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1 INTRODUCCION

1.1 LA PLANTA Y EL DEFICIT HIDRICO.
La distribucién natural de las plantas obedece a su capacidad para contender con los
factores ambientales adversos; éstos van desde la limitacién de nutrientes, condiciones

extremas de temperatura y de pH, toxicidad por metales y la limitacién de agua, entre otros.

Las plantas se clasifican de acuerdo a las condiciones de humedad en que estin
adaptadas para su desarrollo. Las plantas hidréfitas, sobreviven en condiciones de humedad
abundante, viven parcial o totalmente sumergidas en agua. Las plantas xerdfitas, adaptadas a
vivir en ambientes dridos, sobreviven muy bien en potenciales hidricos muy negativos. Las
mesofitas, estdn adaptadas a vivir en condiciones de humedad moderada, no toleran
potenciales hidricos mds negativos de -20 bares, a este grupo pertenece la mayoria de las
plantas de interés agricola. La falta de agua desencadena una serie de respuestas que se
manifiestan en cambios a nivel celular, fisiol6gico y afectando el nivel de desarrollo de la

planta en general (Bray, 1993).

El déficit hidrico o estrés osmético, es uno de los problemas ambientales que mds
limita el desarrollo de las plantas, y se manifiesta por una considerable disminucién en la
disponibilidad de agua. La disponibilidad de agua no solo se limita cuando existe escasa
humedad ambiental o en el suelo, sino también durante las bajas temperaturas o elevadas
concentraciones de sales, y por supuesto durante condiciones de sequia, la cual constituye un
grave problema agricola, ya que la mayor parte de las plantas se cultivan bajo condiciones de
temporal. Asi mismo, estas condiciones de limitacién de agua incrementan los costos de
produccién, ya que se hace necesario implementar sistemas de irrigacion, los cuales a su vez

generan problemas de salinidad en los suelos.
1.1.1 Efectos del déficit hidrico en las plantas.

El agua en los seres vivos desempena diferentes funciones, por ello la falta de ésta se
manifiesta a diferentes niveles. El proceso de crecimiento es uno de los mds afectados, ya que
de ésta manera la planta previene un gasto energético fitil en situaciones adversas. En
particular el crecimiento de la parte aérea de la planta es uno de los procesos afectados por la
falta de agua (Hsiao, 1973; Nonami y Boyer, 1993; Taiz y Zeiger, 1991). Se ha observado que

mientras la velocidad de crecimiento de la parte aerea de la planta disminuye, la velocidad de
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crecimiento de la rafz se sostiene. Esto es un proceso adaptativo que le permite a la planta
aumentar su superficie de captacién de agua (Creelman y Mullet, 1991; Turner, 1986). En la

Figura 1 se sefialan algunos procesos afectados por el déficit hidrico.

Proceso o pardmetro afectado

SENSIBILIDAD AL ESTRES

Muy sensible

Relativamente insensiblg

REDUCCION EN EL W QUE
AFECTA DICHO PROCESO

Ll
20 bares

0 Bares 10 Bares

Notas

Crecimiento celular
Sintesis de pared celular
Sintesis de proteinas
Formacidn de protoclorofila

Tejido de rapido crecimiento.
Tejido de rapido crecimiento.
Haojas etioladas

Niveles de nitrato reductasa
Acumulacion de ABA
Nivel de citoquininas
Apertura estomatal
Asimilacién de CO,
Respiracion

Acumulacién de prolina

Depende de la especie

Depende de de especie

Acumulacion de azicar

Figura 1. Sensibilidad general de algunos procesos o parametros, al estrés hidrico. La
longitud de las lineas horizontales representa el nivel de estrés en que el proceso se ve
afectado. ¥, potencial osmético. Tomado de Hsiao (1973).

Los estomas constituyen la principal via de pérdida de agua de la planta. En
condiciones de déficit hidrico ocurre el cierre de estomas y con ello, se reduce la tasa de
evaporacién de agua. Sin embargo, esta medida tiene en consecuencia un incremento de la
temperatura foliar, con lo cual se sugiere que en condiciones de déficit hidrico también se
puede generar un estrés calérico. La apertura estomatal, no sélo depende de la cantidad de
vapor presente en el aire, sino también de cambios en la presién de turgor de las células

guarda.

Los efectos del déficit hidrico se aprecian a nivel metabdlico los podemos apreciar en
el aparato fotosintético, como consecuencia del cierre estomatal. El cerrado de los estomas

previene la entrada de CO,, lo que representa una limitacién para el proceso fotosintético. Sin
4



embargo, la tasa fotosintética es menos sensible a la falta de agua que la expansién foliar.
1.1.2 Respuestas de la planta a la sequia.

La falta de agua ha llevado a las plantas a desarrollar mecanismos adaptativos que le
permitan contender con el déficit de agua. Sin embargo, estos mecanismos adaptativos
aseguran mds bien la supervivencia de la planta, no asi su productividad (Boyer, 1992). Los
mecanismos adaptativos se observan a diferentes niveles: el morfolégico, el fenolégico, el

fisioldgico y el metabélico. Estos mecanismos han sido agrupados en tres categorias:

I) El escape a la desecacién, que consiste en un rédpido desarrollo fenolégico tras la
incidencia de lluvias; es decir, la planta completa su ciclo de vida cuando aiin prevalecen
condiciones de humedad adecuadas que aseguran la permanencia de la siguiente generacién.
Muchas plantas anuales presentan este comportamiento, a estas plantas también se les conoce

como evasoras de la sequia (Turner, 1986).

II) La tolerancia a la desecacién, que consiste en la habilidad de las plantas para
mantener su desarrollo durante condiciones de déficit hidrico. Estas plantas han desarrollado

estrategias que contrarrestan los efectos de la deshidratacién, entre los que se encuentran:

i) Ajuste osmético. Se refiere a la acumulacién de solutos intracelulares haciendo més
negativo el potencial de agua y manteniendo asi la turgencia celular (Singh er al, 1972;
Parsons y Howe, 1984; Nardu et al 1987). El ajuste osmético permite el mantenimiento del
turgor y en consecuencia el crecimiento celular (Turner, 1986). Este fenémeno se ha
observado en diferentes especies y tejidos vegetales (Greacen, 1972; Michelena y Boyer 1982;
Turner y Jones, 1980; Morgan, 1978, 1984, Jones y Rawson 1979). En plantas mesdfitas tanto

cultivadas como silvestres es comiin el ajuste osmético (Hanson y Hitz, 1982).
ii) Compartamentalizacion de iones
iii) Cambios en las propiedades fisicas de la pared celular
iv) Sintesis de proteinas protectoras de la maquinaria celular
v) Sintesis de enzimas y metabolitos antioxidantes
vi) Ajustes fisiolégicos y metabélicos

III) El retardamiento de la desecacién, el cual agrupa dos comportamientos diferentes:
el economizador de agua y el derrochador de agua. En el primero se encuentra un grupo de
5



plantas que emplea estrategias como el cierre de estomas, movimientos heliotrépicos,
disminucién de la superficie de transpiracién, la presencia de tejidos almacenadores de agua,
impermeabilizacién de las superficies expuestas (raices y hojas), y uso de metabolismo dcido
de las crasuldceas (CAM), entre otras. Estrategias todas ellas que le permiten economizar el
agua que logra captar de su entorno. Esto se observa principalmente en plantas denominadas

suculentas.

El segundo corresponde a un grupo de plantas que por el contrario son grandes
consumidoras de agua. Son capaces de captar rdpida y eficientemente el agua gracias a
sistemas radiculares muy bien desarrollados que aseguran la captacién de agua del suelo.
Ejemplo de este grupo es el mezquite, que crece en regiones dridas y semidridas, en las que
desarrolla sistemas radiculares lo suficientemente grandes para llegar a los mantos fredticos de
donde se abastece de agua. En otras palabras corresponde a un grupo de plantas que a pesar de

encontrarse en un habitat desfavorable nunca perciben la falta de agua.
1.1.3  Genes inducidos por sequia.

Aunque las especies vegetales varian en su sensibilidad y respuesta a la disminucién en
el potencial de agua ocasionado por la sequia, se puede decir que todas las plantas poseen

genes para percepcién del estrés, sefializacion y respuesta.

La productividad de las plantas es altamente afectada por estreses ambientales y, por
tanto, el mejoramiento genético de la tolerancia al estrés es una necesidad urgente para la
agricultura del futuro (Velasco et al, 1994). Los métodos de genética cldsica han contribuido
al mejoramiento de las cosechas, en relacidon al estrés (Acevedo y Fereres, 1993). Sin
embargo, la tolerancia al estrés es una caracteristica compleja y no se puede esperar que sea

controlada por un grupo reducido de genes (Nelson et al, 1994).

El estudio de la tolerancia a la deshidratacién se ha abordado usando principalmente
tres estrategias: a) examinando sistemas tolerantes tales como semilla y plantas de
resurreccién; b) analizando mutantes de modelos genéticos; y ¢) analizando los efectos del

estrés en plantas de importancia agronémica (Ingram y Bartels, 1996).

El estudio de los cambios en la expresién de genes durante la respuesta a déficit hidrico
ha contribuido a un mejor entendimiento de este proceso, ya que se ha logrado aprender acerca

de la plasticidad de las vias metabélicas y los limites de su funcionamiento. Estudios
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moleculares han revelado que una amplia variedad de especies expresan en estas
circunstancias genes comunes y proteinas similares (Skriver y Mundy, 1990). Aunque las
funciones para muchos de esos genes no han sido debidamente asignadas, de acuerdo a sus
caracteristicas es probable que sus productos jueguen papeles activos en la respuesta al estrés
(Bohnert er al 1995); sin embargo, sélo algunos de ellos participan en la adaptacién a las
condiciones de estrés. El hecho de que un gene sea inducido no es suficiente para concluir que

su producto es requerido para la tolerancia al estrés (Bray, 1993).
1.1.4 Modificaciones de la pared celular en respuesta al estrés.

Durante periodos de déficit hidrico se han observado cambios importantes en la
composicion de la pared celular. La pared celular es una estructura dindmica que no solo
confiere estructura y rigidez a la célula, si no que también contribuye a mantener la presién de
turgor. Cuando existe una disminucién de agua el protoplasma se contrae, se ha observado
que existen conexiones firmes entre la pared celular y la membrana plasmatica, que resultan
de la adaptacién al estrés osmdético e impiden la muerte celular durante condiciones de déficit
hidrico (Zhu et al, 1993). La pared celular también participa de forma relevante en la respuesta
de la planta al ataque de patégenos. Entre las respuestas mds comunes a la invasién de
bacterias y hongos patégenos, estd la formacién de capas de proteina y lignina (Bowles, 1990;
Esquerré-Tugayé et al, 1979. Senales de la pared celular elicitadas por insectos inducen la

produccién de moléculas de defensa (Palm et al, 1990).

1.2 LA PARED CELULAR.

1.2.1 Visién general y componentes.

Recientemente, la vision de la pared celular ha cambiado, ha dejado de ser
simplemente una estructura celular rigida que delimita al protoplasma y da forma a la célula;
mds bien se ha reconsiderado su papel como el de un organelo activo y dindmico, que
desempefia funciones importantes tanto en el desarrollo celular, como en la activacién de
mecanismos de defensa a pat6genos. La pared celular esta integrada por distintos componentes
que interaccionan estrechamente entre si, tales como polisacdridos, proteinas, lignina, agua,
sustancias incrustantes tales como ceras, cutina, suberina, y ciertos compuestos inorganicos
como calcio y boro que tiene la capacidad de auto ensamblarse (Showalter, 1993; Cassab,

1998). La inserci6n de éstas tiltimas también altera las propiedades fisicas de la pared celular.



Se conocen dos tipos de pared celular, la pared celular primaria y la pared celular
secundaria. La pared celular primaria se encuentra tanto en células meristemdticas como en
células en crecimiento. Esta pared es delgada y semi-rigida, aunque puede variar en grosor y
morfologia, estd compuesta en casi todas las células por celulosa, hemicelulosas, pectinas y

glicoproteinas.

La pared celular secundaria la encontramos en las células maduras, éstas modifican su
pared celular primaria, engrosindola y depositando nuevas capas de celulosa y otros
componentes. Las moléculas de celulosa son mucho mads alargadas (15,000 residuos de
glucosa) que las de la pared celular primaria (500-5000, residuos de glucosa). Ademads la pared
celular secundaria es mucho més densa y menos hidratada ya que se reemplaza la pectina por
otros polimeros. La pared celular secundaria proporciona soporte mecénico a la mayoria de las
plantas y generalmente es depositada entre la membrana plasmitica y la pared celular
primaria. La forma y composicién final de la pared celular depende del tipo celular (Alberts,
1989).

A continuacién se presenta una breve descripcién de los componentes de la pared

celular.

1.2.1.1 Polisacaridos.

1.2.1.1.1 Celulosa.
La celulosa es una cadena lineal de al menos 500 residuos de glucosa unidos
covalentemente unos a otros por enlaces glicosidicos B1-4, y estabilizados una con otra de

manera paralela por puentes de hidrégeno (Alberts et al, 1989).

Las microfibrillas de celulosa son el resultado de la asociacion de moléculas
individuales de celulosa en un arreglo cristalino o casi cristalino, pricticamente libre de agua
(McCann, 1990; Varner y Lin, 1989). Constituyen 20-30% del peso seco de la pared. Se sabe
poco acerca del complejo celulosa sintasa, sin embargo, se han observado al microscopio
electrénico particulas como grupos ordenados de rosetas que son las responsables de la
sintesis de celulosa. Las moléculas de celulosa liberadas por la roseta, se agregan con aquéllas
liberadas por rosetas adyacentes para formar las microfibrillas. La orientacién y deposicién de
las microfibrillas es determinada por los microtibulos y generalmente es transverso al eje

mayor de crecimiento; sin embargo, en algunas paredes celulares primarias se alternan capas
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de microfibrillas en dngulo recto una contra otra. Conforme la célula incrementa en longitud,
las microfibrillas de capas externas de la pared pueden ser colocadas en una orientacién casi

paralela al eje de elongacion (Alberts et al, 1989; Giddings y Staehelin, 1991; Delmer, 1991).

1.2.1.1.2 Hemicelulosas.
Las hemicelulosas son polisacdridos de pared no celulésicos que no son pectinas. Son
varias las hemicelulosas caracterizadas, entre ellas podemos mencionar a los xiloglucanos, los

xilanos, y los p-glucanos.

Se propone que los xiloglucanos se tejen entre las microfibrillas y se unen a ellas,

entrecruzdndolas formando una red (Hayashi, 1991).

Los xiloglucanos, estdn constituidos por un esqueleto de glucosas unidas por enlaces
B(1-4) con tres de cada cuatro residuos unidos a xilosa por enlaces 5(1-6), los xiloglucanos
pueden contener otros aziicares como fucosa y galactosa, como cadenas laterales. La funcién
de los xiloglucanos es unirse estrechamente por puentes de hidrégeno a las microfibrillas de
celulosa lo cual impide que las microfibrillas se enlacen entre si por puentes de hidrégeno en
la pared celular primaria, lo que contribuye a su deslizamiento durante la elongacién celular

(Mc Neil er al 1984, Moore and Staehelin, 1988, Hayashi er al, 1987, Hayashi, 1991).

Los xiloglucanos purificados estdn asociados fuertemente in vitro con microfibrillas de
celulosa purificadas y muestran poca autoafinidad (Hayashi er al 1987). Dadas esas
propiedades, se ha visto in muro que los xiloglucanos forman una capa sobre la superficie
cristalina de las microfibrillas de celulosa y penetran en regiones amorfas. Esas moléculas de
xiloglucanos pueden mediar fuertemente la imbibicién de las microfibrillas en la matriz-gel de
la pared. La elongacién de paredes de epicotilos de chicharo inducida por auxina estd
acompanada por la liberacién de fragmentos de xiloglucanos y un incremento en una endo-p-

1,4-glucanasa que rompe los xiloglucanos de chicharo (Hayashi er al, 1984 b).

Los xilanos son los componentes hemicelulésicos mayoritarios de las paredes de
monocotiledéneas (15-20%) y un componente menor de las paredes de dicotiled6neas (2%).
Constan de una cadena (1-4)-B-D-glucano unido por enlaces 1-6 a residuos a-D-Xilosil.
Todos los xilanos tienen residuos xilosil unidos por enlaces B-4. Los xilanos tienen diferentes
arreglos y combinaciones de cadenas laterales unidas en O-2 6 en O-3 a residuos xilosil. Los

xilanos también estdn unidos fuertemente por enlaces de hidrégeno a las microfibrillas de
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celulosa, con una fuerza de unién inversamente proporcional al grado de sustitucién de las

cadenas laterales.

Los pB-glucanos son polisacdridos que contienen una mezcla de residuos
glucopiranésidos unidos por enlaces -3 (cerca del 30%) y P-4 (cerca del 70%), son
caracteristicos de las paredes celulares de los pastos. Aparentemente, los enlaces B-3
raramente o nunca son contiguos, mientras que los enlaces P-4 se han encontrado mds

frecuentemente en series de dos o tres, ocasionalmente en series de mds de diez.

1.2.1.1.3 Pectinas.

Las pectinas son un grupo de polisacdridos heterogéneos, ramificados y altamente
hidratados, ricos en dcido d-galacturénico. Las homogalacturonanas, junto con las
ramnogalacturonanas I y II constituyen el grueso de las pectinas de las dicotiledéneas. Debido
a su carga negativa son moléculas altamente hidratadas y se unen especificamente a cationes.
Ciertas pectinas son particularmente abundantes en la ldmina media, la regién central

especializada que cementa una célula con otra.

1.2.1.1.4 Lignina.
La lignina es un polimero complejo compuesto de di y tri- hidrofenoles derivados de

fenilalanina o de tirosina, y su funcién es engrosar y endurecer las paredes celulares

La pared de las células epidérmicas estd cubierta o impregnada con ceras (cutina y
suberina) que sirven para prevenir la pérdida de agua y como barrera mecdnica contra la
invasién de bacterias, hongos e insectos. La contribucién de esas capas serosas a la fuerza de
la arquitectura se desconoce. En algunas células especializadas la lignina se deposita tanto en

la pared celular primaria y en la secundaria después de que el crecimiento cesa.

Un esquema de los componentes de la pared celular descritos hasta aqui y su

interaccién celular se muestra en la figura 2.
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Figura 2. Esquema de los componentes de la pared celular.

1.2.1.2 Proteinas de pared celular.

1.2.1.2.1 Extensinas
Las proteinas estructurales mds abundantes y mejor caracterizadas de las paredes de
dicotiledéneas son las extensinas, una familia de glicoproteinas ricas en hidroxiprolina

(Cassab y Varner, 1988; Cooper et al, 1987; Tiemey y Varner, 1987).

Las extensinas tienen las siguientes caracteristicas en comun: 1) son proteinas bésicas,
su punto isoeléctrico es alrededor de 10 por su alto contenido de lisina; 2) son ricas en
residuos de hidroxiprolina, los cuales son tipicamente glicosilados con uno a cuatro residuos
arabinosil; 3) tienen dominios repetidos; 4) mediante microscopia electronica, se ha observado
que generalmente asumen estructura de vara flexible; y 5) las cadenas laterales de los residuos
de aminodcidos (serina, treonina, lisina, hidroxiprolina, tirosina e histidina) ofrecen muchas

posibilidades para modificacién postraduccional y la interaccion in muro (Varmer y Lin, 1989).

Las extensinas mejor caracterizadas son aquéllas que se acumulan en cultivo de células

en suspension o en tejido en respuesta a dafio, infeccion, elicitores o etileno.

1.2.1.2.2 Proteinas ricas en prolina (PRP’s)

Las proteinas ricas en prolina son proteinas bdsicas que se caracterizan por tener
cantidades equimolares de prolina e hidroxiprolina. Presentan repeticiones de prolinas
contenidas en una variedad de secuencias repetidas. Muchas PRP’s se caracterizan por la
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presencia del decapéptido pro-pro-X-Y-Lis, donde X y Y pueden ser valina, tirosina, histidina
y dc. glutdmico, carecen de serinas y estdn parcialmente glicosiladas (Showalter, 1993). Las
primeras PRP’se identificaron en soya, donde se agruparon en tres subgrupos dentro de la
familia, cada uno con una secuencia repetida representativa (Hong er al 1987). A partir de la
secuencia deducida de aminodcidos se encontré una secuencia altamente repetitiva que
consiste del pentimero PPVYK. El gene que la codifica, pertenece a una pequefia familia
génica representada por tres genes: SbPRP1, SbPRP2 y SbPRP3 (Hong er al 1987, Hong er al
1990). La expresién de esta familia génica en soya estd altamente regulada durante el

desarrollo, y presenta patrones de expresion especifico de célula y de tejido.

En frijol se han aislado genes con alta homologia a PRP1 y PRP2 de soya a partir de
plantulas etioladas de frijol sometidas a déficit hidrico y tratamientos con ABA (Colmenero-
Flores et al, 1997). A la fecha se han encontrado proteinas ricas en prolina en otras especies

vegetales cuyas secuencias repetidas difieren de las encontradas en soya.

1.2.1.2.3 Arabinogalactanas (AGPs).

Son una familia de glicoproteinas altamente glicosiladas, ricas en hidroxiprolina. Estas
glicoproteinas consisten de un nicleo proteico unido a unidades de polisacéridos ricos, como
su nombre lo indica, en arabinosa, galactosa, y en algunos casos dcido galacturénico u otros
azicares menos abundantes. La cadena polisacdrida parece estar unida a los residuos de
hidroxiprolina y posiblemente a serina y treonina, en tanto que las cadenas cortas de arabinosa,

cuando existen, estdn unidas a hidroxiprolina.

Dependiendo de la composicién del nicleo proteico se dividen en cldsicas y no
clisicas. El grupo de AGPs clisicas, estin constituidas principalmente de hidroxiprolina,
alanina, serina, treonina y glicina. En tanto, que las no cldsicas tienen un nicleo proteico con

una composicién de aminodcidos distinta (Figura 3) (Showalter 2001).

Los mecanismos moleculares de la funcién de las AGPs atin no estdn del todo claros,
aunque se les ha relacionado con diferentes funciones vegetales: a) como marcadores de
identidad y destino celular, si bien no es claro si son las responsables de la diferenciacién
celular o solo son marcadores de el proceso; b) se han asociado al desarrollo del xilema, mas
especificamente se ha hipotetizado su funcién en el engrosamiento de la pared celular
secundaria y en la muerte celular programada; c) interacciones moleculares y sefializacién, d)

crecimiento reproductivo, asociadas al estilo, estigma y polen (Showalter, 2001)
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A. AGPs Clasicas.

LeAGP 1
AGP Pcl
B. AGPs No-Clasicas.
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Bl Rico cn Lys  [] Ricoen His B Dominio hidrofébico carboxilo terminal

Figura 3. Estructura de los dominios codificados por clonas de arabinogalactanas
clasicas y no clasicas (fragmento tomado de Showalter, 2001).

Las proteinas arabinogalactanas estin ampliamente distribuidas en las plantas,
contienen hidroxiprolina y se localizan principalmente en la matriz extracelular, en gomas y
exudados (Showalter y Vamer, 1989). La porcién asociada con la pared celular es
completamente soluble en agua y estd involucrada en el reconocimiento célula-célula, més que
en un papel estructural. Los estilos de las flores frecuentemente contienen arabinogalactanas,
posiblemente asociadas con proteinas (Hoggart y Clarke, 1984), y la médula de los n6dulos de

las raices de soya son ricos en proteinas arabinogalactanas (Cassab 1986).

1.2.1.2.4 Lectinas.

Las lectinas hemaglutininas de las solandceas son glicoproteinas ricas en hidroxiprolina
(Showalter y Varner, 1989). Una regi6n de la molécula estd compuesta principalmente de
hidroxiprolina y serina en proporcion 4:1, el balance de la proteina es rico en cisteina, alanina
y glicina. El patrén de glicosilacién de las hidroxiprolinas es similar al de las extensina en las

dicotiledoneas.

1.2.1.2.5 Proteinas ricas en glicina.

Algunas paredes celulares son ricas en glicina. Se ha caracterizado un gene de petunia
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que codifica para una proteina que contiene 67% de glicina (Condit y Meagher, 1987), la
mayor parte de la secuencia consiste de secuencias (Gli X), en las cuales X frecuentemente
corresponde a glicina. El marco de lectura abierto incluye un péptido sefial. El gene es
expresado mds abundantemente en hojas jévenes y tallos, pero no en la raiz; ademds el nivel
de transcrito incrementa con el dafio. En P. vulgaris se han encontrado dos genes similares;

una de las proteinas estd asociada con paredes celulares del tejido vascular (Keller et al, 1988).

1.2.1.2.6 Otras proteinas.

Las paredes celulares de hojas de cebada contienen abundantes polipéptidos llamados
tioninas, con actividad antifiingica (Bohlman et al, 1988). Estas proteinas tienen pesos
moleculares de alrededor de 5000 Da, son bésicas y ricas en cisteina (17%), constituyen la
principal proteina soluble en las paredes celulares de hojas de cebada. Son codificadas por una
compleja familia multigénica que contiene de 50-100 miembros por genoma haploide. Son

téxicas para hongos patégenos y su sintesis es disparada por patégenos.

Ademds de las proteinas estructurales y otras proteinas abundantes mencionadas, las
paredes celulares contienen muchas enzimas. Entre ellas encontramos peroxidasas, fosfatasas,
invertasas,  «-mannosidasas,  PB-mannosidasas, p-1,3-glucanasas,  pB-1,4-glucanasas,
poligalacturonasas, pectin metilesterasas, malato deshidrogenasas, arabinosidasas, «o-
galactosidasas, B-galactosidasas, pB-glucoronidasas, B-xylosidasas, proteasas y dcido ascérbico

oxidasas.

1.2.1.3 Cambios en la expresion de los genes de las proteinas de pared.

Se sabe poco a nivel molecular de la regulacién de los genes involucrados en la sintesis
y degradacidn de los polisaciridos de la pared. El sentido comiin nos dice que si la elongacién
de un tallo es controlado por auxinas y/o giberelinas, y que la elongacién ocurre sin
adelgazamiento de la pared, entonces al menos estas hormonas estdn directa o indirectamente
involucradas en todos los aspectos de la deposicién y rearreglos de la pared durante el
crecimiento. De hecho se ha visto que las auxinas incrementan la tasa de sintesis de
compuestos no celulésicos de la pared (Kutchera y Brigs, 1987). Este incremento en la sintesis
es paralelo al incremento de actividades de B-glucan sintasa y xiloglucan sintasa (Hayashi y
MacLachlan, 1984 b). Simultineamente hay un incremento en las enzimas degradadoras de la

pared celular y son solubilizadas porciones de la matriz de la pared celular.



Se ha propuesto que la deposicién de nuevo material métrico es acompafiado por la
degradaci6n (hidrolitica) o rearreglo (p.ej. transglicosilacién) de componentes ya existentes
(Taiz, 1984). Paredes celulares aisladas experimentan autolisis perdiendo del 10-15% de su
peso seco en 30 hs. Para paredes celulares aisladas de cereales se liberan principalmente [3-1,3-
glucanos y f-1,4-glucanos. En paredes celulares de dicotiledéneas, los polisacdridos liberados
son principalmente arabinogalactanas y xiloglucanos. El tratamiento con auxinas a tejido en
crecimiento antes del aislamiento de las paredes, incrementa la autolisis. Extracciones con 1.5
M a 3.0 M de LiCl remueve las enzimas responsables de la autolisis (Seara et al, 1988). Esas

actividades enzimdticas son mds elevadas en tejidos con més alta capacidad de crecimiento.

Se han caracterizado las endopoligaracturonasas y las pectin metilesterasas aunque atin
no es claro su posible papel en el crecimiento y en la maduracién de frutos, donde la hidrélisis
de los componentes de la pared es responsable de la suavidad del fruto. Frutos maduros de
plantas de tomate transformadas con un gene antisentido de una endopoligaracturonasa, son
rojos, pero no suaves (Ray et al, 1988). Las celulasas estdn involucradas en tipos especiales de
rearreglos de la pared que ocurren durante la abscisién foliar y la maduracién de frutos
(especialmente aguacate). El tratamiento con etileno incrementa los niveles de celulasas en

ambos procesos.

Las extensinas son codificadas por una pequefia familia multigénica y se acumulan
diferentes transcritos en respuesta a diferentes sefales. En raices de zanahoria dos transcritos
codificados por el mismo gene pero con diferente sitio de inicio 5, se acumulan en respuesta a
dafio (Chen y Varner, 1985b). En P. vulgaris se han caracterizado tres diferentes tipos de
extensinas (Corbin et al, 1987). Esos transcritos muestran patrones de acumulacién
marcadamente diferentes en respuesta a daio, infeccion y elicitores fungales. En esas células
la actividad prolin-hidroxilasa incrementa 20-30 veces en respuesta a elicitores fungales
(Bolwell er al, 1985). Glutation exégeno estimula la transcripcién de genes de extensinas y
fenil alanina amonio liasa, asi como, un cambio masivo en el patrén de sintesis de proteinas en

cultivos de células en suspension de P. vulgaris.
1.2.2 La pared celular ensamblada.

Los datos que se tienen sobre los componentes de la pared celular se han obtenido a
partir de cultivo de células en suspensién de sicomoro (Varner y Lin, 1989). No se conocen los

tipos y la proporcién de los componentes de pared en células diferenciadas y, en consecuencia,
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en paredes celulares diferenciadas.

La arquitectura de la pared celular no es tinica de las plantas superiores. Los animales
superiores usan coldgeno como material fibroso, hongos y artrépodos utilizan quitina, en tanto
que las plantas superiores contienen la celulosa. En las plantas superiores el papel de las
microfibrillas de celulosa puede ser relativamente constante. Cambios en los dngulos de
deposicién de las capas de microfibrillas de celulosa pueden considerarse como ajustes
menores. Con la escisién de las micrifibrillas de una capa de xiloglucanos (o xilanos)
fuertemente unida por enlaces de hidrégeno, se incrementan las posibilidades para hacer
ajustes finos de las interacciones entre el complejo microfibrilla-xiloglucano y la matriz, la

cual contiene varios carbohidratos complejos.

Dentro de cualquier pared celular, las posibilidades de modular las propiedades de la
matriz hidrolizando algunos enlaces ésteres y/o glicosidicos es enorme. Ahora vemos que los
requerimientos impuestos por los programas de desarrollo y por la respuesta a los estreses
ambientales han resultado en la evolucién de grupos sofisticados de genes y reguladores de
estos genes que, modulan la estructura de la pared de acuerdo a la demanda. Las paredes

celulares de diferentes tejidos tienen funciones diversas y por lo tanto estructuras diferentes.

Asumiendo que hay algin orden, asi como cierta inmovilidad en los componentes de la
pared, las enzimas involucradas en los rearreglos deben tener alguna movilidad, ésto es,

alguna capacidad de encontrar el sitio que requiere atencion.

Existen algas del orden Volvocales cuyas paredes carecen de celulosa, hemicelulosa,
pectina y lignina. Las paredes estdn ensambladas completamente de glicoproteinas (Adair et
al, 1987).

1.2.3 La pared celular y el crecimiento.

El crecimiento es un proceso que requiere de la elongacion celular y esta directamente
relacionado a la presién de turgor (Taiz, 1991). La elongacién celular bdsicamente consiste en
un incremento del volumen celular propiciado por la captacién de agua. La sintesis y
degradacion de los componentes de la pared celular desempefian un papel fundamental durante

el crecimiento.

Las paredes celulares que forman y parten las células en divisién son modificadas

quimica y estructuralmente para proporcionar una célula con su forma funcional. La expansién
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celular ocurre a través de una reorientacién estrictamente regulada de cada uno de los
componentes de la pared celular, que permite primeramente a la pared estirarse en direcciones
especificas y concluir en una forma final (Carpita y Gibeaut 1993). Contienen componentes
para sefializacion y comunicacién por continuidad simpléstica a través de los plasmodesmos
(Lucas, 1999). Mantienen continuidad molecular con la membrana plasmdtica y con el
citoesqueleto. Recientes descubrimientos han cambiado la visién de la pared celular, para

considerarla como una extensién del citoplasma (Roberts 1990).

A diferencia de lo que ocurre en las plantas, en los hongos filamentosos, el crecimiento
y la deposicién de la pared celular son confinados en su mayor parte al dpice de la hifa en
elongacién. El nuevo material es depositado uniformemente en el dpice de la célula e
intercalado progresivamente en los cilindros reforzados detrds del dpice. Este patrén de
crecimiento ocurre en algunas células vegetales, como en el dpice de crecimiento de los pelos
radiculares y en el tubo polinico. Pero para la gran mayoria de las células vegetales se deposita
nuevo material uniformemente a lo largo de toda la pared celular en expansién (Preston,
1974).

Durante el crecimiento, la pared celular es un compartimiento metabélicamente activo,
existe ruptura enzimdtica de las moléculas intercaladas y la presion osmética empuja los
componentes fibrilares. Nuevas microfibrillas y polimeros asociados son depositados en la
superficie mds interna de la pared celular, formando una red de fibras altamente estratificada y

entrecruzada (Carpita y Gibeaut, 1993).



2 ANTECEDENTES DE LABORATORIO.

En el laboratorio se han identificado dos glicoproteinas localizadas en la fraccién de
pared celular de frijol, de 33 y 36 kilodaltones, denominadas p33 y p36 respectivamente.
Ambas proteinas son reconocidas por anticuerpos policlonales obtenidos contra p33. A nivel
de composicién de aminodcidos ambas proteinas son semejantes, mas no idénticas. Estas
protefnas se acumulan, en su forma soluble, en respuesta a déficit hidrico en el hipocotilo y la
raiz de plantulas etioladas de frijol y en plantas adultas. Durante un estrés dristico se
acumulan ambas, y durante un estrés paulatino se acumula principalmente p33 (Covarrubias et

al, 1995),

También se ha observado la acumulacién de estas proteinas en su forma soluble por
tratamientos con ABA. La respuesta al estrés osmético es especifica, debido a que no se han

encontrado evidencias de acumulacién respuesta a dafio ni por elicitores

Figura 4. Patrones proteicos de extracios acidicos de tres diferentes regiones de plantulas
etioladas de frijol: A) epicotilos, B) hipocotilos y ¢) raiz, sometidas a déficit hidrico.
Tomado de Covarrubias et al, 1995. Las flechas indican a p33, p36.
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HIPOTESIS.

p33 y p36 son dos proteinas de pared celular, que participan en la respuesta de la
planta al déficit hidrico, al contribuir a la modificacién de la pared celular para una mejor

adaptacion a esta situacién de estrés.

Las caracteristicas bioquimicas, asi como el patrén de acumulacién de estas proteinas

es informacién relevante, necesaria para entender su funcién.

3 OBJETIVO GENERAL.

Estudiar las caracteristicas bioquimicas y los patrones de acumulacién de éstas

proteinas en condiciones éptimas de humedad y de estrés hidrico.
Objetivos particulares.

Disenar una estrategia de purificacién que permita el enriquecimiento de p33 y p36,

con la finalidad de obtener microsecuencia de las mismas.

Determinar el punto isoeléctrico de p33 y p36, asi como el peso molecular de p33 y

p36 en forma nativa.

Determinar el patrén de acumulacion de p33 y 36 en las diferentes regiones de

crecimiento del hipocotilo.

Analizar su distribucién en diferentes especies vegetales.



4 MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIAL BIOLOGICO:

Se utilizé semilla de frijol (Phaseolus vulgaris L.) var. Negro Jamapa, la cual fue
desinfectada con una solucién de hipoclorito de sodio al 10 % (v/v)' durante 10 minutos y
enjuagada abundantemente con agua des-ionizada. Las semillas se germinaron sobre papel
absorbente himedo, en condiciones de oscuridad en una cdmara de crecimiento a una
temperatura constante de 27 °C y una humedad relativa del 70 %. Una vez germinadas, las
pldntulas de cinco a ocho centimetros de longitud se transplantaron a vermiculita bien irrigada
o en condiciones de sequia. Las plantas fueron regadas con agua a razén de 5 ml por gramo de
vermiculita en el tratamiento de irrigacién 6ptima (-0.8 bar), en tanto que la condicién sequia
se estableci6 con la octava parte de agua (-3.2 bar). La condicion de déficit hidrico se mantuvo
constante pesando diariamente las charolas y agregando agua hasta recuperar el volumen
perdido por evaporacién. Después de 72 horas, se coseché y procesé el material vegetal. El
mismo procedimiento se realizé para obtener el material de las variedades de frijol Negro-150,
Michoacdn 12-A-3, Cacahuate-72 y Flor de Mayo.

Las otras especies vegetales analizadas fueron maiz (Zea mays L.), algarrobo

(Prosopis), tabaco (Nicotiana tabacum) y Arabidopsis thaliana. Los tratamientos aplicados a
maiz y algarrobo fueron idénticos a frijol. Debido a las dimensiones de las pldntulas de tabaco
y Arabidopsis estas fueron sometidas a un estrés por deshidratacién diferente. La semilla fue
desinfectada como se describe previamente, y germinada sobre una malla de tela mantenida en
condiciones Gptimas de hidratacién. Después de 4 dias, las plantulas fueron colocadas bajo
flujo de aire, manteniendo bien hidratada la raiz de las pldntulas control, hasta que las

plantulas perdieron el 30% de su peso fresco.
4.2 EXTRACCION DE PROTEINAS BASICAS.

El método usado en el laboratorio para enriquecer p36 y p33 es el reportado por Mazau

et al, 1988, con algunas modificaciones. Este procedimiento, que consiste en un tratamiento

! A partir de una solucién comercial al 6%.
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dcido, se ha utilizado para purificar algunas proteinas de pared celular, dada la alta
insolubilidad de estas.

El tejido (hipocotilo y raiz) se macerd en un mortero con nitrégeno liquido hasta
obtener un polvo fino. Se agregaron dos volimenes/peso de solucién de extraccién para
proteinas bdsicas, la mezcla se homogenizé y se dejo en agitacion durante 48 horas a 4 °C.

Posteriormente se centrifugd a 14000 rpm durante 20 minutos, en un rotor JA-14 a una
temperatura de 4 °C. Tras recuperar el sobrenadante, las proteinas se precipitaron con 5
volimenes de acetona absoluta fria (-20 °C) durante 24 horas. Las muestras se centrifugaron a
7500 rpm en rotor JS 7.5 durante 15 minutos. La pastilla se resuspendié en acetato de sodio
0.1M pH 4.5, a razén de 0.03 ml por gramo original de tejido.

Una vez extraidas, se cuantificaron las proteinas por el método de Bradford.
Posteriormente, se procedié a la separacién de las mismas en un gel discontinuo de
poliacrilamida-SDS a una concentracién del 12%, preparado de acuerdo al método descrito
por Laemli (1970). La electroforesis se efectud en geles de 8.2 x 7.3 x 0.15 cm a 100 volts,
hasta que el frente de azul de bromofenol llegé a la base del gel (aprox. dos horas). A
continuacion el gel fue fijado en una solucién 50% metanol-10% ac. acético glacial, durante
dos horas. Se procedié a la tincién en solucién de Azul de Coomassie al 0.15% w/v en
solucién fijadora, durante 15 minutos. El gel fue destefiido en una solucién de 5 % metanol y 7

% dcido acético.

4.2.1 Cuantificacién de proteinas por el método de Bradford.

La concentracién de proteina se determiné por el método reportado por Bradford en
1976, usando un reactivo comercial. Para cada muestra se agregaron 800 ul de agua, 200 ul de
reactivo de Bradford (BIO-RAD) y 3-5 pl de extracto. Para el blanco se agregaron 3 pl de
0.1M de acetato de NA pH 4, en sustitucién del extracto. Transcurridos 5 min, las muestras se
leyeron en espectrofotémetro a una densidad Optica de 595 nm. La curva de calibracién se

hizo con seroalbiimina bovina (BSA) en un rango de 2 a 20 pg/ml.

4.3 PRECIPITACION DE PROTEINAS CON SULFATO DE AMONIO.
Las proteinas precipitan especificamente a diferentes concentraciones de sulfato de

amonio. El sulfato de amonio puede afadirse en forma de sal o bien a partir de una solucién

saturada, en el laboratorio se prefirié utilizar solucién saturada. La solucién saturada se

preparé mezclando 767 g de sulfato de amonio en un litro de agua. Se agit6 la solucién
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calentando ligeramente y una vez que la sal se disolvié por completo, fue filtrada (estando atin
caliente), se dejo cristalizar por 12 h a 4 °C. Cuando se emplea solucién saturada de sulfato de

amonio (SSSA) el volumen a afiadir se calcula mediante la siguiente férmula.

Va=Ci Vi-CfVi
CiCa
Va = volumen por afiadir (sol. saturada de sulfato de amonio)
Vi = volumen inicial de la muestra
Ca = concentracién de la solucién por anadir (100%)
Ci = concentracidn inicial de la muestra
Cf = concentracion final de la muestra

Se realizaron cortes de sulfato de amonio cada 10 unidades porcentuales. De acuerdo a
la férmula anterior se fue calculando el volumen de sulfato de amonio necesario para realizar
cada corte.

Se midi6 el volumen total de extracto édcido y se calculd el volumen necesario de SSSA
para precipitar al 10% de sulfato de amonio. La solucién de sulfato de amonio se mezclé
lentamente con la proteina, se mantuvo en agitacién suave a 4 °C durante 30 min, enseguida se
centrifugé a 10,000 rpm, durante 10 min. La pastilla se recuperé (ésta corresponde al corte de
10% de sulfato de amonio). Se midié el volumen recuperado del sobrenadante y se hicieron
los cdlculos para determinar el volumen de SSSA necesario para llevar la solucién SSSA-
proteina al 20% de sulfato de amonio, se procedié de igual manera que con el corte anterior, se
centrifugé a 10,000 rpm durante 10 minutos, se recuperd la pastilla (ésta corresponde al corte
de 20% de sulfato de amonio) y asi sucesivamente se fueron precipitando los sobrenadantes de
10 en 10 unidades porcentuales de sulfato de amonio hasta cubrir el 80% de saturacién. Las
pastillas fueron resuspendidas en 0.IM de acetato de Na pH 4.5, se separaron
electroforéticamente para verificar su pureza. Las fracciones conteniendo a p33 y p36 se
dializaron contra 200 volimenes de 0.02 M de acetato de sodio pH 4.5, se concentraron a
través de unidades de filtracion marca Amicon y se reservaron para un posterior paso de

purificacién a través de una columna de intercambio catiénico (Cooper, 1977).
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44 CROMATOGRAFIA
4.4.1 Separacién por intercambio catiénico.

En una columna de 2.5 ml de carboximetil-celulosa (CMC-32) previamente activada,
la cual se equilibré en 0.02M de acetato de sodio pH 4.5, se cargé la proteina a una velocidad
de flujo de 30 ml/h, la proteina se eluy6 con 18 ml de un gradiente lineal de NaCl 0-1M en
0.02M de acetato de sodio pH 4.5. Se colectaron fracciones de 0.5 ml y se detecté la proteina
haciendo experimentos tipo “western” a las mismas usando en anticuerpo anti-p33. Las
fracciones conteniendo a p33 y p36 se mezclaron y dializaron contra 0.1M de acetato de
amonio pH 4.5. Se concentraron utilizando centricon-30 (Amicon). Esta es la proteina que se
utiliz6 para la separacién en una columna de exclusién molecular Superdex-200.

La carboximetilcelulosa requiere ser activada, previo a su uso en cromatografia de
intercambio catiénico. Es necesario tener precaucién con esta resina ya que es muy fragil y se
fragmenta facilmente. Se incubaron 5 g de carboximetil celulosa en 100 ml de 1M de NaOH
durante 2-5 min, se filtré. Se lavé con agua destila 2 a 3 veces, se filtré nuevamente. Se incubé
en 100 ml de IM de HCI 2-5 min, se filtré. Se lavé con agua destilada 2 a 3 veces, se filtré.
Una vez activada se equilibré en el buffer de trabajo, o bien se conservé en refrigeracién con
0.005% de azida de sodio. Es importante la eliminacién de particulas finas que puedan

bloquear la columna e impidan la reproducibilidad de la cromatografia.

4.4.2 Separacién en FPLC: columna Superdex-200.

La proteina obtenida por intercambio catiénico, fue concentrada y dializada. Se cargé
en una columna de exclusién molecular SUPERDEX-200 de Pharmacia LKB. La columna se
equilibré en 0.1M de acetato de sodio pH 4.5, 0.1M de NaCl, la muestra se eluyé a una
velocidad de flujo de 1ml/min. Se colectaron fracciones de Iml y la proteina se monitore6
haciendo experimentos tipo “western” a las fracciones usando el anticuerpo anti-p33. Las
fracciones conteniendo a p33 y p36 fueron mezcladas, se dializaron contra 0.1M de acetato de

sodio pH 4.5, y se almacenaron a —20 °C para su uso posterior.

4.5 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES.
Dada la dificultad para obtener material de algunas de las especies diferentes a
frijol, seguimos el método descrito por Hurkman y Tanaka (1986) el cual se describe a

continuacién con algunas modificaciones.
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Un gramo de tejido se maceré con nitrégeno liquido en un mortero hasta obtener
un polvo fino y se homogeneizé en 5 ml de solucién amortiguadora de extraccién. Se
transfirié la suspensién a tubos Corex de 30 ml e incubaron a 4 °C, 10 minutos. Se agregd un
volumen igual de fenol (saturado en agua) y se agité a temperatura ambiente durante 10
minutos. Posteriormente las muestras se centrifugaron a 7000 rpm en el rotor HB4 durante 10
minutos. Se recuperé la fase fendlica. Se re-extrajo con un volumen igual de solucién
amortiguadora de extraccion y se centrifugé nuevamente a 7000 rpm durante 10 minutos. Se
separé nuevamente la fase fendlica, se midi6 el volimen y se colocé en tubos limpios. De cada
muestra se separaron alicuotas de 100 ul en tubos para microcentrifuga, para cuantificacién de
proteina, a partir de aqui ambas tubos para cada muestra se procesan igual. Las proteinas se
precipitaron durante toda la noche con cinco volimenes de 0.1M de acetato de amonio en
metanol a -20 °C. Se centrifugaron a 7000 rpm durante 15 minutos. La pastilla formada se
lavé tres veces con la misma solucién de precipitacién y una vez con acetona 80% y se dejo
secar al vacfo. Las pastillas de la alicuota se resuspendieron en 1 ml de NaOH 0.1M y se
cuantificé la proteina por el método de Lowry. El resto de las pastillas se resuspendieron

directamente en buffer de muestra Laemli 1X a una concentracién conocida de 5 pg/pl.

4.5.1 Cuantificacién de proteinas por el método de Lowry.

Se siguié la metodologia reportada por Cheif y Wensink (1981), con algunas
modificaciones. Este método de cuantificacién de proteinas fue reportado por Lowry et al en
1951. Un volumen conocido de proteina se llevé a 100 pl con NaOH 0.1M, se afiadié un
mililitro de CTC se mezcl6 y dejé reposar 10 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron
100 pl de reactivo de fenol diluido 1:1 en agua y se agité vigorosamente 10 segundos. Después
de 30 minutos en reposo se ley6 la absorbancia a una densidad 6ptica a 650 nm. La curva de
calibracién se hizo con BSA en un rango de 10 a 100 pg/ml, y se elaboré ajustando la
concentracion conocida a un volumen de 100 pl con NaOH 0.1M y se procesé igual que las

muestras.

4.6 Experimentos tipo “WESTERN”.

Las muestras de proteina se separaron electroforéticamente. El gel se equilibré en
agitacion con solucién amortiguadora de transferencia (BT) durante 30-60 minutos. Se colocd
un magneto en el fondo de la cdmara de transferencia y se llené con BT. Los soportes de gel

para transferencia se armaron en el orden siguiente: sobre la esponja del lado negro se colocé
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un papel filtro (Whatman 3MM), sobre este se colocé el gel previamente equilibrado, en
seguida y evitando la formacién de burbujas, se colocé la membrana de transferencia
(Immobilon P, Millipore) humedecida previamente en metanol y equilibrado 10 minutos en
BT, por dltimo se coloca otra pieza de papel filtro y la otra esponja, cerrando cuidadosamente
el soporte.

Se introdujo el soporte en la cdmara de transferencia. Se transfirié toda la noche a 300
mA de corriente constante. Las proteinas migran del polo negativo al positivo por lo que el
lado negro del soporte deberd conectarse al polo negativo.

Concluida la transferencia se desarmé el soporte y se marcé la orientacién del gel en la
membrana de transferencia y se procedi6 a la deteccidn de las proteinas via substratos

cromogénicos.

4.6.1 Deteccién del antigeno.

Se sigui6é un protocolo estindar para la deteccién de la proteina, usando una dilucién
1:2000 del anticuerpo policlonal anti-p33 (ver abajo).

Bloqueado. 30 min. a temperatura ambiente, con 5% de leche descremada en buffer tris
salino tween (TBST).

Enlace del anticuerpo primario. 30 minutos a temperatura ambiente o bien a 4 °C toda
la noche en una dilucién 1:2000 en solucién bloqueadora. Se lavé en TBST tres veces, 5-10
minutos cada una.

Enlace del segundo anticuerpo. La membrana de transferencia se incubé en el segundo
anticuerpo, anti-conejo IgG-AP conjugado, (dilucién 1:2,000 en solucién bloqueadora)
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se lavé tres veces en TBST, 5-10 minutos cada
una. Mientras se lava la membrana, se prepara la solucién de substratos de la fosfatasa alcalina
(NBT/BCIP).

Deteccién cromogénica de los complejos. La membrana se sec6 ligeramente con papel

filtro 3MM vy se colocé en la solucién de substratos el tiempo necesario para observar el color
morado de la reaccién, aproximadamente 5 minutos. Una vez que se observa la coloracién, la
reaccion se detiene enjuagando abundantemente en agua, se seca la membrana y se toma el

registro fotogrifico.
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4.7 INMUNO HISTOQUIMICA
4.7.1 Impresiones de tejido.

Las impresiones de tejido se hicieron siguiendo la metodologia reportada por Cassab y
Varner, 1987. El material vegetal se prepar6 de acuerdo a Covarrubias et al (1995). Con una
navaja nueva de doble filo se hicieron cortes transversales de Imm de grueso a hipocotilos de
plantulas de frijol, tomando cuidadosamente los cortes con una pinzas se colocaron sobre
hojas de nitrocelulosa tratadas con CaCl,, protegiendo con un trozo de papel encerado se
presioné con el dedo durante unos 30 segundos. El corte de hipocotilo fue retirado, las
membranas se secaron al aire y fueron tratadas para detectar p33 y p36 usando el anticuerpo
anti-p33. En todo momento se emplean guantes para evitar contaminar tejido y membranas.
Las hojas de nitrocelulosa fueron incubadas previamente en 0.2M de CaCl, durante 30 min y

secadas al aire.
4.7.2 Electroelusién de proteinas.

Previo al disefio de la estrategia de purificacién con el fin de obtener anticuerpos, y
hacer parte de la caracterizacién bioquimica, se procedié a la electroelusién de ambas
protefnas utilizando una cdmara de electroelusién marca ISCO, la cual permite la recuperacién
de biomoléculas como proteinas, RNA y DNA. Se hicieron geles preparativos con muestras
enriquecidas en p33 y p36, los cuales se sometieron a tincién rédpida no fijativa con azul de
coomassie y fueron destefiidos como se describe previamente. Las bandas de proteina se
cortaron y lavaron abundantemente en agua destilada a 4 °C. Una vez lavadas se incubaron
toda la noche a 4 °C en el siguiente buffer de elusién: buffer de corrida 0.1X 500 ul més 125
ul SDS 10%. Los trozos de acrilamida conteniendo la proteina se colocaron en la cubeta de
muestra de la cdmara, el reservorio se llené con mds buffer de elusién, y el tanque de la
cdmara se llené con buffer de corrida. Es importante colocar cuidadosamente las membranas
para evitar fugas y pérdida de la muestra. La muestra se corri6 a 3 watts constantes, cada 30
min se recuperd la proteina acumulada en el depésito, esto se repitié las veces necesarias hasta
que dejé de verse azul de coomassie en las bandas de acrilamida. Las proteinas migran del

polo positivo al negativo. La proteina se puede almacenar a -20 °C.

4.7.3 Obtencion de anticuerpos.
La proteina electroeluida fue aplicada por inyeccién subcutdnea en tres aplicaciones de
50 pg c/u con adyuvante de Freund’s, a intervalos de dos semanas cada uno a un conejo
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hembra Nueva Zelanda. Una semana después de la segunda inmunizacién se sangré por
puncién intravenosa para monitorear el titulo del anti-suero. Se hicieron dos refuerzos mds a
intervalos de dos semanas y se procedié al sangrado del conejo por puncién cardiaca. La
sangre se dej6 coagular a 4 °C toda la noche y al dia siguiente se centrifugé a 1000 g durante

10 minutos. El suero se alicuoté y guardé a =20 °C para su posterior utilizaci6n.

4.7.4 Purificacion de anticuerpos por inmunoafinidad.

Para verificar la especificidad del antisuero anti-p33, se purificé por inmunoafinidad,
siguiendo la metodologia reportada por Olmsted (1981). Esencialmente se procede como en
un “western” normal con algunas excepciones. Una corrida preparativa de proteinas bésicas
fueron transferidas a immobilén P, bloqueada 1 h a 37 °C en TBT con 0.25 % de gelatina. Se
incubd toda la noche con una dilucién 1:500 de anti-p33, se lavé. Un carril fue cortado de la
membrana e incubado con el segundo anticuerpo y revelado contra sustratos cromogénicos.
Este trozo de membrana se empled para definir la migracién de p33 en la membrana restante.
Se recortd la porcion de membrana correspondiente a p33. Los anticuerpos especificos fueron
eluidos de la membrana incubando en 3 volimenes de 0.2 M de glicina pH 2.3 durante 2
minutos en hielo. La solucién fue neutralizada por adicién de 1 volumen de tris base IM y
dializada contra TBS. Esta preparacién del anticuerpo se usé directamente para la

inmunodeteccién de proteinas relacionadas a p33 y p36 en otras especies vegetales.
4.8 MICROSECUENCIA.

Muestras de proteina parcialmente purificada (fracciones obtenidas de la Superdex-200)
se separaron electroforéticamente en un gel de acrilamida-SDS cargando aproximadamente 2
pg por carril de cada banda (referida a un estdndar de albimina bovina tefiido con azul de
coomassie). Una vez teiiido el gel con azul de coomassie se procedié a cortar las bandas
correspondientes a p33. Estas se lavaron en 1 ml de acetonitrilo 50 % y dos veces con 1 ml de
agua milli-Q, se decanté el exceso de agua y se congelaron las bandas. Estas bandas fueron

enviadas para su secuencia a Harvard Microchem (Cambridge MA).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACION BIOQUIMICA
5.1.1 Purificacién de p33 y p36.

El esquema de la Figura 5 presenta de manera general el protocolo de purificacién
disefiado para obtener p33 y p36 con el mayor grado de pureza. En los pdrrafos siguientes se

describe cada uno de los pasos de purificacién que en la misma se sefialan.

Extraccion acida | —®  Precipitacion con y 10%
de proteinas (NHe)2SO4 + +
0% ¥ Sobrenadante corte 10 %
\] Y
0% § Sobrenadante corte 20 %
\] Y
Sobrenadante 40% corte 30 %
v g FRACCIONES
i y ENRIQUECIDAS EN p33/p36 L
Sobrenadante corte 40 % intercambio catiénico
f carboximetilcelulosa
Separacion en FPLC

] columna Superdex 200.

oligémero p33/p36
de aprox. 240 kd

Figura 5, Diagrama de flujo que seiiala los diferentes pasos de purificacién a que fueron
sometidas las proteinas basicas de frijol sometido a déficit hidrico.

5.1.1.1 Precipitacién con sulfato de amonio
Se obtuvo el material vegetal de acuerdo a Covarrubias er al (1995). Una vez obtenido
el material vegetal éste se sometié a una extraccién dcida, como se indica en Materiales y
Métodos. Los extractos obtenidos fueron sometidos a un fraccionamiento diferencial con
sulfato de amonio, precipitando con concentraciones crecientes a partir de una solucién
saturada. Al analizar los patrones electroforéticos de cada corte, p33 y p36 mostraron un fuerte
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enriquecimiento en las fracciones correspondientes al 30% y 40% de sulfato de amonio (Fig.
6). Estas fracciones fueron dializadas contra 400 volimenes de acetato de Na 0.02M, pH 4.5 y

analizadas en geles de poliacrilamida-SDS.
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Figura 6. Fraccionamiento diferencial con sulfato de amonio, a la izquierda se sefialan
los marcadores de peso molecular. En la parte superior la concentracion de sulfato de
amonio a que corresponde cada carril. Las puntas de flecha sefalan a p33 y p36. ET,
extracto total, corrida representativa de un extracto Acidico completo, previo al
fraccionamiento.

5.1.1.2 Separacién por intercambio catiénico.

Dado que el fraccionamiento con sulfato de amonio dio como resultado una muestra
alin muy compleja, se procedié a una separacién en una columna de intercambio catiénico.
Las fracciones correspondientes al 30-40 % de sulfato de amonio se dializaron y pasaron a
través de una unidad de filtracién (centricén-30, marca Amicon, limite de exclusién de 30,000
da). Esta muestra fue cargada a una columna de 2.5 ml, con carboximetil celulosa (CM32)
previamente activada y equilibrada como se detalla en Materiales y Métodos. La columna se
empacé con auxilio de una bomba peristéltica a una velocidad de flujo de 30 ml/h. Una vez

cargada la muestra se lavé la columna con 10 ml de buffer, y se procedié a eluir la proteina

con 18 ml de un gradiente lineal de 0-1.0 M de NaCl en acetato de Na 0.02 M, pH 4.5.

Después de separar las diferentes fracciones en geles de poliacrilamida-SDS, se

observé que p33 y p36 coeluyen a una concentracién de 0.3-0.4M de NaCl (Figura 7.)
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La pureza de las muestras se verificé por andlisis con geles de poliacrilamida-SDS
tefiidos con azul de coomassie. Como se aprecia en la Figura 7 ain se obtuvo un mayor
enriquecimiento de las proteinas de interés, sin embargo, este paso de purificacién no fue
eliminado debido a que en una electroforesis 2D de la fraccién 30-40% de sulfato de amonio,
se detectd la presencia de una protefna de 33 kDa, cuyo pl es dcido y es reconocida por los
anticuerpos anti-p33.
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Figura 7. Fracciéon enriquecida de p33 y p36, a partir de una columna de intercambio
catiénico. Gel de poliacrilamida SDS tefiido con azul de coomassie. Se utilizé como
eluyente NaCl, en acetato de Na 0.02M pH 4.5. Las concentraciones de NaCl se sefalan
en cada carril. Las flechas indican la posicién de p33 y p36, a la derecha se indican los
marcadores de peso molecular. E, eluado; L, lavado.

Las fracciones conteniendo p33 y p36 se recolectaron y dializaron contra 400
volimenes de acetato de Na 0.1 M pH 4.5 y, posteriormente, se concentraron a través de
centricon 30. La muestra de proteina asi tratada se empled para pasos posteriores de

purificacién en cromatografia liquida de baja presién.

5.1.1.3 Separacién por cromatografia liquida de baja presion.
Debido al ligero enriquecimiento alcanzado con la cromatografia de intercambio

catiénico y a la pequefia diferencia en peso entre las dos proteinas de interés decidimos
emplear una columna de exclusién molecular con el objeto de separar a p33 y p36, una de la
otra, asi como del resto de las proteinas presentes en la fraccién proveniente de la
cromatograffa de intercambio catiénico.
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Una fraccién enriquecida mediante cromatografia de intercambio catiénico fue cargada
en una columna de exclusién molecular en cromatografia liquida de baja presién, Superdex 75
HR 10/30 (Pharmacia) cuyo rango de exclusién es de 3 a 75 kDa. Contrario a lo esperado en
base al peso molecular de las proteinas de interés, al analizar las fracciones p33 y p36 se
encontraron en el volumen de exclusién. Esto llevé a sugerir que p33 y p36 se encontraban
interactuando en un oligémero del alto peso molecular. El empleo de esta columna se descarté
y fue necesario el empleo de una columna de exclusién molecular con un rango de exclusién

mds amplio (los datos no se muestran).
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Figura 8. Cromatograma obtenido al inyectar una fraccién enriquecida de p33 y p36 en
una columna de exclusién molecular Superdex 200. En el eje x se indican los nimeros de
fracciones. Eluyente: 0.1M NaCl, 0.1M acetato de Na pH4.5. Velocidad de flujo 1 ml/min.
Las flechas indican la posicién de p33 y p36. Abajo del cromatograma se ve el patrén
electroforético de muestras representativas de cada fraccion.

Nuevamente se procedié a inyectar una fraccién enriquecida en carboximetilcelulosa, a
través de otra columna de exclusién molecular Superdex 200 (Pharmacia), con un rango de
resolucién de 3 a 600 kDa. La presencia de la proteina se rastreé haciendo “dot blot” de las
fracciones obtenidas empleando el anticuerpo anti-p33. El pico correspondiente a p33 y p36 se
sefiala en el cromatograma de la Figura 8; ahi mismo se observa la separacién electroforética
de algunas de las fracciones obtenidas a lo largo de la columna. Se puede apreciar el grado de
pureza obtenido para ambas proteinas, asi como su co-purificacién en todos los pasos de
purificacién previos.
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Las fracciones conteniendo p33 y p36 se dializaron, concentraron y separaron en geles
de poliacrilamida-SDS tefiidos con azul de coomassie, para verificar la pureza.

La Figura 9 muestra fracciones representativas de los diferentes pasos de
purificacién de p33 y p36, asi como el grado de pureza obtenido. Como se aprecia, con la
fraccién obtenida de la columna Superdex-200 finalmente se logré obtener una fraccién de
p33 y p36 libre de otras contaminantes, aunque estas contintan copurificando. Esta fraccién
fue utilizada para llevar a cabo la caracterizacién funcional de estas proteinas (Garcia —

Gomez et al, 2000).
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Figura 9. Gel de acrilamida-SDS, al 12%, conteniendo fracciones representativas de los
diferentes pasos de purificacién de p33 y p36, a partir de extractos dcidos obtenidos de
plantulas etioladas de frijol sometidas a sequia. m, marcadores de peso molecular en kDa
(1), proteinas basicas. (2) fraccién enriquecida con 30-40% de sulfato de amonio. (3)
fraccion obtenida a partir de una columna de intercambio catiénico (cmc 32) y eluida
con 0.3 M de NaCl. (4) Fracciéon obtenida de la columna de exclusién Super Dex 200
conteniendo a p33 y 36. (5) Fraccién obtenida de la columna de exclusién Super Dex 200
que no contiene a p33 y p36.

A partir de un andlisis densitométrico con el programa “Diversity One”, se determiné
el porcentaje de enriquecimiento de p33 y p36 en cada una de las fracciones obtenidas durante
los diferentes pasos de purificacion. En la Tabla 1 se detalla el rendimiento de p33 y p36
obtenido en cada paso de purificacién. En el extracto dcido la abundancia relativa de p33 y
p36 es de 5 %, en la fraccién de 30-40 % de sulfato de amonio, p33 y p36 constituyen el 48%;
la fracci6n obtenida a partir de la carboximetilcelulosa estd integrada por el 70% de p33 y p36.

El dltimo paso de purificacion a partir de una columna de exclusién molecular Superdex-200,
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la fraccién contiene més del 90% de p33 y p36. En esa misma tabla, los datos de rendimiento
de proteina por gramo de tejido indica la escasa abundancia en un extracto total, de las

protefnas purificadas en este trabajo.

Tabla 1. Rendimiento de proteina en las diferentes fracciones.

Fraccién proteica Rendimiento * % de p33 y p36 "
Extracto total 1.81 ND

Extracto dcido 0.03 5

30-40 (NH4)>S04 e 48

(CMC52) ¢ === =70

Superdex 200 | =---- = 90

* mg de proteina/g de tejido; * en cada fraccién; ¢ intercambio cati6nico con carboximetil-
celulosa.

5.1.2 Composicion de aminodcidos y secuencia parcial.

Como se reporté previamente (Covarrubias et al, 1995), p33 y p36 son dos
glicoproteinas que tienen relacién inmunoldgica entre si, son similares a nivel de composicién
de aminodcidos y con el extremo amino terminal bloqueado. Estas proteinas son resistentes a
la protedlisis, como lo indicaron los intentos de digestién sin éxito, por varios métodos y con
diversas proteasas.

Para poder obtener una secuencia interna de la proteina, se procedi6 a purificar p33 y
p36 como se describe en la seccién 5.1 (ver Materiales y Métodos para mds detalle). Las
bandas separadas electroforéticamente se trataron como se indica en Materiales y Métodos y
se enviaron para su microsecuencia a Harvard Microchem (Cambridge, MA).

Los resultados obtenidos del andlisis de la composicién de aminoédcidos mostraron
diferencias con los reportados (Covarrubias et al 1995), como se puede ver en la Tabla 2. Las
diferencias fundamentales consisten en el contenido de glicina, ac. glutdmico y glutamina,
cuyos valores son considerablemente menores con respecto a los valores obtenidos
previamente, asi como valores mds altos para prolina, valina y lisina.

Ademds de la composicién de aminodcidos se obtuvo la secuencia de un
péptido de 20 aminodcidos, el cual corresponde al decimero PPVEKPPVYK que en

reiteraciones perfectas constituye las proteinas ricas en prolina de soya PRP1 Y PRP2.
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Recientemente se reportaron (Colmenero et al 1997) dos genes de frijol, inducidos por sequia,

que codifican para proteinas con caracteristicas similares.

Tabla 2. Composicion aminodcida de p33.

Aminodcidas” PRP2 soya " [ p33*© p33°
mol %

Pro 19.0 20.3° 9.68°
Hyp 16.8 ND* ND*
Lys 14.8 18.4 9.68
Val 14.7 19.3 6.92
Tyr 7.4 1.7 4.84
Ser 1.4 3.2 7.95
His 0.4 0.9 1.38
Glx 9.8 9.0 12.45
lle 1.9 1.3 1.73
Thr 1.3 2.5 2.76
Gly 29 8.8 15.91
Asx 3.9 22 7.61
Leu 1.0 2.4 5.19
Arg 0.8 0.7 6.22
Met 0.2 - 0.8
Phe 0.3 0.9 2.12
Ala 3.0 23 5.19

*: Asx=Asn and Asp; Glx= Gln and Glu. :PRP2 de soya Kleis-San Francisco and Tierney (1990)
“: Composicién obtenida en 1997, por Harvard Microchem. 4. Covarrubias er al (1995)

“: Hidroxiprolina es una modificacién postraduccional de prolina y requiere una determinacién
especifica.

La secuencia obtenida es consistente con el contenido de valina y lisina, cuya
concentracién molar (Tabla 2) es semejante. Sin embargo, el contenido de prolina debiera ser
dos veces el contenido de valina y lisina, este hecho no es concluyente ya que el contenido de
hidroxiprolina no fue determinado y una porcién considerable del contenido de prolina en la
pared celular estd modificado.

En la Tabla 2, se muestra una comparacién de la composicién de aminodcidos entre

p33 y PRP’s de soya. A diferencia de las PRP’s de soya, p33 tiene un alto porcentaje de otros
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aminodcidos, lo que nos hace suponer que p33 estd integrada en un alto porcentaje de su

cadena por repetidas del dominio PPVEXK.
5.1.3 Determinacién del estado oligomérico.

Dado que al utilizar una columna de exclusién molecular con una resolucién de 3 a 70
kDa, p33 y p36 eluyeron en el volumen de exclusién, se sugirié que p33 y p36 podrian estar
interactuando para formar un oligémero de peso molecular desconocido (ver seccién 5.1). Para
precisar lo anterior, nos dimos a la tarea de determinar el peso molecular del oligémero de p33

y p36 en condiciones nativas.

Se siguié un procedimiento estindar para determinar el peso molecular del oligémero,
con el empleo de marcadores nativos y determinando el coeficiente de ratardamiento de éstos
y de p33 y p36, (Bolletin Sigma MKR 137).

Una fraccién enriquecida con sulfato de amonio al 30% se sometié a electroforesis
nativa. Como se aprecia en la Figura 10 ambas proteinas migran a un peso molecular alto, y lo
mismo ocurrié con proteinas electroeluidas corridas bajo las mismas condiciones

electroforéticas.

— 1 g

p33 /p36 . 5 p33 /p36
240kDa P | N oo e b € 240 kDa

e

Figura 10. Estado oligomérico de p33 y p36 en condiciones nativas. A, gel al 7% de
acrilamida conteniendo una fraccién enriquecida con 30% de sulfato de amonio (1), p33
y p36 purificadas por electroelusién (2 y 3 respectivamente). B, western blot usando anti
p33 dil. 1:200, el oligémero esta indicado con la flecha.
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Se encontré que p33 y p36 interactian entre si formando un oligémero de alto peso
molecular (figura 10, carril 1A y 1B). Si bien la fraccién de proteina utilizada para este
ensayo no fueron p33 y p36 purificadas a homogeneidad, los carriles 2A, 3A, 2B y 3B en los
que se empled proteina electroeluida (ver Materiales y Métodos), el corrimiento electrofrético

es semejante.

Separando las proteinas a diferentes concentraciones de acrilamida, se calculd el peso
molecular del oligémero. La Figura 11 muestra el grifico obtenido y la ecuacién lineal a partir

de la cual se determina que el oligémero p33 y p36 tiene un peso molecular de 240 kDa.

1.2
1.1 1
albimina bovina (dimerg,
1.0 7
. 0.9 1 albimina bovina (mon
>
o 08 1
-]
ad
0.7 1
0.6 7 albiimina de huevo
anhidrasa carbonica
05 1
lactoalbumina
0.4 T T T T

- . T
1 12 14 16 1.8 20 22 24
log peso molecular
y= - 0.23868 + 0.56202x R*2=0929

K oligémero=-12.581 Log Kr=1.09972 Kr =coeficiente de
retardamiento

x=1-0892+0.23868

056292 =2.37178 antilog 2.3778 = 2385580

peso molecular del oligémero p33 y p36 aprox. 240 kDa

Figura 11. Curva de calibracién obtenida a partir de marcadores de peso molecular
nativos, por medio de la cual se estima el peso molecular del oligémero p33 y p36 en
funcién del coeficiente de retardamiento del oligomero.

Este resultado es corroborado por los datos obtenidos a partir de la columna de
exclusién molecular Superdex 200 en la que empleando marcadores de peso molecular se
determiné que p33 y p36 eluyen en un hombro que corresponde a 240 kDa (Figura 12). De lo
anterior y considerando el peso molecular de ambas proteinas sugerimos que p33 y p36 son

capaces de formar un posible hexdmero.
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Figura 12. Cromatograma obtenido al inyectar una fraccion enriquecida de p33 y p36
(a) en una columna de exclusion molecular Superdex 200. b, marcadores de peso
molecular: 1, 450 Kda; 2, 240 Kda; 3, 158 Kda; 4, 68 Kda; 5, 45 Kda; 6, 25 y 12.5 KDa.
La flecha indica la posicion de p33 y p36.

5.1.4 Estimacion del punto isoeléctrico (pI) de p33 y p36.

5.1.4.1 Separacién de p33 y p36 a partir de geles catiénicos.

Se siguié la metodologia reportada por Thomas y Hodes (1981). Este es un
protocolo especial para proteinas muy bdsicas, se basa en que a pH 6.8 las protefnas con pl
alto migran hacia el ciatodo. Bésicamente se trata de un gel reductor no desnaturalizante (ver
Materiales y Métodos para mayor detalle). Muestras de proteina enriquecida fueron cargadas

en un gel catidnico al igual que marcadores de punto isoeléctrico.

g o 2 P Figura 13. Gel catiénico. A, gel tefiido con azul de
. < p36 coomassie. B, western blot usando anti-p33 dil 1:2000.

7+ 17 p33 Carril 1, marcador pl 6.8-7.2 (mioglobina); 2,
- marcador plI 8.6 (lentil lectin);3 y 4 proteinas basicas
A B de frijol negro jamapa sometido a sequia. La flecha
seiiala el doblete correspondiente a p33 y p36.
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Como se muestra en la Figura 13, la migracién relativa de ambas proteinas se
encuentra a una distancia intermedia entre los marcadores utilizados (mioglobina y lentil
lectina). Este experimento confirma la naturaleza bioquimica de p33 y p36 e indica que se

trata de proteinas bdsicas.

5.1.4.2 Estimacién del pI de p33 y p36, a partir de geles de doble dimensién a no
equilibrio.

Si bien existen diversas metodologias para la estimacién y determinacién del
punto isoeléctrico de las proteinas, inicialmente se hizo una doble dimensién a equilibrio en
la que se logré abrir un gradiente de pH de 5.6 a 7.9, y se encontré que p33 y p36 no enfocan
dentro del gel (los datos no se muestran), por lo cual se siguié la metodologia para geles de
doble dimensi6n a no equilibrio de acuerdo a Ausubel 1994, con algunas modificaciones. En
la Figura 14, se muestra a p33 y p36 cuyo pl estimado de acuerdo a la migracién relativa de
marcadores de punto isoeléctrico, es similar entre ellas, y superior a 9.3.

Como se sabe, no es posible determinar punto isoeléctrico a partir de geles a no
equilibrio; debido precisamente a esa condicién, el gradiente de pH no se estabiliza y por lo

tanto las prolel'nas nunca encuentran su carga neta.

NEPHGE z g
» NLPHGL.

e

SDS

A B

Figura 14. Electroforesis bidimensional a no equilibrio. El panel A es un gel de
poliacrilamida-SDS teiiido con azul de coomassie y el panel B el western blot utilizando
anti-p33 como primer anticuerpo y anti-conejo de cabra acoplado a fosfatasa alcalina,
como segundo anticuerpo.
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5.1.5 CONCLUSIONES

Se disefid una estrategia que ha permitido purificar a homogeneidad a p33 y p36, y
tener algunos avances en la caracterizacion de dichas proteinas.
p33 y p36 tienen propiedades similares por ello no fue posible purificar cada una de
ellas de manera independiente.
De acuerdo a la estimacién realizada a partir de electroforesis bidimensional a no
equilibrio, p33 y p36 poseen un punto isoeléctrico mayor a 9.3.
p33 y p36 interactiian entre si formando un oligémero de =240 kDa.
La secuencia parcial obtenida de p33, corresponde a un péptido altamente conservado en
las PRP’s de soya.

La composicién de aminodcidos de ambas proteinas revela que son similares, pero no
idénticas.
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5.2 INMUNOCARACTERIZACION DE p33y p36
5.2.1 Produccion de anticuerpos y purificacién por inmunoafinidad.

Con la finalidad de tener una mejor herramienta para realizar parte de la
caracterizacion de p33 y p36, procedimos a obtener anticuerpos policlonales. Se inmunizé un
conejo Nueva Zelanda hembra con 50 pg de p33 purificada por electroelusion (ver Materiales
y Métodos para mds detalle), emulsificada en adjuvante completo, con dos refuerzos més de
50 pg de proteina cada uno. Después del segundo refuerzo se tomé muestra sanguinea, la cual
se tituld. Puesto que el titulo obtenido fue aceptable, se procedié al sangrado del conejo,

obteniendose 25 ml de suero especifico para p33 y p36, seglin ensayos de titulacidn,

En la Figura 15 se muestra la titulacién del suero anti-p33, la deteccién de p33 y p36 es
altamente especifica, pese a que en el extracto dcido existen al menos seis proteinas
glicosiladas (Covarrubias et al, 1995), que podrian ser reconocidas inespecificamente. Como

se observa, se logré la obtencién de anticuerpos de calidad, con una alta especificidad por p33

y p36.
B0 Bo
B0 0 & o
g &8 © © 5{:
© 6 © ©
Lo T T T B o ]
ha Figura 15. Titulacion del anticuerpo anti-p33. Se
transfirié un extracto de proteinas bésicas de frijol
; negro Jamapa sometido a sequia. La cantidad de
e e H 1 ng proteina se indica en cada carril. Las flechas sefialan a
P P33 y p36. Se utilizé una dilucién 1:2000 del anticuerpo
anti-p33, usando anti-conejo acoplado a fosfatasa
alcalina como segundo anticuerpo.

5.2.1.1 Purificacién de anticuerpos por inmunoafinidad.
El antisuero obtenido fue purificado, con el objetivo de efectuar una localizacién mas

especifica de proteinas relacionadas a p33 y p36 en otros géneros vegetales (ver siguiente
apartado). Se siguié la metodologia descrita en Materiales y Métodos, que consiste en la
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transferencia del antigeno a una membrana de PVDF y elusién de anticuerpos con glicina
dcida, el anticuerpo asi purificado se usa directamente. Como se reporté previamente
(Covarrubias et al 1995), existe relacién antigénica entre p33 y p36, ya que el anticuerpo
obtenido contra p33 reconoce a p36. En la Figura 16 se muestra un experimento de
competencia en el cual el antisuero purificado se incuba con p33 haciendo evidente la relacién

antigénica que existe entre ambas proteinas.

Figura 16. Western blot utilizando 1 pg de proteinas bésicas
por carril. 1, membrana incubada con anticuerpo purificado
—| < P36 por inmunoafinidad y competido una noche con p33

=] % p33 inmobilizada en PVDF. 2, membrana incubada con
anticuerpo purificado por inmunoafinidad. Se utiliz6
anticuerpo de conejo acoplado a fosfatasa alcalina como
= segundo anticuerpo. Las flechas sefialan a p33 y p36.

5.2.2 Anilisis de polipéptidos relacionados inmunolégicamente a p33 y p36 en

diferentes géneros vegetales.

Con el objeto de determinar la distribucién de p33 y p36 en diferentes especies
vegetales, nos dimos a la tarea de localizar proteinas relacionadas inmunolégicamente a p33 y
p36 en otros géneros vegetales. Las especies seleccionadas fueron tabaco, Arabidopsis

thaliana, maiz y algarrobo.

Se obtuvieron proteinas totales de plantulas etioladas sometidas a sequia, se separaron
electroforéticamente y se sometieron a deteccién en experimentos “tipo western” utilizando

anticuepos anti-p33 purificados por inmunoafinidad.

En la Figura 3 se muestran las proteinas relacionadas inmunolégicamente a p33 y p36
en todas las especies vegetales analizadas. Sin embargo, los polipéptidos relacionados difieren

en peso molecular (=60 kDa) como se observa en tabaco y Arabidopsis. En maiz se observan
41



dos polipéptidos del mismo peso molecular a los detectados en tabaco y Arabidopsis
polipéptidos relacionados tinicamente en coleoptilo y no en raiz. El caso del algarrobo es
interesante ya que al perecer se acumulan dos polipéptidos de =60 kDa y dos proteinas de
=33y 36 kDa.

A

45

P36 5l e u‘ 16
e

29
24

Figura 17. Proteinas relacionadas a p33 y p36 en otros géneros vegetales. A, gel tefiido
con azul de coomassie, conteniendo. B. Experimento tipo “Western” utilizando anti-p33
purificado por inmuno-afinidad, (i) irrigada; (s) sequia, (m) marcadores de peso
molecular, (nj) 500 ng de proteinas bdsicas de frijol Negro Jamapa, como control
positivo. 20 pg /carril de proteinas totales.
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En todos lo casos no parece haber relacién entre la acumulacién de los polipéptidos
relacionados y el tratamiento de sequia, esto puede deberse al hecho de que durante la
germinacion o durante el desarrollo del experimento atin cuando se tomaron todas las medidas
necesarias para mantener las condiciones adecuadas, pudieran haber sido sometidos a estrés
hidrico o bien a que en estas especies vegetales desempefian funciones diferentes a frijol.

Alin cuando la secuencia interna obtenida de p33 (Secci6n 5.1) corresponde a proteinas
ricas en prolina, resultaba de primordial importancia determinar la presencia de proteinas
relacionadas inmunolégicamente a p33 en soya. Sin embargo, desafortunadamente las semillas
de soya disponibles no fueron de la calidad requerida, por lo que este experimento no se llevé

a cabo.

5.2.3 Anilisis de polimorfismo de p33 y p36 en otras variedades de frijol.

En trabajos previos (Herndndez, 1994), se identificaron polipéptidos relacionados a
p33, en otras variedades de frijol, en los que se observé cierto polimorfismo de tales proteinas
entre las diferentes variedades. Aqui se muestra un experimento tipo “western” de extractos
totales de diferentes variedades de frijol sometidos a sequia, en los que se observa claramente
la diferencia en peso molecular de los polipéptidos relacionados, dependiendo de la variedad.
Como se aprecia en la Figura 18, la variedad negro 150 acumula dos polipéptidos de =35 y
37 KDa. En tanto que las otras variedades solo un polipéptido de 33 kDa, a diferencia de

Negro Jamapa en que tenemos a p33 y p36

a b ¢ d e

SRl 4 e

_—

Figura 18. Experimento tipo “western” de proteinas totales de diferentes variedades de
frijol, sometidos a sequia. Se uso anticuerpo anti-p33 (dil 1:200). Las puntas de flecha
sefialan a p33 y p36. a, variedad Negro Jamapa; b, variedad Negro 150; ¢, variedad
Michoacan 12-A-3; d, variedad Cacahuate 72; e, variedad Flor de Mayo.

43



5.2.4 Inmunolocalizacién de p33 y p36 en las diferentes regiones de crecimiento del
hipocotilo.
Como se sabe la pared celular desempefia un papel importante durante el crecimiento.
El fenémeno de expansién celular requiere fundamentalmente de la extensibilidad de la pared
celular y de la presién de turgor.
I l 1 I g 1

m El E2 M BAS El E2Z M m

66

p36
p33

Figura 19. Gel de acrilamida al 12% tefiido con azul de coomassie. Proteinas bésicas de
las diferentes regiones de crecimiento de hipocotilos de frijol obtenidos de plantas
irrigadas (i) o en condiciones de sequia (s). E1, region de elongacién 1; E2, region de
elongaciéon 2; M, regién madura; m, marcadores de peso molecular, a la derecha se
seiialan los pesos en kDa; BAS, extracto dcido de proteina a partir de hipocotilos
completos. Los asteriscos indican la posiciéon en que migran p36 y p33.

En estudios previos de crecimiento en diferentes zonas de hipocotilos de soya (Nonami
y Boyer, 1989; Creelman y Mullet, 1991) se diferenciaron tres regiones principales de acuerdo
a las caracteristica de crecimiento de las células que las integran: region de elongacion 1 (E1),
los primeros 5 milimetros inmediatamente bajo el cotileddn, en los que la tasa de elongacion

es mds bien baja; regién de elongacién 2 (E2), region subapical caracterizada por la alta tasa

44



de elongacién celular; y una region madura (M), localizada en la base del hipocotilo y
compuesta por células maduras incapaces de elongarse.

En hipocotilos de frijol, se identificaron regiones de crecimiento similares (Colmenero
er al, 1997) en las que se determiné que la regién de crecimiento posee un potencial osmético
e hidrico menor al de la regi6n madura; por otro lado, en esa misma regién se observa la
acumulacién de una proteina de estrés PvLEA 18. Por estas razones se procedié a hacer el
andlisis del patrén de acumulacién de proteinas en el hipocotilo de plintulas de frijol en
condiciones de déficit hidrico y bien irrigadas.

En la Figura 19 se presentan extractos dcidos de las diferentes regiones de crecimiento
de hipocotilos de frijol bien irrigados (i) o en condiciones de sequia (s). Como se observa, p33
y p36 se acumulan fuertemente en la regién de elongacién (El y E2) de hipocotilos de frijol de
pldntulas estresadas. Asi mismo se detecté la acumulacién de otro polipéptido de 22 KDa,
cuyo patrén de acumulacién a lo largo del hipocotilo difiere de p33 y p36, ya que éste se
acumula en forma creciente de la regién de elongacion a la regién madura del hipocotilo.

Con este antecedente bioquimico se procedié a la inmunodeteccién de dichas
proteinas, empleando como estrategia la impresion de cortes de tejido en nitrocelulosa
reportada por Cassab y Varner en 1987. El material vegetal, fue sometido a déficit hidrico
como se detalla en Materiales y Métodos, fue seccionado transversalmente en las diferentes
regiones de crecimiento que se han sefalado. En la Figura 20 se presentan algunos cortes
representativos de los obtenidos a partir de hipocotilos de plantula estresadas o bien irrigadas.

Cortes transversales de las diferentes regiones del hipocotilo se imprimieron y
sometieron a inmunodeteccién utilizando el anticuerpo anti-p33, y anti-conejo acoplado a
fosfatasa alcalina como segundo anticuerpo. Se detect6 a p33/36 en la pared celular de todas
las células, presentando una mayor acumulacion en los haces vasculares, particularmente y de
forma abundante en el floema, de la regién de elongacién del hipocotilo como lo muestran los
datos en la figura 20 (E2 y E2A). Estas observaciones correlacionan con la evidencia
bioquimica de la acumulacién de p33 y p36 a lo largo del hipocotilo (Figura 19), asi como

datos recientes de microscopia de luz.
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Figura 20. Inmunodeteccién de p33/36, en hipocotilos de plintulas etioladas de
frijol, utilizando anti-p33 y anticonejo acoplado a fosfatasa alcalina como segundo
anticuerpo. (E1) y (E2) region de elongacién. (M) region madura. (E2A) tincién
especifica con azul de anilina, la flecha indica la fluorescencia en células de floema. (E2B)
deteccién con suero preinmune.
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5.2.5 CONCLUSIONES.

p33 y p36 estdn relacionadas inmunolégicamente, y esta relacién es especifica, ya que
al realizar experimentos de competencia con p33, el anticuerpo deja de reconocer ambos
polipéptidos.

Existen proteinas relacionadas inmunolégicamente a p33 y p36 en otras especies
vegetales, sin embargo dada la identidad de p33 con PRP2 de soya se hace de primordial
importancia buscar la presencia de proteinas relacionadas inmunolégicamente en soya.

p33 y p36 se acumulan principalmente en la regién de elongacién de hipocotilos de
frijol, de acuerdo a evidencia bioquimica e inmunolocalizaciones.

p33 y p36 se acumulan principalmente en el floema en la regién de elongacién de

hipocotilos de frijol, asi como en las células de la epidermis.
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6 DISCUSION

A partir del método de purificacién establecido, se obtuvieron datos bioquimicos
interesantes sobre p33/p36. En primer lugar se confirma su naturaleza bésica, tanto en su
migracién en geles catiénicos y con la electroforesis a no equilibrio, encontramos que se trata
de dos proteinas bdsicas cuyos puntos isoeléctricos son muy cercanos. A lo largo de todo el
protocolo de purificacién no ha sido posible separar una proteina de la otra a homogeneidad,
pues copurifican en todos y cada uno de los pasos de purificacién a que son sometidas, esto es
indicativo de que poseen propiedades bioquimicas semejantes, lo cual es consistente con la
alta similitud que presentan a nivel de secuencia y composicién de aminodcidos.

Aun cuando no fue posible la separacién independiente de estas proteinas, es
importante destacar la eficiencia del método de purificacion establecido. Este método ha sido
fundamental para la caracterizacién funcional de estas proteinas. La proteina asi purificada,
nos permitié demostrar que €stas interaccionan con la membrana plasmdtica, asi como sugerir
el tipo de interaccién (Garcia-Gémez, 2000).

También a partir de método de purificacion se consiguié determinar que en
condiciones nativas estas protefnas forman oligémeros. La formacién de un oligémero de alto
peso molecular fue determinada tanto en cromatografia liquida de baja presién en condiciones
nativas, como en electroforesis nativa, en ambos casos el peso molecular estimado para el
oligdmero es el mismo. Se ha calculado forman oligémeros de aproximadamente seis
unidades. Recientemente mediante ensayos de entrecruzamiento quimico se pudieron obtener
oligémeros de alto peso molecular, asi como intermediarios, siendo el oligémero de mayor
peso de aproximadamente 260 kDa, estos datos correlacionan con las evidencia obtenidas en
el presente trabajo (Cuellar S., comunicacién personal).

Se sugiere que al menos una de las funciones de estas protefnas requiere de su
conformacién, in vivo, de su forma oligomérica. La concordancia entre los valores
experimentales obtenidos, tanto en la electroforesis nativa, como en la cromatografia liquida,
asi como la ausencia de oligémeros de mayor peso molecular, demuestra que tal agregacién no
es inespecifica, si no mds bien una organizacién en la que la proteina se encuentra en su forma

estequiométricamente mds estable y esta es, por lo tanto, su conformacién funcional.
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El alto grado de pureza obtenido con el método descrito en ésta tesis nos permitié no
solo obtener una composicién de aminodcidos mds confiable, sino la secuencia parcial de las
mismas.

La nueva composiciéon de aminodcidos difiere de la reportada previamente para ésta
proteina (Covarrubias et al 1995). Las diferencias fundamentales consisten en el contenido de
glicina, dcido glutdmico y glutamina, los cuales disminuyen considerablemente, acompanados
de un incremento en el contenido de prolina, valina y lisina. El alto contenido de glicina en el
primer reporte puede explicarse, si consideramos que en tal caso la proteina analizada se
electroeluyé y cabe la posibilidad, pese a las pruebas de pureza, que estuviera contaminada
con un exceso de glicina procedente del buffer de electro-elusién, lo cual dio como resultado
que el contenido de glicina en al andlisis de la composicién de aminodcidos fuera més alto y
con ello se desviaran los valores normales del resto de los aminodcidos que la componen.

La secuencia parcial obtenida consiste de un decapétido PPVEKPPVYK el cual es una
secuencia altamente repetida en las proteinas ricas en prolina de soya (PRP’s) (Hong et al,
1987; Kleis-San Francisco y Tierney, 1990; Lindstrom y Vodkin, 1991). lo que coloca a estas
proteinas dentro de la familia de las PRP’s de frijol. Consistente con las observaciones
anteriores, la inmuno-caracterizacion de p33 y p36 mostré que estas protefnas estdn
antigénicamente relacionadas entre si. El anticuerpo policlonal fue purificado por
inmunoafinidad contra p33, aun asi p36 fue reconocida, lo que ratifica la alta similitud que
existe entre estas proteinas.

Por otro lado, resulta interesante el hecho de que hay protefnas antigénicamente
relacionadas a p33 y p36 en otras especies vegetales, las cuales no parecen acumularse en
respuesta a sequia. Esto puede deberse al hecho de que durante la germinacién o durante el
desarrollo del experimento ain cuando se tomaron todas las medidas necesarias para mantener
las condiciones adecuadas de irrigacién, pudieran haber sido sometidos a estrés hidrico.
Alternativamente, otra posibilidad es que el tratamiento utilizado no provoque la misma
situacion de estrés en las otras especies debido a sus diferentes historias evolutivas.

También se exploré la presencia de proteinas relacionadas en otras variedades de frijol
y se encontrd que en todas las variedades analizadas P. vulgaris acumula a p33 en respuesta a
sequia. Sin embargo encontramos un polimorfismo en relacién a los polipéptidos reconocidos
por anti-p33 en dichas variedades. En la variedad Negro 150 se observa un doblete de

aproximadamente 36 y 37 kDa, mientras que Cacahuate-72, Michoacdn 12-A-3 y Flor de
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Mayo presentan solo el polipéptido de 33 kDa. Llama la atencién la ausencia de uno de los
polipéptidos en casi todas las variedades y que el Negro 150 presente el doblete con diferente
peso molecular. Dado que las variedades empleadas provienen de cruzas de mezcla genéticas,
cuyos ancestros se desconocen, es posible que una de las proteinas del doblete sea la forma
alélica del gen adquirida de otro genoma. Otra razén para estas diferencias, es que uno de los
genes resulte de una duplicacién génica en algin momento de la evolucién de la familia
génica.

De acuerdo a datos reportados en los que el hipocotilo se divide en diferentes regiones
de acuerdo a su tasa de divisién y elongacién celular (Creelman y Mullet, 1991). Seccionamos
diferentes regiones de crecimiento del hipocotilo, y al analizar los patrones electroforéticos
obtenidos para cada regién encontramos que la mayor acumulacién de p33 y p36 se presenta
en la regién de elongacion del hipocotilo, en segundo lugar una acumulacién en la regién de
division celular que es la pequefia regién mds cercana a los cotiledones y por iltimo en la
regién madura del hipocotilo, hay una menor acumulacién de estas proteinas.

Con la finalidad de tener un panorama mds claro del patrén de acumulacién de p33 y
p36, se procedié a la realizacion de improntas de tejido de acuerdo a Cassab et al (1987). La
inmunodeteccién en las impresiones de tejido revelé un patrén de acumulacién en
concordancia con el perfil electroforético.

La diferencia en el patrén de acumulacién entre las dos zonas de elongacién puede
deberse a que las células de la zona de divisién celular (E1) posean paredes celulares primarias
y que ain no han completado su desarrollo por lo tanto el aporte de proteina no es tan
significativo como en el caso de la regién de elongacién. La localizacién de p33 y p36
también corresponde parcialmente a la obtenida por microscopia de luz (datos no publicados),
en la que se aprecia sefial en la pared de todas las células, especialmente en la epidermis y los
haces vasculares. Adn queda por elucidar las razones para tales diferencias en las diferentes
metodologias utilizadas.

Por otro lado, los experimentos de impresion en tejidos arrojaron datos adicionales, se
encontré una acumulacién en las células de la epidermis, asi como una importante
acumulacién en las células del floema. A la fecha, en el laboratorio (datos no publicados) se
han realizado estudios que indican que p33 y/o p36 no se transportan a través del floema,

simplemente existe una mayor acumulacién en las paredes celulares de éstas células.

50



Esta localizacién particular en floema podria ser resultado de cambios osméticos a los
que estd sujeto este tejido dado que a través de él circulan concentraciones elevadas de
nutrientes (sustancias osmoticamente activas). Esto provocaria entonces cambios constantes en
el estatus hidrico de las células que constituyen este sistema vascular.

Por otro lado ain cuando se detectan estas proteinas en los haces del xilema esta
acumulacién no es tan abundante en comparacidn a la que se presenta en el floema aun cuando
a través de él circulan iones con actividad osmética (Na, K etc), en este caso la baja
acumulacion de p33 y p36 es congruente con la estructura de estas células, dado que estdn
constituidas solo de paredes celulares maduras sin protoplastos, por lo tanto no requieren de
un mecanismo de proteccién.

Estas proteinas tienen funcién activa en la respuesta al déficit hidrico de manera
importante en la regién de elongacién, dado que en respuesta a la sequia la plantula disminuye
su velocidad de crecimiento, éstas proteinas podrian acumularse més abundantemente en dicha
region, con la finalidad de modificar las propiedades de la pared para controlar la elongacién
celular. En contraparte, su acumulacién es menor en la regién madura dado que ésta tiene
paredes celulares mds rigidas que han dejado de alongarse, por lo cual no se requeriria p33 y
p36 en abundancia.

Adicionalmente de acuerdo a los datos obtenidos por Garcia-Gomez et al (1995)
proponemos que p33 y p36 llevan a cabo mds de una funcién como se menciona arriba una
seria modificar las propiedades de la pared, sin embargo dado que son capaces de
interaccionar con la membrana plasmaética podrian también ser un elemento importante para
mantener el contacto entre la pared y el protoplasto asi como para inducir sefalizacién hacia el
interior de la célula en respuesta a la limitacién de agua.

Finalmente cabe hacer notar que todas las conclusiones del presente trabajo se hacen
en relacién a la fraccién soluble de p33 y p36.

Es importante resaltar, que en la literatura se ha descrito la presencia de proteinas ricas
en prolina, en respuesta a patégenos, dafio y reguladas por el desarrollo (Hong et al, 1987,
Kleis-San Francisco and Tierney, 1990; Lindstrom y Vodkin, 1991), sin embargo poco se
conoce sobre su participacién en la respuesta a sequfa.

Se ha demostrado que proteinas tipo PRP se acumulan en la pared celular en una forma
insoluble. Por otro lado se ha propuesto que la insolubilizacién de estas protefnas es debido al

entrecruzamiento generado por el HyO; acumulado en la pared celular como una respuesta

51



primaria a la presencia del patégeno (Wojtaszek et al, 1995). Esos datos en conjunto y los
obtenidos en este trabajo sugieren que las PRP’s, al menos en frijol podrian estar en més de un
estado conformacional, por un lado encontrarse entrecruzadas con otros elementos de pared y
por otro en forma soluble para interaccionar con la membrana plasmdtica, de esta forma
podrian llevar a cabo dos funciones diferentes en respuesta a diferentes estimulos, de hecho
nosotros hemos sido incapaces de detectar la insolubilizacién de ésta proteina en respuesta a
sequia.

Como se menciona a lo largo de esta tesis la mayor acumulacion en respuesta a sequia
se detecta en la fraccién soluble de la pared celular. Esto iltimo apoya la idea de que, en
sequia, es mds relevante la funcién de proteger en su forma soluble, en tanto que en respuesta
a patégenos es mds relevante la funcién en su forma insoluble o entrecruzada en la pared
celular.

Todas las conclusiones derivadas del presente trabajo se hacen en relacién a la fraccién
soluble de p33 y p36. No se descarta la posibilidad de que existan entrecruzamientos debido a
esta condici6n de estrés. Sin embargo, el patrén de acumulacién que la proteina insolubilizada

puede presentar en la pared celular, es otro tema de estudio.
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8 APENDICE.

Solucién de extraccion para proteinas basicas.

Etanol absoluto: HCI 1.25N, en proporcion 3:1
4mM de metabisulfito de sodio

10 mM 2-mercaptoetanol

I mM PMSF (Fenil-metil-sulfoxido)

0.5 mM écido e-aminocaproico

0.1 mM bebzamidina

1% PVPP (polivinil poli-pirrolidona)

Solucion de extraccion para proteinas totales.
0.7 M sacarosa

0.5 M trizma base (tris[hidroximetilJaminometano)
0.1 MKCI

30 mM HCl

50 mM EDTA (écido etilen diamino tetra acético)
2% 2-mercaptoetanol

12 mg/ml PVPP

Buffer de muestra Laemli 2X

0.8 ml de Tris-HCI 2.5 M pH 6.8

4.0 ml SDS 20% (dodecil sulfonato de sodio)
2.0 ml 2- mercaptoetanol.

4.0 ml glicerol

azul de bromofenol trazas.

Soluciones para Lowry.

A. CuSo4 2% (p/v)

B. Tartrato de potasio 4% (p/v)

C. Na,CO; 3% (p/v) en NaOH 0.1M

D. Reactivo de fenol (1:1) en agua, fresco.

La solucién CTC, se prepara al momento de usar mezclando dos partes de la solucién A, dos
partes de la solucién B, y 98 partes de la solucién C.

Soluciéon amortiguadora de transferencia (BT)
0.025 M trizma-base

0.192 M glicina

20% metanol

Buffer tris salino (TBST)

10 mM tris HCI, pH 8.0

150 mM NaCl

0.05% Tween 20 (polioxietilen sorbitan monolaurato)

Solucién de sustratos para fosfatasa alcalina.
En 5 ml de (100mM de tris-HCI pH 9.5, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,) mezclar 33 ul de NBT
(nitroblue tetrazolium) y 16.5 pl de BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato).
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