroforesis se realizo a 75volts en una cámara horizontal y se 

visualizo con luz UV. 

Debido a que el sitio de clonación del inserto estaba flanqueado por los sitios de 

corte de EcoRI y Xbal, los plásmido se digirieron con las enzimas EcoRI y Xbal (Tabla 

11 ), para liberar el inserto. La digestión se verificó mediante electroforesis bajo las 

condiciones antes mencionadas. Los fragmentos que son del peso adecuado se les hizo una 

rcamplificación de PCR con las condiciones ya estandarizadas. 

Tabla 11. Digestión doble de la construcción 
vector ProEx Htc::fragmento de PCR 

Amotiguador 1 Ox 
4µ1 para EcoRI y Xbal 

EcoRI IOU (lul) 
Xbal IOU (lul) 
Plásmido 2UI! (5ul) 
1 !,O 13 lul 
Total 20µ1 
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Mediante estos experimentos se seleccionaron las clonas que ten!an la construcción 

ProEx Htc::fragmento de PCR, para posteriormente mandarlos a secuenciar en la unidad de 

secuenciación de ADN del IBT-UNAM, utilizando los oligonucleótidos adecuados del 

plásmido. 

Análisis de identidad de la secuencia PvPTP. 

La secuencia nucleotidica resultante PvPTP se comparó con las secuencias 

almacenadas en el banco de datos Genebank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Gcnebank/index.html) 

mediante los programas BLASTp, el cual traduce la secuencia de nucleótidos a la secuencia 

de aminoácidos. 

La secuencia de aminoácidos de la proteína PvPTP fue sometida al programa 

PROSITE (Hofinan el al, 1999) para identificar los posibles sitios de fosforilación a nivel 

de estructura primaria. Esto se realiza conforme a los péptidos ya identificados, que sirven 

como sustrato a una gran gama de cinasas reportadas y caracteri?..adas. Una ve7.. 

determinados los sitios de fosforilación, la secuencia fue sometida al programa NEPHOS 

que identifica el perfil de probabilidad de los posibles sitios de fosforilación a nivel de 

estructura primaria, 

Diseño 3D de la PvPTP 

Para el diseño de la estructura tridimensional se utilizó la secuencia y la estructura 

30 PTPlB. (Bradf'."ol"cfet al, 1994). Esta estructura, sirvió como molde para el diseño 

tridimensicn:;al 'éíe lÍi°PvPTP. ya que es la única fosfatasa citosólica caracterizada a nivel de 

estructura ~onlina'icicntidad del 30% con nuestra proteína. Ambas secuencias se alinearon 

en - el -i:Í~~a · Cn3D (Hongue, 1997), y se diseñó una estructura tridimensional 

.prediciendo su ~i-militud e identidad. 
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Preparación de extractos protéicos en condiciones natundiza_ntes. 

Para inducir la expresión de la proteína rccombinante, se inoculó_ !=ºn· una colonia, 

un cultivo conteniendo 1 Oml de medio LB líquido/ap, y se i~cubó cn-agit~ción constante·a 

37ºC durante toda una noche. Después se transfirieron 5ml de _ese cultivo a 1 OOml de medio 

LB líquido/ap y se incubó a 37°C hasta que éste tuviera una densidad óptica (OD6oo) de 0.7. 

Cuando alcanzó esta densidad. se tomó una alícuota de 0.5 mi, la cual se centrifugó durante 

Smin a 6,000 xg. La pastilla se almacenó a -20°C. Paralelamente, al resto del cultivo se le 

agregó IPTG a una concentración 0.6mM final, y se incubó en agitación constante a 37°C 

durante 6 hrs. Cada hora se tomó una alícuota y se trató como se explicó anteriormente. 

Una vez transcurrido el tiempo. se centrifugo durante 20min a 4,000 xg a 4ºC, se decantó el 

sobrcnadantc y la pastilla se resuspendió en el amortiguador de rompimiento (Tabla 13) que 

contenía lmM de PMFS y O.lmg de lisozima de huevo. Esto se incubó en hielo durante 

media hora. Posteriormente las células fueron lisadas por sonicación a 300 watts durante 

IOmin, con intervalos de descanso de un minuto, utilizando un sonicador Ultrasonic 

Processor, Modelo GE. Posteriormente, esta muestra sonicada se centrifugó a 10,000 xg a 

4°C durante 20min. El sobrenadante se recupero y se guardó una alícuota tratándola como 

se explicó anteriormente. La pastilla se resuspendió en amortiguador de rompimiento que 

contenía 6% de Tritón X-100 (Tabla 13), se sónico y centrifugó como se describio 

previamente. 

Purificación de proteínas por eromatografia de afinidad. 

La matriz que se utilizó para purificar las proteínas recombinantes fue .. Ni-NTA 

Superllow" (Quiagen. lne.). la cual tiene afinidad por una secuencia continua de 6 

Histidinas. Se utilizó 1 mi v/v de matriz. La purificación se realizó a través _del equipo de 

cromatografia ''Biologic Duo-Flow" (Chromatography system, Bio-Rad). Con esta 

herramienta se estructuró un protocolo (Tabla 12) utilizando el programa del sistema 

(Biologic Duo-Fluo 3.0). Las fracciones colectadas se almacenaron a 4ºC. 
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Tabla 12 Protocolo de purificación en condiciones nativas 
#Paso Flujo Cantidad 

!socrático 1 ml/min IOml 
Standarizar 1 lámpara de UV 

2 Inyectar muestra O.Sml/min IOml 
3 )socrático O.Sml/n1in :!Oml 
4 lsocrático O.Sml/min IOml 
5 Jsocriuico 0.5ml/min IOml 
6 Grñdicntc linear O.Sml/min 30ml 

Solución 
(Tabla13) 

1-3 

31 

Observaciones: Se recolectaron muestras de l 1nl. durante tod~a~l~a~o~1u~r~i'-'fi"c"'a"c"-ic"'>1"-1.'------------' 

Tabla 13. Amoniguadorcs para la purificación d<! la PTP <!n la columna de 
níuud. 

Arnortiguador de ron1~imicnto (Solución 1) 
50 mM Amortiguador de fosfatos de sodio pi 1 8.0 
300mM NaCI 

Amoniguador d<! lavado (Solución 2) 
50 mM Amortiguador de fosfatos de sodio pi 1 8.0 
JOOmM NaCI 
IOmM d<! lmidazol 

Amoniguador de clusión (Solución 3) 
50 n1M Amortiguador de fosfatos de sodio pl-I 8.0 
300mM NaCI 
200mM de lmidazol 

Cuantificación de Proteínas. 

La concentración d<! proteína de las muestras obtenidas se determinó. a través del 

método descrito por Bradford (1976). Se realizó con una cun:.~ con :.dlferentes 

concentraciones de BSA (0.5-1 µg]. Estas se diluyeron en un volumen firi~l de'o.8~1 ef1 una 

razón 1 :3 (muestra:agua). A cada dilución se le agregó 0.2mLde ,ieactiv¿:;<li{ Bradford 

(BioRad). se mezclaron y se midieron en un espectrofotóme~ro (~..;i~S~-¿ JOOO™ de 

BioRad) a una A. 595nm. Se calcul estadísticamente la concentració~ de:~rotein;' en c~da 
muestra. 
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Electroforesis de proteínas en condiciones desnaturaHzaótes. , 

A las diferentes alícuotas almacenadas y las fracciones recolectadas durante la 

purificación de la proteína recombinante por la columna de níquel se les hizo una 

electroforesis en gel dcsnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE al 12%) (Tabla 14). 

Tabla 14. SDS-PAGEal 12% 
Gel scoarador de ooliacrilamida. 

l-120 3.3ml 
Bis acrilamida 30% 4.0rnl 
J .5M Tris nH 8.8 2.Sml 
10% sos O,Jml 
10% APS O,lml 
TEMED 0,0041111 

Gel concentrador. 
1120 l.36ml 
Bis acrilamida 30°/o 0.34ml 
l .5M Tris ni 1 8.8 0.26ml 
10% SDS 0,02ml 
10% APS 0,02ml 
TEMED 0.0021111 

La solución de gel separador (Tabla 14) se vacía en la cámara de electroforesis, y se 

estratifica isopropanol para favorecer la polimerización, al crear una interfase entre el aire y 

el gel. El gel se deja polimeri7.ar por 30min. Para el gel concentrador al 5.0% se mezclan 

los valores de la Tabla 14. Se escurre el isopropanol que cubre al gel separador, y se coloca 

el peine para formar los pozos. en seguida se vacía la solución concentradora y se deja 

polimcrizar durante 30min. Las muestras se preparan al colocar en tubos Eppendorf la 

concentración deseada y el colorante de carga (Laemmli 2x. Tabla 15). Las muestras se 

incuban durante 5min a 95ºC y se cargan en el gel, la cámara de electroforesis se llena con 

amortiguador de corrida (Tabla 15) y el gel se corrió a 20mA a temperatura ambiente 

durante una hora y media. Después de la electroforesis, se separa el gel de la cámara de 

electroforesis y se tiñe durante 1 hr con la solución de tinción (Tabla 15) en agitación. y 

posteriom1enle el gel se sumerge en la solución de destinción (Tabla 15) durante 2hrs en 

agitación. 
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Tabla 15 Soluciones para Ja electroforesis de orotcínas. 
Laemmli 2X 

1 OOmM Tris pi 16.8 
4%SDS 
20o/o glicerol 
1 Oo/o 2-JJ-mcrcaptoctanol 
2o/o azul de bromofCnol 

Amortiguador de corrida 
25 mM Tris 
250 mM Glicina 
O.lo/o SOS 

Solución de tinción 
0.1 o/o Azul de coomasic R250 
50o/omctanol:l1 20 ( 1: 1 v/v) 
7o/o ácido acético glacial 

Solución de destinción 
50o/o mctanol 
1 Oo/o ácido acético e.lacia) 

Generación de anticuerpos policlónales de ratón 

Para obtener los anticuerpos policlónales se inmunizaron tres veces a ratones 

hembras de Ja línea Bal-BC. Ja primera inmunización se hizo con 50µg de proteína 

purificada que fue corrida en un gel preparativo de poliacrilarnida-SDS al 10%. este gel se 

tiñó y destiñó como se explicó anterionnente. Posterionnente. Ja banda esperada se cortó y 

se colocó en un tubo Eppcndorf añadiéndole 100µ1 de agua y 250µ1 de adyuvante completo 

Freud's (GIBCO. BRL) y se homogcnizó hasta que se fonnó una pasta. Esta emulsión se 

inyectó de manera subcutánea a Jos ratones. La segunda y tercera inyección se hizo con 

60µg de proteína purificada dándole el mismo tratamiento de electroforesis. Se cortó la 

banda y se colocó en un tubo Eppendorf. se Je agregaron 100µ1 de agua y 1 00µ1 de 

adyuvante incompleto Freud"s (GIBCO. BRL) se homogenizó y se inyectó a los ratones de 

manera subcutánea. Las inyecciones se hicieron con intervalos de tiempo de un mes, 

durando el procedimiento en total tres meses. Los ratones se desangraron por venoclisis 

inversa. Para obtener el suero sin restos celulares. la sangre se dejó 1 hr a temperatura 

ambiente y 5hr a 4°C esperando que se coagulara. posteriormente se centrifugó 5 min a 

6.000xg y se recuperó en sobrenadante. se alicuotó en muestras de 1 OµI y se almacenaron a 

-20ºC. 
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Electrotransfcrcncia e inmunolocalización tipo "Western blot" 

Inicialmente fue necesario tit\JI~.'a Jos anticuerpos para determinar las diluciones 

ade.cuadas que permÍtari obtener la ~ropmci~~óptimEI de la señal con respecto al fondo, es 

decir, evitar la ápanción· de señales inespécÍfica5'en .Iá membrana o falsos positivos durante 

· la detección d~ la profcii~a' re~ort1~i?~te i1~ ~ativa. Para la titulación del anticuerpo se 

c~rrió m1 ~~l ~l"~p~;i~o éo~ 66J~ 'el~ piC>telrl'~ pwificada y se transfirió a una membrana de 

celulo~~ j,'arn hrice/~n~ iriÍttulÓc~ÍiZa'éió~ tip~ "Westem-blot". 

_:'~'.·'·- r);~- :: .. ~,.:( ;-~_-:/·, -~-r-·· . . ' -:-, 
Para la· electroiransferencia en cámara semihúmed~ se colocaron en la cámara de 

transferencia un papel Watman de 0.5mm de grueso previamente humedecido con la 

solución de transferencia (Tabla 16), encima del papel Watman se colocó una membrana de 

nitrocelulosa humedecida con solución de trasferencia (esta membrana tiene el tamaño del 

gel que se quiere transferir). Después, se colocó encima de la membrana el gel con las 

proteínas ya separadas; teniendo cuidado que no queden burbujas de aire entre el gel y la 

membrana. por último se coloco otro papel Watman humedecido en solución de 

transferencia y se terminó de armar la cámara. Se aplicó una corriente constante de 250 

miliamperios por 3hrs. Después del tiempo transcurrido se desarmó la cámara, recuperando 

la membrana. La membrana se enjuagó 5min con TBST (Tabla 16) en agitación. Para 

señalar los marcadores de peso molecular, la membrana se colocó en la solución rojo 

Ponccau (Tabla 16) destiñendo la membrana con agua. Para la inmunodetección la 

membrana se colocó en la solución de bloqueo (Tabla 16) y se incubó lhr a 4ºC en 

agitación. Después del tiempo transcurrido se lavó Smin con TBST (Tabla 16). La 

membrana se colocó en la solución que contiene el anticuerpo primario (anti-ratón PvPTP ó 

a -PvPTP) y se dejó toda la noche a 4ºC en agitación, al siguiente día se lava con TBST 

durante 1 Omin tres veces. Luego se colocó la dilución el anticuerpo secundario (Goat Anti

mousc lgG AP, de Bochringcr Mannhcim) dejándolo en agitación 1 hr a 4ºC. 

Posteriormente se lavó con TBST durante 1 Omin tres veces. Para revelar la membrana se 

utilizó la solución reveladora (500µ1 Sustrato NBT y 500µ1 Sustrato BCIP. Boehringer 

Mannhcim) dejándola incubar 5min. 
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Tabla 16. Soluciones para el Western blot 
Solución de transferencia 

39mMGlicina 
48mM Tris-base 
0.037% SDS 
20% Metanol 

TBST 
1 OmM Tris pll 8.0 
J50mM NaCI 
0.05% Tween 20 

Solución de bloqueo 
3% de Leche entera en oolvo baia en grasa en TBST 

Solución de Ponccau 
So/o Rojo Ponccu 
So/o Ácido acético glacial . 
3% Mctanol 

Preparación de material biológico. 

Crecimiento de Rhizobium tropici Cepa CIAT 899. 

Se tomó una colonia de la cepa CIA T 899 de Rhizobium tropici, y se inoculó en 

medio rico PY (Tabla 17), incubando a 30ºC en agitación constante durante tres dias. 

Tabla 17. Medio PY. 
Peptona de caseína 0.5% 
Extracto de levadura 0.3% 
Cloruro de calcio 0.08% 
Acido nalidíxico 0.001% 

Crecimiento ele las plantas. 

Las semillas de frijol, variedad ••Negro Jamapa", se lavaron con agua corriente y se 

esterilizaron IOmin con hipoclorito de sodio comercial diluido al 10%; se enjuagaron con 

agua estéril y se colocaron a genninar en charolas estériles sobre una cama de papel 

húmedo. Las charolas se taparon con papel aluminio y se incubaron a 25ºC durante tres 

días. 
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Aparte. se llenaron macetas con vcrmiculita y se: esterilizaron por :aut'ocl~~
0

e. Una 

vez que las semillas germinaron, se colocaron cinco semillas J¿r c~da ~acet'a.· ~ mac~~ 
se colocaron en el invernadero y a cada semilla germinada se le inocularon 2ml de medio 

con Rhizobium tropici Cepa CIA T 899 previamente preparado .. 

Las plantas se colocaron en el invernadero dejándolas hasta los 20 días. Las plantas 

se regaron alternadamente con agua y una solución nutritiva preparada al 1 X, con Ja 

combinación de las soluciones de la Tabla 18. Las plantas se dejaron crecer y los nódulos 

se retiraron manualmente y se congelaron en nitrógeno líquido y se almacenaron a -70ºC. 

Tabla 18. Solución nutritiva. 
Solución A ( l OOX) CaCJ, lOOmM 
Solución B C l OOX) KH,P04 500Mm 
Solución C ( 1 OOX) Na,EDTA SmM 

FcS04 7H 20 SmM 
Solución D ( 1 OOX) MgS04 7H,O 25mM 

K,so, 25mM 
Solución E ( 1 OOOX) MnSO, H,O lmM 

H,BO, 2mM 
ZnS04 7H20 O.SmM 
CuSO,SH,O 0.2mM 
CoCJ,6H,O 0.lmM 
Na2Mo04 2H20 0.JmM 

Obtención y cuantificación de proteínas de tejidos de fríjol. 

Se utilizaron nódulos de diferentes días de crecimiento (10-17), los tejidos se 

maceraron en un mortero cori N2 líquido hasta obtener un polvo fino. El tejido macerado se 

puso en el amortiguador de rompimiento (Tabla 13). esta mezcla se agito rápidamente y se 

centrifugó a 10,000xg a 4ºC durante 20min, se recuperó el sobrenadante y las proteínas 

obtenidas se cuantificaron por el método de Bradford y se realizó un ensayo tipo Westem

Blot con el anticuerpo a -PTP. 



Materiales y Métodos 37 

· Actividades de fosfatasa con la clona PvPTP · 

Para ver la actividad de fosfatasa ·.se utilizó como sustrato p-Nitrofenilfosfato 

(pNPP. n-Nitro f.henil f.hosphato). este sustrato cuenta con un anillo fenólico que reconoce 

la enzima. la fosfatasa rompe ese enlace y el compuesto se reduce y da una reacción 

calorimétrica identificable a 405nm. Este experimento se llevó acabo en todos los 

experimentos con 0.5µg de protelna colocada en un tubo Eppendorf. La solución de 

reacción lleva 1 mM de DIT. 5mM de pNPP. 50mM de Tris pH 7.0 en una reacción final de 

100µ1. Cada reacción se realizó por triplicado y se midió a 405nm en el espectrofotómetro 

(EspcctroSmart. 3000 Bio-Rad). durante 30min cada minuto, a temperatura ambiente. 

Para verificar que la actividad de fosfatasa es exclusiva de tirosina. se hicieron 

experimentos de inhibición con lloruro de sodio. inhibidor de fosfatasas duales; y. 

ortovanadato de sodio, que es un inhinibidor de fosfatasas de tirosina. A TPasas, cinasas. 

etc. En la solución de reacción de p-NPP. se colocaron 5 ¡.g de PvPTP. agregándole 

diferentes concentraciones (0.05mM. 0.lmM y lmM) de ortovanadato de sodio (Na30V4 ) y 

diferentes concentraciones (0.05mM. 0.lmM y lmM) de Floruro de sodio (NaF). 

incubándolas a 37ºC durante 20 min. 

Ensayos de fosforilaeión in vitro. 

La PvPTP se acopló a la resina de Ni-NT A como se explica en el siguiente 

diagrama. Las muestras 1-5 (Tabla 20). se equilibraron con el amortiguador BcN (Tabla 19) 

a 4ºC durante 15 min. repitiendo el procedimiento cinco veces. Por otro lado. las muestras 

6-14, se lavaron con el amortiguador BTK (Tabla 19) a 4ºC durante 15 min. repitiendo el 

procedimiento cinco veces. Paralelamente. se realizó una extracción de proteínas totales de 

nódulos de 13 días de edad. en el amortiguador de cN y TK (Tabla 19) este extracto se 

incubó con la PvPTP acoplada a la resina como se señala en la Tabla 20, durante una hora a 

37ºC en agitación constante. como se explica a continuación. 
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1 

1 En 10 b.Jbos de reacción se cd.ocan.50µ1 de resina de Ni+ cc:mo matriz 1 

1 St <H'llrifuga a 1000 :qo; du:nnl.I! 1 min 1 

' 
La resina se equilibra can .S vol del amortiguador de rompimiento .S min en agitación 1 

1 St cucnfuga a 1000 xg: dura. l min 1 

" 
1 La matriz se 'incuba con el extracto proteico de PvPTP 1 hora en agitación 1 

1 Se centrifuga a 1 DOO xg: durmb l min 1 

~, 

1 La resina se lava cm 10 val del amor1iguador de rompimiento .S minen agitación 1 

1 St CtrG:rifuga a 1000 JCg durmtt 1 min 1 

' 
1 La resina se equilibra Con 10 vol del amortiguador de actividad .S min en agitación 1 

Cada tubo de reacción se somete a las condiciones desait.8.s en la Tabla20 en a@1tación 

La resina se lava con .SO vol de mnortigua.dar de rompimiento en a¡¡;,tación. 
verificando que el tubo no tenga residuos de radioactividad 

La proteína acoplada (PvPTP) se eluye de la matriz con 1 vol de amortiguador da elusión 

Se centnfup. a l 000 xg dur.a.. 1 m.in 

El sobrenodante se posa a un tubo limpio y"" almacena a 4°C 

38 
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Tabla 19. Amorti<•uadores nara Jos ensavos de fosforilación in vitru 
Amortiguador utilizado pam medir actividad de cinasas 

denendientes de nucleótidos cíclicos (BcN) 
50ntM Tris pll7 .5 
IOntM MgCI, 
IOntM NaF 
:!mM EGTA 
2o/o de Tritón (Solo a la fracción insoluble) 

Amortiguador utilizado para medir actividad de cinasas de tirosina 
(BTK) 

20mM HEPES pll 7.5 
IOntM MnCI, 
IOmM MgCI, 
0.5mM DTr 
O. lo/o NP-40 
2% de Tritón <Solo a la fracción insoluble) 

Tabla 20. Condiciones de reacción oam la fosforilación in vilro de cada muestra. 

# Subunidad 
Extracto 

Amortiguador Amortiguador Marca 2% total de cAMP cGMP muestru catalítica 
nódulo 

BcN BTK ATP32 Tri ton 

..J 
2 ~ ..J ..J ..J ..J 
3 

1--
..J ..J ..J 

4 ~ ..J ..J 
5 ·~ ..J ..J 
6 " ..J ..J ..J ..J 
7 " 

·..¡ ..J 
8 ~ ..J ..J ..J ..J ..J 
9 ~ ~ ..J ..J 
10 -~ 

V ..J 
11 ..J ..J ..J 
12 ----T-- ¡___ - ..J ..J 
13 - ..J 
14 

• El sitio catalítico. es la suhunidad catalítica de una cinasa dependiente de nuclcótidos cíclicos de corazón 
de bovino lSil!nm) 

Después del tiempo transcurrido. cada matriz se lavó por separado con 50 

volumenes de bu!Yer de rompimiento, verificando que el buffer no tenga residuos de 

radioactividad. Posteriormente se siguió con el protocolo de purificación de proteínas por 

cromatogratia de afinidad. explicado anteriormente. Cada muestra, se cuantificó por el 
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método de Bradford. y se corrieron 1 Oµg de cada muestra en un gel de acrilamida al 12%. 

posteriormente fue teñido. desteñido y secado en celofán. como se explico anteriormente. 

El gel de acrilamida ya seco. se puso a exponer durante toda la noche en una pantalla. 

después de trascurrido el tiempo se visualizó en el Phophor-lmager 

Para verificar la actividad de fosfatasa de estas muestras. Cada muestra por separado 

fueron sometidas a pruebas con p-NPP, como se explicó anteriormente en materiales y 

métodos. 
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RESULTADOS 

Amplificación por PCR del fragmento PvPTP. 

Los oligonucleótidos que se diseñaron son complementarios a ambas cadenas del 

cADN molde; además, de no ser complementarios entre si, esto es para evitar la formación 

de estructuras multiméricas que pudieran generar artificios durante su amplificación con 

sitios de restricción. Estos oligonucleótidos amplifican un fragmento de -1 OOOpb. (Figura 

S). Este fragmento se cortó del gel y posteriormente se purificó por el método de Glass 

Select (Materiales y Métodos). 

!Kb A B C 

3000-

1000- ..... .. 

Figura. S. Amplificación de un fragmento de 1000 pb con los oligonucleótidos 
específicos para una PvPTP. Gel de agarosa/TAE al 1.5%, teñidos con bromuro de 
ctidio. (IKb). Marcador de peso molecular en pares de bases (A) cADN 13 dias (B) 
ADN plasmldico (C) Control sin un oligonuclcótido. 

El producto de la purificación se mandó a la Unidad de Secuenciación del Instituto 

de Biotecnología, UNAM. Se secuenció por el método Flouroscente de DNA Automatizado 

(Taq FS Dye Terminator Cycle Sequcncing Florcscencc-Bascd Sequensing). En la Figura 

6, se muestran las secuencias nucleotidica y proteica obtenidas, que constan de un marco de 

lectura abierto de 1002 bases que codifica para una proteína predicha de aproximadamente 
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333 aminoácidos. Como se observa, el . fi"agment~ marcado con una línea de color azul 

señala el sitio catalitico (1-lCxxG~xR) que va del aminoácido 263 al 272. y l~ H~easen 
amarillo muestran las secuenCias presentadoras (WPD y KNRY) del aminoácido 86 al 90 ·y 

del 23 J al 233 respectivamente; estas secuencias son exclusivas de miembros de la familia 

de las fosfatasas. 
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10 :>.O 30 40 50 60 
123456"/890 1234'>67890 1:>.34567890 1:>.34567890 1234567890 1234567890 
ATGGAc=cA ACCCCACCAC CAC'l'l'CCl'CC 1'C=TCAC C"l'CC=rGAA TTI'CA1\'M"TC 60 
MDGN PTT TSS SASP PVN FNr~ 

'T'CCCCCGATA A=CTCCCC AA'l'CACCCTC A=ATC A=rc:AGCCA =CCAA 120 
SPDN PSP ITL TADO VSH CAQ 

GCCCTCAACC TI"I'TGAAGGA AAAAC"l'CCAC GC'l'CC'l'CACA CCATCACTCG GGAGTTCGCA 180 
ALNL LKE KLH APH'r ITR EFA 

CACTTGCAGG =~T ~ GAGATCAGCA CN\CATGCAC CG=l'C11 240 
HLQA NRI TPS EMRR RCT VAL 

GACGCCGTCA ATTI'GJ\GCAA AAACCGATAC ACGGACG'l'T'l' TGCCA'l'TTGA CN:iTAACJ>GG 300 
DAVN LSK NRY 'l'OVL PFD SNR 

= AATCGAGTAC AGATTATAGA = =ATAT CAA~ 360 
VALK SST DVR PAAQ GY1 NAS 

TTGGTCTCGA CCTCCTCCCC TGGAAACGTG "l'CACAGTTTG TAGCCACACA AGGTCCACTI' 420 
LVST SSP GNV SQFV ATQ GPL 

CCACATACTT ATGAAGATTT CTGGGAGA'I'G A'l'TATCCAAT ATCACTGC'CC 'I'GCAATTATC 480 
PHTY EDF WEM I IQY HCP A:I:I 

A'I'GC'l'rACAA GGTTGGTGGA ·rAA'l'l'A'l'AAG A'l'GGl'AA>Cr GTGGAGATTA TT1'TCAl'>GCG 540 
MLTR LVD NVK MVKC GDY FQA 

=<>GAC =AGAGAAGT 'rGGTAATATT TCTGTTATTG =AAATGGGT GAACACTACC 600 
EDGP REV GNI SVIG KWV NTT 

GAAAC"ITCAT 'l'GGTGCIGCG CCTI"ITAGAG =CAACCATA GAGAGGTAGA AGA'l'CCTCCJ\ 660 
ETSL VLR LLE VNHR EVE DAP 

ATA'l'C'TGT'J't' TGCATA'l't'CA GTATCCTGAG =C'rGACC ACGGAGTTCC CAAAGATACA 720 
ISVL HIQ VPE WPDH GVP KDT 

'l'TAGC'l'G'rGC GTGAAATTTT GAAAAGA'rl'A 'l'/\CCA'l'l'l'AC CACCAAACCT 'l'GGTCCAATA 780 
LAVR l:!l.L KRL YHLP PNL GPI 

GTGG'I'l'CA= == TATTGGTAGA A=AACAT A=GCACAAT TCACAACACA 840 
VVIIC SAG IGR TGTY CTI l1NT 

ATTCAGAGAA TACTrGCTGG "J"GATA"OOTCT =rAOATA TTGCTAACAC AGTA= 900 
IQRI LAG DMS AVDI ANT VSV 

TTCAGGGCCC =ATTGG AATGGTTCAG ACCCAflGATC AGTACA'M'TT C'TGC'l'ATAAA 960 
PRAQ RIG MVQ TODQ YIF CYK 

GCCATCATAG A~ AGAC~A TCTCAGCAGT AD 1002 
AIID ELE DLV SQQ 

Figura. 6 Secuencia nucleotídica y proteica deducida, la secuencia nucleotídica corresponde a 
1002pb. con un marco de lectura abierto que codifica para una proteína de 333 aminoácidos. Los 
fragmentos señalados con amarillo indican las secuencias presentadoras y la banda azul señala el 
sitio catalítico. En la secuencia se suprimieron los sitios de corte de endonucleasa presentes en los 
productos de PCR. 



Resultados 44 

Clonación del eADN PvPTP en un vector de expresión 

Con el objetivo de obtener evidencia de que este cADN codifica para una proteína 

funcional, el fragmento de PCR se purificó por el método de Glass Select y se ligó. al vector 

de expresión bacteriano pProEx™ HTc (Materiales y Métodos). Con la. construcción 

PvPTP:: pProEx™ HTc se transformaron células 01-15 n electrocompeterites:;como -~C::: 
explica en Materiales y Métodos. Las colonias resultantes fueron 15 colonias-blarié~y.20-
colonias azules; el color blanco nos indica la interrupción del gen /aclq. por el 'Íraw1i~n-to · 
PvPTP que integramos al vector de expresión bacteriano. ::\"- ,, 

•.:._.:}-.) ,,.~',; 

La presencia del gen en las colonias blancas, se verificó por pafrones' <lC: 'r~stricción 
de ADN plásmidico aislado. En la Figura7 A, se observan tres 't;ar;~~:.~-e !;~5¿J~clÓn; la 

primera se debe al ADN súper-enrollado bacteriano; la banda de ...:6ooo1ib''.~rt~~cé~ a la 
··,::-':, • ,.~'.·C ;_z' -:·~,;"' 

construcción PvPTP:: pProEx™ HTc. •t::'. ;•:{_·, ·.:.-/ .. :5•, 
' . :: . •, ;·; :.. . . :_~·-, '· . ~ 

Para liberar el fragmento PvPTP de la eonstruccióri, -se ~us~Ü;o~- 10· sitios de 

restricción más próximos EcoRI y Xbal. La construcción fue digerida p{)r~stas enzimas de 

restricción como se explica en Materiales y Métodos. En la FÍgura iB, se observa una 

banda de -lOOOpb, que corresponde al fragmento PvPTP y otra band~ de -4700pb, que 

corresponde al vector lincarizado. 
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2 3 4 5 

A 

lKb 2 

10,000 

3000 

3 !Kb 

10,000 

3000 

1000 

Figura 7. Patrones de restricción de la construcción PvPTP:: pProEx™ HTc. (A y 
B) Geles de agarosarfAE al 1.5%, teñidos con bromuro de etidio. (A}: Purificación 
de plásmidos. 1-5 Purificación de las colonias blancas. lKb Marcador de peso 
molecular en pares de bases. (B) 1: vector pProEx™ HTe linearizado en EcoRI; 2: 
Doble digestión de la contrucción PvPTP:: pProEx™ HTc en los sitios EcoRI y 
Xbal; 3: Contrucción PvPTP:: pProEx™ HTc sin digerir. 
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A las colonias con la costrucción PvPTP:: pProEx™ lITc verificadas por medio de 

la doble digestión por endonucleasas, se les realizó un escrutinio en colonia por hibridación 

a alta severidad, obteniendo cinco colonias positivas (Figura8). El ADN plasmidico de estas 

bacterias se mandó a secuenciar para verificar si el gen PvPTP quedó en fase con el marco 

de lectura abierto. 

A B 

• 
,_,. 
• ,¡ • ,¡ -' .. 

~-¡;. ... -.,. 
1 

.. 
Figura. 8. Escrutinio de colonias por hibridación a alta severidad en membrana de 
nitrocelulosa. (A) Filtro con 5 colonias positivas. (B) Replica del filtro A. Las 
flechas conesponden al control positivo (PCR del fragmento PvPTP). El escrutinio 
se llevó a acabo como se explica en Materiales y Métodos. 
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Esta secuencia revela que el sitio d17, termino está después de donde se termina e.l 

fragmento PvPTP, lo que significa que. la proteína que se transcribe e~ más pesada de lo 

esperado; el peso calculado de la proteína para esta secuencia es de -41 KDa. 

Obtención y alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las PTPs. 

Con el objetivo de obtener un análisis de identidad de la proteína PvPTP se realizó 

una búsqueda tipo BLASTp con la secuencia de PCR traducida a aminoácidos dándonos así 

la proteína hipotética PvPTP. Esta secuencia se analizó en la base de datos no redundantes 

del GenBank CDS traslations. PDB. SwissProt, PIR y PRF. La matriz de sustitución 

utilizada fue BLOSUM62 (Gap: Existencia 11, Extención 1 ). el total de este análisis fueron 

722 secuencias. El resultado de esta búsqueda se resume en la Tabla 21; en ella sólo se 

muestran aquellas secuencias que están completas y que presentan una identidad mayor a 

30%. 

Tabla. 21 Secuencias sintilarcs a la nrotcína PvPTPI. 

No. De acceso Especie Proteína No.aa E- % º/o º/o 
Val u e identidad similitud Gan 

Fosfatasa de 
C/\/\06975.1 Glicine max tirosina 1 338 c-169 89% 93% 

(GmPTI') 

Pi.\·11111 
Fosfotasa de 

C/\/\06615.1 tirosina 33:! c-140 77% 86% 
sa/i\'11111 

(l'sPTl'l 

A rahidopsi.\· 
Fosfatnsa de 

NP_ 177331. I tirosina 340 c-127 68% 82% 0% 
1ha/ia11a 11\tPTPI) 

Fosfatasa de 

T51846 
Arahidopsis tirosirm 

340 c-126 67% 81% Oo/o 
tha/ia11a (validada) 

C/\tPTP2) 
Fosfatasa de 

fftJlllO 
tirosina. 

XI' _006789.4 
.'ielph.~11.t; 

receptor tipo. 1997 2c-36 35% 55% 11% 
B 

(Hsl'Tl'll) 
Fosfatasa e.Je 

Mus 
tirosina. no-

NI' - 033004.1 
11111."lCllfll.'t 

receptor tipo 426 7c-37 32% 51% 8% 
20 

(Mml'TP20) 
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Con el objetivo de determinar la relación entre las secuencias de plantas se realizó 

una alineación múltiple mediante el programa CLUST AL W versión 1.4. En la Figura 9 se 

muestra el resultado del alineamiento múltiple: el residuo que esta marcado con azul es el 

sitio activo de la actividad de fosfatasa (HCxxGxxR) y los sitios presentadores (WPD y 

KNRY) que son los están señalados con amarillo. Como se observa en la Figura 9. existe 

una alta identidad entre las fosfatasas de tirosina. diferenciándose casi exclusivamente en 

los extremos aminas y carboxilo. La identidad más alta la tienen las fosfatas de tirosina de 

Glicine max (GmPTP) con 89% y de Pisum sativum con 77%, con respecto a la fosfatasa de 

tirosina de Phaseo/us vulgaris (PvPTP). 
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Figura. 9. Alineamiento de las secuencias de fosfatasas de tirosina de plantas. Los residuos idénticos están marcados en rojo, y los 
residuos que presentan una similitud mayor a 60% están marcados en azul. Para el alineamiento se usó el programa Clustal W versión 
1.4 (Thompson, et al, 1994). La matriz utilizada es BLOSUM62 (Gap: Existencia: 1 l, Extensión: 1). La linea subrayada en azul marca 
el sitio catalítico y las lineas subrayadas en amarillo marcan Jos sitios presentadores. 
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Actividad de fosfátasa de la clona PvPTP. 

Con el objetivo de determinar la localizaeión de la proteína reeombinante y verificar 

la funcionalidad de ésta. Se hicieron extracciones proteicas con detergente y sin detergente 

en condiciones naturalizantes (Materiales y Métodos), separando por centrifugación 

fracciones citoplasmáticas y membranales. Estos extractos fueron sometidos a un ensayo de 

actividad de fosfatasa con p-nitrofenilfosfato (pNPP) como se explica en Materiales y 

Métodos, dando como resultado una actividad del 95% en la fracción soluble, con respecto 

a la actividad de ambas fracciones, como se muestra en la Gráfica 1. Esto nos indica que 

nuestra proteína PvPTP está en la fracción soluble de este extracto. Para verificar la 

funcionalidad de la PvPTP se realizó una prueba de inhibición con ortovanadato de sodio 

(Gráfica 2) a una concentración 0.1 mM. 

Fracción soluble Fracción insoluble 

Gráfica 1. Actividad de fosfntasa con pNPP en diferentes fracciones celulares bacterianas. 
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Gráfica. 2. Inhibición y actividad de fosfatasa con p-NPP en diferentes fracciones celulares. El ortovanadato de sodio 
(Na3 V04) se usó a una concentración de O. lmM. E. coli DHSa, cepa bacteriana sin la construcción PvPTP:: pProEx™ HTc; 
E. coli DHSa ProEx, cepa bacteriana con el vector pProEx ™ HTc; PTP, es la protelna PvPTP sin purificar ND, No 
determinado. Se usó una conentración de 40 fil de protelna total. La reacción se llevó acabó durante 20 min, a 37°C. lll o 
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Inducción y purificación de la proteína rccombinante. 

Inducción 

Para verificar la expresión de la proteína de fusión de la construcción 

PvPTP::pProEx™ HTc, se realizó una curva de inducción con IPTG. Tomando una alícuota 

a diferentes tiempos de inducción analizándolos por electroforesis (Materiales y métodos), 

el gel de acrilamida correspondiente a la inducción y fracciones de puñficación de la 

proteína PvPTP se observa en la figura 1 O. La expresión de la proteína recombinante es 

diferencial en cuanto al tiempo. Las bacterias que no fueron sometidas a inducción 

presentan un mínimo de expresión; después de una hora de inducción por IPTG, 

encontramos un 20% de la expresión de la proteína PvPTP con respecto al nivel máximo de 

expresión a cuatro horas que es del 90%. En datos no mostrados, se hicieron análisis de seis 

horas, sin embargo su expresión, sólo aumentaba un 10% con respecto a Ja concentración 

proteica total de las bacterias de 4hrs. 

M 2 3 4 s 6 7 8 9 
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Figura. 10. Inducción y purificación de la proteína PvPTP. Gel de bis-acrilamida 
al 12%. Teñido con azul de coomassie. (M) Marcador de peso molecular en KDa; 
(1) Extracto total bacteriano sin inducir; (2) Extracto total bacteriano con 1 hora 
de inducción; (3) Extracto total bacteriano con 2 hrs. de inducción; (4) Extracto 
bacteriano total con 4 hrs. de inducción; (5) Extracto total bacteriano soluble con 
4 hrs. de inducción; (6, 7,8,9) Diferentes fracciones de purificación. 
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La proteína reéombinante que ~e genera a p·anir det.:veetor:de expresión bacteñano 

pProEx™ HTe presenta una secuenciá el~ 6 Hi;;Údín'hs e'n el ¡mino terminal, esta secuencia 

permite la puñficaeión de laproteina·d~\rtl~fón ~~r;una.crom'át~grafia de afinidad. La 

protéina PvPTP fue inducida ~n 'bacteriasf:ycp~:sterii:nTnente '13 proteína fue purificada de 

acuerdo a lo descñto en Materl~le~ y ~~t~d~oC'' •· "'t' 
">_:-:-·;:· 

Las diferentes fracciones• de ~llñfi~aciÓn ele tri proteína recombinante PvPTP se 

sometieron a una electroforesis que se muestran en la figura 1 l. En las fracciones 6-12, se 

denota la liberación de la proteína PvPTP junto con proteínas que interaccionan 

inespecificamente con la columna de afinidad, esto se debe a la concentración de Imidazol 

utilizada. La mayor cantidad de proteína PvPTP sale en las fracciones 13-16 junto con 

proteínas contaminantes. es debido quizá a que la concentración de Imidazol del 

amortiguador de lavado no fue la adecuada para quitar las interacciones inespecificas. La 

proteína PvPTP pura sale en las fracciones 18-25, estas muestras se corrieron de nuevo en 

otro gel de acrilamída (Fig. 1 O) para verificar la cantidad de proteínas contaminantes. En las 

Figuras 1 O y 1 1, observamos una proteína de 41 KDa. este peso es mayor al esperado (36 

KDa). debido a que la proteína recombinante tiene una secuencia de 6 Histidinas en el 

amino y un fragmento del vector. Se hizo un ensayo tipo "Westem-blot" (Fig. 13) con el 

objetivo de verificar que la proteína puñficada reaccionara con el anticuerpo monoclonal 

que reconoce a la cola de 6 Histidinas. El resultado obtenido muestra una banda de 41 KDa 

que coincide con la banda de la proteína purificada. 
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Figura 11. Purificación de la proteína recombinante PvPTP. (A y B) Purificación por medio 
del Sistema "Biologic Duo-Flow". Geles de bis acrilamida al 12%, teñidos con coomassie. 1: 
proteína semipurificada; 2: extracto total; 3-5 lavados con amortiguador de rompimiento; 6-12 
lavados con amortiguador de lavado; 13-29 lavados con amortiguador de elusión. La proteína 
purificada pesa 41 KDa (Flecha). La purificación se llevó acabo como se detala en Materiales 
y Métodos. 

Generación de anticuerpos policlonales contra la proteína PvPTP 

La proteína purificada se corrió en un gel de acrilamida al 10% y la banda de 

41 KDa correspondiente a la PvPTP, fue inyectada junto con un adyuvante a ratones Bal-BC 

para obtener anticuerpos contra la proteína PvPTP (Materiales y Métodos). Después de tres 

inmunizaciones los ratones fueron sacrificados obteniendo el suero sanguíneo, el cual se 

purificó de acuerdo a lo descrito en Materiales y Métodos. 

Para determinar la concentración adecuada de los anticuerpos a utilizar en ensayos 

posteriores, se realizó una electrotrasfercncia e inmunodetección de la proteína PvPTP 

utilizando el suero obtenido de los ratones. En la Figura 12 podemos observar la titulación 

de los anticuerpos generados por el ratón 1 (Rl) y el ratón 2 {R2) utilizando diferentes 

concentraciones de cada ratón. 
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Figura. 12 Titulación de los anticuerpos policlonales. (A y B) Membrana de 
nitrocelulosa revelada con fosfatasa alcalina. (A): Extracto de la Proteina PvPTP 
recombinante transferida a una membrana de nitrocelulosa; 1: lnmunodetección con el 
anticuerpo monoclonal contra la cola Histidinas [1:5000); (2): Suero del ratón 1 
[1 :5000]; (3): Suero del ratón 1 [I :2500); (4) Suero del ratón 2 [1 :5000]; (5) Suero del 
ratón 2[1:2500]; 6: Suero preinmune [1:2500). (B) Extracto proteico de la cepa DH5a 
sin transfonnar transferido a una membrana de nitrocelulosa; 1: Suero preinmune 
[1:2500]; (2): Suero del ratón 1 [1:5000]; (3): Suero del ratón 1 [1:2500); (4) Suero 
del ratón 2 [ 1 :5000]; (5) Suero del ratón 2[ 1 :2500). 

54 

El suero obtenido del ratón 1 a una concentración de 1 :2500 (Figura 12, panel A, 

carril 3), es suficiente para que los anticuerpos policlonales reconozcan específicamente a 

una banda de 41 KDa. Esta banda también es reconocida por los anticuerpos monoclonales 

que identifican la secuencia de 6 Histidinas (panel A, carril 1 ). Para verificar que la 

proteína eluída por la cromatografia de afinidad es reconocida por los anticuerpos 

policlonales generados (a -PvPTP), se realizó una electrotransferencia e inmunodetección 

como se explica en Materiales y Métodos. En la Figura 13 se muestra la inmunodetección 

con el suero probado a -PvPTP, que proviene del ratón L La banda que reconoce el suero 

coincide con la proteína de 41 KDa que coincide con la proteína que se induce y se purifica 
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en la cromatografia. Esta bru';da ~bién es reco~C>cidi ~; ~l llllticuérp0 a ~His, lo que 

significa que la proteÍll~ púrlficadtt ·~ ieconticid~ por 16s m'iiicue~~ gen~rad.;s. 
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Figura. 13 Irununodetección de la proteína PvPTP. (A) Membrana de 
nitrocelulosa incubada con el anticuerpo a -PvPTP y a-His revelada por fbsfatasa 
alcalina. (M) Marcador de peso molecular (1) Extracto total sin inducir; (2) 
Extracto total con 1 hora de inducción; (3) Extracto total con 2 hrs. de inducción; 
(4) Extracto total con 4 hrs. de inducción; (S) Extracto total soluble con 4 hrs. de 
inducción; (6,7,8,) Dif"erentes fracciones de purificación. (B) Membrana de 
nitrocelulosa incubada con el anticuerpo a -His revelada por fosfatasa alcalina. El 
proceso se llevó a cabo como se describe en Materiales y Métodos. 

Detección de las PTPs en nódulos de frijol. 

Con el objetivo de detectar la PvPTP nativa en nódulos de frijol, se extrajeron 

proteínas totales de nódulo de diferentes días, estas muestras se corrieron en un gel 

desnaturalizante y se transfirió a una membrana de nitrocelulosa como se explica en 

Materiales y Métodos. En la Figura 14, se muestra la inmunodetección de la fosfatasa 

nativa en extractos proteicos de nódulos de diferentes días de desarrollo; esta membrana se 

incubó con el anticuerpo. En la Figura 14, se muestra que el suero a -PvPTP sólo identifica 

a la proteína recombinante y no a la proteína nativa. Esto se debe probablemente, a que la 

proteína nativa tiene cantidades basales muy bajas o que la expresión de esta proteína sólo 

se induce bajo algún estimulo o estrés y no en condiciones óptimas como lo es cultivo en 

invernadero controlado. 
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Figura.14. lnmunodetección de la proteína nativa PvPTP. Membrana de 
nitrocelulosa incubada con el anticuerpo a-PvPTP, revelada por fosfatasa alcalina. 
40 ¡g de prolna total. M: Mareador de Peso molecular; 1: Proteína PvPTP 
purificada por cromatografía de afinidad; 2:Nódulos de 10 dias; 3:Nódulos de 11 
días; 4:Nódulos de 12 días; 5:Nódulos de 13 dias; 6:Nódulos de 14 dlas; 7:Nódulos 
de 15 días; 8:Nódulos de 16 días; 9:Nódulos de 17 dias. La electroforesis y la 
inmunodetección se realizó como se describe en Materiales y Métodos. 

Inhibición de la actividad de fosfatasa. 

56. 

En experimentos no mostrados se verificó la actividad de fosfatasa en presencia de 

Fluoruro de sodio (NaF); este compuesto es inhibidor de fosfatasas duales, es decir, inhibe 

fosfatasas que defosforilan protelnas en residuos de Serina!rreonina y Tuosina. Esta 

inhibición no ocurre en fosfatasas específicas de Tirosina. La protelna PvPTP, no se inhibe 

en presencia de este compuesto lo que confirma que la proteína es probablemente 

especifica de tirosina. 

Para verificar que la actividad de fosfatasa de PvPTP es específica de Tirosina (Y), 

se hicieron experimentos de inhibición con la proteína PvPTP purificada. La actividad de 

fosfatasa se realizó con el sustrato genérico p-NPP como se explica en Materiales y 

Métodos. En la Gráfica 3, se muestra la inhibición de la actividad de fosfatasa con 

diferentes concentraciones de ortovanadato de sodio (Na3 V04). La actividad basal del 

extracto bacteriano sin el vector de expresión es nula. En cambio la actividad de la proteína 

PvPTP se inhibe al 30% con una concentración de 0.05mM de Na3V04 ; pero con O.tmM 
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tirosina. En un experimento alterno a éste, se comprobó la J)erdida total de la actividad de 

fosfatasa con 1 mM de Na3 V04 .. 
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Gráfica. 3 Inhibición de la actividad de fosfatasa con ortovanadato de sodio (Na3VO,). 

Análisis de posibles sitios de fosforilación. 

Con el objetivo de determinar los posibles sitios de fosforilación de la secuencia 

PvPTP, la secuencia fue sometida al programa NetPhos Versión 2.0. 
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Figura IS. Reporte de los posibles sitios de fosforilación de la secuencia PvPTP. 

En la Figura 15, se muestra el reporte del programa NetPhos 2.0, en el que se 

observa que hay wia alta posibilidad de que esta proteína sea fosforilada en residuos de 

tirosina (Y) los cuales están marcados en rojo; en residuos de Treonina (T) que están en 

verde y/o en residuos de Serina (S) que están en azul. Para verificar si estos sitios son 

reconocidos por cinasas ya reportadas, la secuencia PvPTP se sometió a Wl análisis en el 

programa PROSITE versión 17. 7. los resultados se reportan en la Tabla 22. 

Tabla. 22 Reporte de los posibles sitios de fosforilación 

No. De acceso Cinasa Secuencia que reconoce 

Cinasa dependiente de 
PDOC00004 PS00004 OCT 

nucleótidos cíclicos. 

PDOCOOOOS PSOOOOS Cinasa tipo C (PKC) SNR 

En la Figura 16, se muestra wi alineamiento de varias fosfatasas de tirosina. En 

amarillo se marca el sitio catalítico, en gris las secuencias presentadoras, en verde el posible 

sitio de fosforilación por cinasas dependientes de nucleótidos cíclicos, y en rosa el posible 

sitio de fosforilación por una PKC. 
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Figura .16. Alineamienlo de diferentes fosfatasas de tirosina de plantas y animales. El dominio calalitico aparece en amarillo. Los sitios 
presentadores están marcados en gris. El posible sitio de fosforilación por cinasas dependienles de nucleótidos ciclicos se marca en verde. El 
posible sitio de fosforilación por PKC en rosa. El alineamiento se realizó en el programa Clustal W 1.4, Los residuos idénticos están 
marcados en rojo, y los residuos que presenlan una similitud mayor de 60% eslán marcados en azul. La matriz que se utilizó fue 
BLOSUM62 (Gap: Existencia: 11, Extensión: !). 
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Para determinar si estos sitios están expuestos en la proteína, se diseñó una 

estructura tridimensional (3D) de la proteína PvPTP en el programa Cn3D versión 3.0 

(Hongue, 1997); esta estructura se formó tomando como molde a la proteína PTPIB. Estas 

proteínas presentan una identidad del 31 % entre sí. En la Figura 1 7, se presenta la proteína 

30 generada con los posibles sitios de fosforilación en verde para el caso de cinasas 

dependientes de nucleó\idos ciclicos y en rosa para una cinasa C. El sitio catalítico está 

marcado en azul y los presentadores en amarillo. 

Figura 17. Estructura JD de la proteína PvPTP. El sitio señalado en verde representa el posible sitio 
de fosforilación por cinasas dependientes de nuclcótidos cíclicos; el sitio en rosa representa el 
posible sitio de fosforilación por una cinasa C. El segmento señalado en azul es el sitio catalítico y 
las bandas en amarillo son los sitios presentadoras. Estructura generada a partir de la estructura de 
PTPl B. Diseñada en el programa Cn3D versión 3.0 (Hongue, 1997). 
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Como se ~bSerYa er:i:¡·a'·Figura 17~ los sitios posibles de fosforilac.ión S~ cricuentran 

expuestos, es decÍ~, e~tas secu~ticias ektán en la superficie de la proteína y tienen una gran 

posibilid~d de ser fÓsforiladas. 

Ensayos de fosforilaeión in vitro. 

Para corroborar que la proteína PvPTP es capaz de ser fosforilada por cinasas de 

tirosina (TK) o por cinasas dependientes de nucleótidos cíclicos (cNK). se realizó un 

ensayo de fosforilación in vitro con 32P-y-ATP, como se explica en Materiales y Métodos la 

proteína se fosforiló bajo condiciones de actividad de TK y cNK. 

Este proceso consiste. en que las cinasas nativas de un extracto proteico total de 

nódulo fosforilcn a la proteína PvPTP y para determinar que la proteína PvPTP es 

fosforilada por cNK, se utilizó el sitio catalítico de una cinasa dependiente de nuclcótídos 

cíclicos de corazón de Bovino; este sitio catalítico se encuentra activo constitutivamente y 

no requiere de sales o cualquier otro compuesto lo cual lo convierte en un buen control. 

En la Figura 188. se muestra una señal radioactiva.~ ésta banda corresponde a la 

proteína PvPTP que tienen integrado un fósforo marcado radioactivamente (32P-y~A TPi: 

esta fosforilación se debe a que el sitio catalítico d~ I~ cinasa dep~ndie~te de nu~leótidos 
cíclicos integrada a la reacción reconoció la secuencia RRCT y: transfirió un fósforo 

marcado. 
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Figura.18 Ensayo de fosforilación in vitro de la proteina recombinnnte PvPTP incubada en 
condiciones de nucleótidos cíclicos. (A) Gel de bis-acrilamida al 12o/o teñido con azul de 
coomassic. (B). Imagen generada por el Phosphor imagcr. M: Marcador de peso 
moléculnr en KDa; 1: PvPTP en condiciones naturalizantes sin 32P-y-ATP; 2: PvPTP 
incubada con un extracto total proteico de nódulo con nuclcótidos cíclicos con 32P-y-A TP; 
3: PvPTP incubada con un extracto total proteico de nódulo sin nucleótidos cíclicos con 
32P-y-ATP; 4: PvPTP incubada con el sitio catalítico de la cinasa de corazón de Bovino 
dependiente de nuclcótidos cíclicos con 32P-y-ATP. 
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A la proteína PvPTP fosforilada y purificada se le realizaron pruebas de fosfatasa 

con el sustrato genérico p-NPP para observar si la fosforilación interviene en Ja capacidad 

de degradación del sustrato. En la Gráfica 4, se muestra que la actividad de la proteína 

PvPTP fosforilada aumenta hasta un 50% a comparación de la proteína PvPTP sin 

fosfori lar. 
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Gráfica. 4.Actividad de fosfatasa con p-NPP de la proteína PvPTP sin fosforilar y fosforilada por el 
sitio catalítico de la cinasa dependiente de nucleótidos cíclicos de corazón de Bovino. Los ensayos 
se llevaron acabo como se describe en Materiales y Métodos. 

Para verificar que la proteína PvPTP puede ser fosforilada en diferentes condiciones 

se realizaron varios ensayos de fosforilación in vitro, basándose en el reporte de Prosite 

17.7. Los ensayos de fosforilación se hicieron bajo los requerimientos de cinasas 

dependientes de nucleótidos cíclicos (Figura 18) y cinasas de tirosina (Figura 19), 

incubando la PvPTP que esta acoplada a la resina de Níquel con un extracto proteico de 

nódulos de trece días. El ensayo se llevó a cabo como se reporta en Sambrooks et al, 1989. 

A la proteína fosforilada y purificada, se le realizó un ensayo de actividad con p

NPP, para observar si la actividad de fosfatasa es diferencial en cuanto a la condición en la 

que la proteína PvPTP fue fosforilada. Como se muestra en la Gráfica 5, la actividad de 

fosfatasa aumenta cuando la proteína está fosforilada en diferentes condiciones, pero, la 

mayor actividad de fosfatasa se tiene cuando la proteína PvPTP está fosforilada en el 

amortiguador con los requerimientos de cinasas de tirosina. 
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Figura 19. Ensayo de fosforilación in vitro. Imagen generada por el 
Phosphor imager. M: Marcador de peso molécular en KDa; (1-5): 
PvPTP incubada en el amortiguador con los requerimientos de 
cinasas dependientes de nuclcótidos cíclicos. 1: PvPTP incubada con 
el sitio catalítico de la cinasa dependiente de nucleótidos cíclicos, de 
corazón de Bovino con 32P-y-A TP; 2: PvPTP incubada con un 
extracto de nódulo sin nucleótidos cíclicos con 32P-y-ATP. 3: PvPTP 
incubada con un extracto de nódulo en presencia nucleótidos cíclicos 
y 32P-y-ATP; 4: PvPTP incubada con un extracto de nódulo sin 
nucleótidos cíclicos con 2% de Triton con 32 P-y-ATP; 5: PvPTP con 
un extracto de nódulo sin nucleótidos cíclicos con Triton con 32P-y
ATP; 6: PvPTP incubada en el amortiguador con los requerimientos 
de cinasas de tirosina incubad.u con un extracto de nódulo con 32P--y
A TP. 7: PvPTP purificada mas fosfatasa alcalina., (8-10): PvPTP 
purificada. Los ensayos se llevaron acabó con10 se describe en 
Materiales y Métodos. 

En Ja figura 19 se observa la fosforilación de una banda única de la PvPTP 

purificada en el amortiguador con los requerimientos de cinasas dependientes de 

nucleótidos cíclicos. Cuando la PvPTP es purificada en el amortiguador en las condiciones 

de cinasas de tirosina, se observan dos bandas de mayor peso molecular, una de 

aproximadamente 66KDa y otra de 45KDa. 
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Gráfica 5. Efecto de la fosforilación in vitro sobre la actividad de PvPTP. Se utilizaron Sig 
de PvPTP pura por ensayo. Para la reacción se utilizó p-NPP como se explica en Materiales 
y Métodos. 
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Las actividades de fosfatasa de la PvPTP purificada en diferentes condiciones de 

fosforilación se observan en la Grnfica 5. 
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DISCUSIÓN. 

Las PTPs son proteínas cuyo papel es fundamental en diversos, procesos celulares 

tales como el desarrollo. la mitosis. el crecimiento. etc. En modelos' animal~s se han 

descrito diversos procesos en los que las PTPs desempeñan un papel fund~me~tal, tales 

como la proliferación. la diferenciación o la muerte celular. La dcficienéia':de e~ie Íi~o de 

proteínas causa un sin fin de enfermedades en sistemas eucarióticos, ~orno· el cáilcer., la 

apoptosis celular. las mutaciones. las deficiencias fisiológicas, cte.· (Bardfor et al,'· 1998; 

Cohen, 1992; Hubbard y Till. 2000). 

Las fosfatasas presentan una alta similitud entre sí. y esto se debe a que los sitios 

HCxxGxxR (sitio catalítico de cualquier fosfatasa). WPD y KNRY (sitios presentadores) 

están altamente conservados en animales (Cohen. 1992; Andersen et al, 2001; Bradford et 

al. 1994). Además. estos tres fragmentos tienen un papel crucial dentro de la actividad de 

fosfatasa (Bardford. 1994 ). Cualquier mutación en estas secuencias, causa que la actividad 

de fosfatasa disminuya o se pierda por completo (Barford et al. 1994; Cohen, 1992; Tonks, 

2001). 

La interacción de la fosfatasa de tirosina con su sustrato. está dada principalmente 

por el grupo cistcnil que se presenta en el sitio catalítico (Cistenil 783 en el caso de 

PvPTP). Esta interacción se ve complementada por la presencia de los sitios presentadores 

como el WPD (aminoácidos 231-233) y el KNRY (aminoácido 86-90), donde la presencia 

del cistenil en el primer caso y el aspártico. son determinantes para la capacidad de 

reconocer y apresar el sustrato para que este sea defosforilado. Tanto la posición. asi como 

la orientación de las cadenas laterales de los aminoácidos que conforman los tres sitios de 

contacto. determinan la afinidad y la especificidad de los dominios (Barford. 1994: Cohcn. 

1992; Tonks. 2001 ). La conservación de estos tres residuos permite la sobreposición de esta 

secuencia con otras secuencias. y así observar la similitud que guarda con otras fosfatasas. 

La utilización de técnicas en biología molecular nos permite aislar genes o 

fragmentos de ellos para su posterior análisis. La secuencia de la clona PvPTP fue aislada 



de un baneo de eADN de nódulos de frijol. Esta secuencia pr~Í>enta IJn marco de lectura 

abierto de 1002pb, y codifica para una proteína dé 333 runirloáC::ldos .. ' ,'' 

Mediante el alineamiento de la secuencia P~PT.P cori·'otras secuencias reportadas 

previamente. se encontró que tiene una alta identldad·_-~o;:/ot~ fosfatasas de tirosina de 

diversos organismos eucarióticos, de· las cuales ·solo' hay cuatro de plantas: con una 

identidad de 89% para la de Glicine max (Gm.PTP}, cori 'un 77% para la de Pisum sativum 

(PsPTP) y dos de Arabidopsis thaliana (AtPTPI y AtPTP), con 68% y 67% 

respectivamente. Al igual que en animales, las secueneias proteicas en plantas guardan una 

similitud moderada, manteniendo conservados aquellos residuos que están involucrados en 

la interaeción y en la actividad de fosfatasa. 

Al realizar una búsqueda tipo Blastp para verificar la identidad con otras secuencias 

de eucariotes se encontraron 277 secuencias, que reconocieron.·a la secuencia de PvPTP; 
. . 

estas secuencias en su mayoría son fosfatasas de vertebradÓs (humano). Las proteínas más 

cercanamente relacionada con PvPTP fueron la de Glicine, mcd: _co_n 89% d~ identidad y la 

de Pisum sativum con 77% de identidad. 

El papel que desempeñan las PTPs en la célula vegetal está poco estudiado en 

comparación con células animales. Así por ejemplo, la expresión de PsPTP se observa 

diferencialmente durante el desarrollo embrionario de Pisum sarivum. La expresión máxima 

se observa cuando las semillas solo tienen 8 días de edad y va declinando conforme la 

plántula va madurando ó, en caso de Arabidopsis rhaliana, cuando se induce por estrés; sin 

embargo. aún no se ha determinado la presencia de la proteína y sobre todo la localización 

celular de la fosfatasa de ambos organismos. 

Para determinar un posible papel de la proteína PvPTP.en el proceso de nodulación, 

es necesario conocer el día en que se expresa.may~rita'riariient~ en tejidos de frijol y sobre 

todo si alguna característica ambiental es 1á que 1~'.háee expresarse;' como por ejemplo, la 

interacción de Rhizobium_erli con la planta o I~ g..;i~ cátltidad de elicitores que intervienen 

en el reconocimiento de esto. También podría ~er'alguna clase de estrés osmótico o bien de 
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frío. También es ne~esario reaÍizar un estudio sistemático para evalua_r la expresión de. esta 

proteína en condiciones de agobfo biótico y abiótico pudiéndose deterininarademás su 

expresión espacio~temp,oral. . 

.. : ·:···_:·:~-<~ _, .-: ..... :~.:::·- ··'>-~· ?-:··.·'.~-· n:·~,.·.·. :._. . -. 
La aeiiv,idad de tosfatasa de PvPTP es mucho más sensibl~ á ~6nceritracionés bajas . 

de inhibida'res (Ó.OS~M Na3 V04) que el reportado para otrarr6sratlcias ( 1 m~ Na3 vo.~ 
pard GmPT.P).·(Fo;dhÉl~'1-S~~lton ~'al, 1999)~ . ~:-~ ... :. ·'.!.,(:··:· -/_·:'i ·- 1~:.,_: ;~--.;'·.:': 

El hecho.de haber encontrado que la fosforilación de la.Pv~T~. o~asiona un. aumento 

de la actividad especifica de la fosfatasa, hace aún más interesante su caracterización 

bioquímica Cuando la fosforilación se realiza in vilro, cubriendo los requerimientos de 

cinasas de tirosina y/o cinasas dependientes de nucleótidos cíclicos, la actividad de 

fosfatasa de PvPTP cambia. Esta fosforilación permite que la degradación del sustrato sea 

mas rápido. La fosforilación de PvPTP podría localizarse en diferentes residuos. En el caso 

de cinasas de tirosina, la banda es mucho más pesada lo cual sugeriría que la banda pudiera 

no corresponder a la PvPTP. Pero esto sólo puede ser determinado, realizando una 

inmunolocaliznción con el anticuerpo policlonal contra esta proteína. Esta fosforilación 

podría deberse, a que cada tipo de fosforilación corresponde a una señalización especifica. 

ya que dependiendo del estímulo que reciba podrían activar diferentes vías de señalización. 

En el caso en donde la PvPTP es fosforilada por el sitio catalítico de cinasas 

dependientes de nucleótidos cíclicos, se observa un aumento en la rapidez de la actividad. 

Esto se confirma cuando la PvPTP es fosforilada en el amortiguador con los requerimientos 

para cinasas dependientes de nucleótidos cíclicos. obtenidas de un extracto total de nódulo. 

Aún así, la actividad de PvPTP es mayor cuando es fosforilada por cinasas nativas de 

nódulo, a comparación de cuando es fosforilada por el sitio catalítico. Esto podría deberse a 

que la ·PvPTP sirve mas como sustrato para las proteínas del nódulo que para el sitio 

catalítico comercial de bovino. 

En base a las repeticiones de los experimentos de actividad de fosfatasa de PvPTP 

(cTK). PvPTP (eN) y PvPTP (sitio catalítico). incluso la fosfatasa sin fosforilar 
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determinamos que probablemente tienen la misma Vmax, variando ~nicamentc su Km 

aparente. Esto corrobora que la fosforilación activa a la fosfatasa, haciéndola más activa 

por su sustrato. 

La regulación de las PTPs es muy similar a la de MAPK s. las cuales requieren de 

diferentes estados de fosforilación Scrina/trconina/tirosina para ser más o menos activas, lo 

cual sugiere que la PvPTP probablemente es fosforilada en diferentes condiciones, según la 

actividad que desempeñe en la célula. Para determinar las condiciones en los que esta 

siendo fosforilada, es necesario utilizar varios extractos proteicos de diferentes partes de la 

planta. 

Para conocer cuál es el aminoácido que se está fosforilando, se requiere la 

rcali:t..ación de una digestión ácida o por protcasas. 

Este trabajo además de presentar por primera vez la caracterización de una fosfatasa 

de frijol. es el primer reporte en plantas de que estas enzimas pueden ser activadas por 

fosforilación por diversas cinasas y que esta fosforilación esta dada probablemente in vivo, 

tanto por una cinasa dependiente de nuclcótidos cíclicos. como por una cinasa de tirosina. 

ESTA TESIS NO SlLLI! 
f)E Lt\ P!D~~ I~,,~~ .. 



Conclusiones 

Se obtuvo un cADN que codifica para una fosfatasa de tirosina de P. vu/garis 
(PvPTPI) con una identidad del 89% con respecto a su ortólogo ·en Arahidopsis 
(PTl'Atl). . . . 

La proteína codificante es una fosfatasa de tirosina solubl~. tipo .~sp~Cífico; 

Esta fosfatasa es activada in l'itro por fosforilación. 

La fosfatasa es activada probablemente in vivo, tanto por una cinasa dependiente de 
nucleótidos cíclicos. como por una cinasa de tirosina. 
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