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I. RESUMEN

Durante su ciclo de vida, las células vegetales responden a sefiales que provocan cambios
profundos en su fisiologia, morfologia y desarrollo. Los estimulos percibidos por las
plantas son variados y por lo tanto, las respuestas particulares se daran segin el estimulo
- especifico. En los ultimos afios se han identificado algunos de los componentes de las vias
de sefializacion de células vegetales, entre los que se encuentran por ejemplo, los segundos
mensajeros, la fosforilacion y defosforilacion de proteinas, la presencia de receptores,
proteinas G, etc. (Bowler y Chua, 1994). En las vias de sefializacion existen componentes
que forman complejos multiproteicos que permiten integrar las sefiales entre varias
proteinas para ampliar la sefializacion. Esta es una caracteristica de proteinas que
presentan una estructura especifica que facilita la interaccion con varias otras proteinas a la
vez. RACKI1 (por sus siglas en inglés: Receptor for Activated Protein Kinase C) es una
. proteina con repeticiones WD-40 que le confieren una estructura de B-propela que sirve de
andamio para muchas otras proteinas durante los procesos de sefializacion.

En el presente trabajo se caracterizaron los niveles de acumulacion de una proteina de 36
kDa (p36) y su mRNA en una cinética de germinacion de Phaseolus vulgaris. El
seguimiento de la proteina se llevo a cabo con anticuerpos anti-PA218 disefiados contra un
decapéptido (AIATPIDNSD) de p36; sin embargo, estos anticuerpos no fueron eficientes
para inmunoprecipitar a p36 por lo que se expres6 un fragmento de 580 pb’s del cDNA
que codifica para esta proteina, y la proteina recombinante se utilizé para producir
. anticuerpos. Estos anticuerpos reconocen a la proteina recombinante pura. Se amplific un
fragmento de 936 pb’s del cDNA que codifica para p36, y su secuencia se traduce en 311
aminodcidos, que presentan siete repeticiones WD-40. Una comparacion de la secuencia
con las reportadas en la base de datos mostré que la secuencia tiene alta identidad (96 y
89% de identidad a nivel de amino4cidos y nucleotidos respectivamente) con la probable
G de soya, ademdas también comparte identidad con arcA de tabaco y de Arabidopsis,
RWD de arroz y con RACKI1 de rata y humano. De igual forma, la secuencia no mostrd
alta similitud con proteinas Gy de las mismas especies. Esto indica que p36 es un
- homélogo de RACK1 en frijol. El analisis del patron de acumulacion de la proteina y el
mRNA demostré que la proteina es almacenada durante el desarrollo de la semilla,
mientras que el mRNA es sintetizado de novo, y tiene su maximo punto de acumulacion a
las 32 h de imbibicion. Analisis del mismo mRNA en presencia de IAA y de la auxina
sintética 2,4-D, mostr6é un cambio ligero en el punto de maxima acumulacién que cambio6
de 32 h en el control a 40 h con ambas auxinas, pero con el inhibidor del transporte polar
de auxinas (NPA) no se observé modificacion significativa del patron de acumulacion del
mRNA. Esto indica que los cambios en los patrones de acumulaciéon son modulados
probablemente de forma indirecta por el IAA y el 2,4-D aplicados ex6genamente.
Finalmente, un analisis por Southern blot permitié determinar que en el genoma de
Phaseolus vulgaris hay solo uno o dos genes que codifican para p36.



II. INTRODUCCION

La semilla es el principal 6rgano reproductivo de la gran mayoria de las plantas superiores
terrestres y acudticas. Esta desempefia una funcion fundamental en la renovacion,
persistencia y dispersion de las poblaciones de plantas, la regeneracion de los bosques y la
sucesion ecoldgica. La semilla es esencial para el ser humano, pues su alimento principal
esta constituido por semillas, directa o indirectamente. También es uno de los principales
recursos para el manejo agricola y silvicola de las poblaciones de plantas, para la
- reforestacion, para la conservacién del germoplasma vegetal y para la recuperacion de
especies valiosas sobreexplotadas; pueden almacenarse vivas por largos periodos,
asegurandose asi la preservacion de especies y variedades de plantas valiosas.
Las semillas se componen de un embrién y de reservas de alimento almacenadas en el
endospermo para permitir el desarrollo de este. El embrién esta rodeado por una capa
seminal que protege a la semilla. Muchas semillas permanecen en estado de dormancia por
mucho tiempo esperando a que el embrion se desarrolle completamente. En algunos casos,
las semillas esperan hasta que las enzimas que causan que la cubierta seminal sea
impermeable al agua, se degraden. Otras requieren periodos de descanso antes de que
puedan ser estimuladas para germinar. Las semillas requieren de condiciones favorables
para germinar como la presencia de agua, oxigeno y temperatura adecuada. Sus tejidos
estan deshidratados y por tanto el agua es esencial para que la germinacién inicie. Las
semillas toman el agua por 6smosis, hinchandose durante el proceso. El agua es entonces
mezclada con celulosa y almidones almacenados dentro del endospermo. El embrion
también requiere de oxigeno para transformar la energia de los nutrientes en ATP y
utilizarla para crecer. Cuando la planta germina, comienzan a actuar algunas sustancias
hormonales que regulan su crecimiento desde esta temprana fase: las fitohormonas,
llamadas giberelinas, son las que gobiernan varios aspectos de la germinacion; cuando la
planta surge a la superficie, las hormonas llamadas auxinas aceleran su crecimiento
vertical, y mas tarde, comienzan a aparecer las citocininas, encargadas de la multiplicacion
de las células y que a su vez ayudan a la ramificacion de la planta.
Las células, tanto vegetales como animales, presentan una gran variedad de mecanismos
para detectar diferentes sefiales tanto ambientales como internas, y para transmitir y
procesar esa informacidn en su interior, estos mecanismos son rapidos, sensibles y
especificos. En plantas, los mecanismos de transduccion de sefiales no han sido estudiados
~ tan ampliamente como en animales, aunque los componentes de las vias de sefializacién
que se han identificado en plantas son conservados en todos los reinos; por ejemplo, los
segundos mensajeros, la fosforilacion y defosforilacion de proteinas, presencia de
receptores, proteinas G, etc. (Bowler y Chua, 1994). Sin embargo, ain es necesario
estudiar como estos componentes interactiian uno con otro, como se integran las sefales, a
que se debe la especificidad, y como son los mecanismos de transduccion de sefiales a
nivel molecular. Un mecanismo por el cual las células eucaridticas son capaces de integrar



multiples sefiales es a través de la formacién de un “signalosoma”, con la ayuda de
proteinas de andamio que sirven de plataforma para diferentes componentes de la
sefializacion. Se han identificado ya algunas proteinas de este tipo entre las que se
encuentran proteinas con estructura B-propela, caracteristica estructural que les permite
integrar las sefiales.

II.1 TRANSDUCCION DE SENALES EN PLANTAS.

Durante su ciclo de vida, las plantas y sus células responden a sefiales alterando asi su
fisiologia, morfologia y desarrollo. Los estimulos percibidos por las plantas son variados y
por lo tanto, las respuestas particulares se daran segun el estimulo especifico. Las
respuestas pueden ser divididas en tres eventos: la percepcion al estimulo, la generacion y

transmision de la sefial, y cambios subsecuentes en los procesos bioquimicos corriente
abajo (Meller y Chua, 1999).

II.1.1 Moléculas Receptoras.

En la cascada de transduccion de sefiales, participan moléculas receptoras que pueden estar
ubicadas en la superficie de la célula, en el nicleo, en la pared celular o en el citosol
(Trewavas y Malho, 1997). El receptor puede participar directamente en la transduccion de
la sefial ya que, en algunos casos, la unién de un ligando al receptor provoca que este
cambie su conformacion transmitiendo de esta forma la sefial al interior de la célula.

Los receptores con actividad de cinasa de plantas juegan un papel importante en los
procesos de reconocimiento célula-célula, defensa contra patégenos, y auto-
incompatibilidad. El primer gen clonado para un receptor de una planta codifica para un
RLK (por sus siglas en inglés: receptor-like kinase), que transduce la sefial a través de la
activacion de su dominio de cinasa, y evidencia genética ha identificado otros receptores
denominados SRK (por sus siglas en inglés: S-receptor-like kinase), que poseen dominios
extracelulares S (relacionados con la glucoproteina de un locus llamado S) en especies de
Brassica y que es el determinante femenino de auto-compatibilidad. Los receptores RLKs
son conocidos en plantas como PRKSs (por sus siglas en inglés: plant receptor kinase) y en
Arabidopsis constituyen un grupo monofilético de méas de 400 genes (Tichtinsky et al.,
2003). Aunque los PRKs han sido menos caracterizados que en su contraparte animal,
parecen tener algunas caracteristicas comunes a los receptores de las vias de sefializacion
en los dos reinos. También se han encontrado proteinas RLK con regiones
extracitopldsmicas ricas en leucinas (también llamadas LRR por sus siglas en ingl¢s:
leucine-rich-repeat), que representan gran parte de los PRKs caracterizados a la fecha.
Esta familia incluye: ERECTA que participa en la formacion de los érganos; HAESA que
participa en la abscisién floral; CLAVATA1 (CLV1) que controla el mantenimiento de las
células troncales en los meristemos apicales y que en su dominio intracelular es una
proteina cinasa que actiia como una cinasa de serina; BRI1 (por sus siglas en inglés:



Brassinosteroid-insensitive 1) y su co-receptor BAK1 (por sus siglas en inglés: BRI1-
associated receptor kinase 1), que median la respuesta de los brasinosteroides; y FLS2
(por sus siglas en inglés: flagelin-sensing 2) que media la respuesta innata a patogenos
- bacterianos (Tichtinsky et al., 2003).

Otro tipo de cinasas de proteinas, las cinasas de histidinas se han clonado y se ha visto que
estan involucradas en la percepcién de hormonas de plantas (como las citocininas y el
etileno), y seflales ambientales (Urao et al., 2000). Se sabe también que el receptor
fitocromo pertenece a los receptores tipo cinasa, ya que es activado por la luz roja en el
dominio cinasa de serina/treonina (McCarty y Chory, 2000). Se ha propuesto que estos
receptores pueden estar participando en un sistema de sefializacidén de dos componentes en
plantas ya que se han identificado otras proteinas relacionadas con estos mecanismos en
Arabidospsis (Hwang et al., 2002).

También existe una familia de receptores acoplados a proteinas G o GPCRs (por sus
siglas en inglés: G Protein Coupled Receptors), que representan un grupo grande de
proteinas de membrana con funciones diversas, y que también han sido identificados en
plantas. En animales, pueden ser activados por un gran numero de estimulos como la luz,
aromas, hormonas y neurotransmisores. Los GPCRs tienen siete regiones
transmembranales, y al ser activados por algin estimulo, catalizan el intercambio de GDP
por GTP en la subunidad o de las proteinas G heterotriméricas, transduciendo asi la sefial
~a varias vias secundarias que involucran canales idnicos, adenil ciclasas y fosfolipasas
(Svoboda y Novotny, 2002). Los GPCRs de animales estan clasificados en varias familias
por similitud en secuencia: Rodopsinas, Olfatorios, Amina biogénica y Receptores de
peptidos A, By C.

Algunos receptores estan localizados en el interior de la membrana celular y pueden
comportarse como canales i6nicos. El receptor mejor conocido de esta clase es el que une
al segundo mensajero inositol 1,4,5-trifosfato [Ins(1,4,5)P;], y en plantas se han
encontrado 20 genes de este tipo con similitud en secuencia a receptores de glutamato en
~animales (GLRs, por sus siglas en inglés: glutamate receptor). Se ha propuesto que estos
son receptores que se comportan como canales idnicos (Davenport, 2002).

Todos estos datos proponen la existencia de sensores/receptores de los diversos estimulos
externos y endégenos en las plantas, e implican que los componentes corriente abajo de los

sistemas también se encuentran presentes y pueden tener funciones similares a sus
homologos en animales.

II.1.2 Mediadores

II.1.2.1 a) Cinasas de Proteinas.- La fosforilacion de proteinas es un
mecanismo clave para la transduccién de sefiales intracelulares tanto en células procariotas
como eucariotas. Este proceso es catalizado por cinasas que tienen actividad enzimatica, y
que son capaces de transferir el fosfato y del ATP a las proteinas sustrato. Las cinasas de



proteinas estan clasificadas por su similitud de secuencia en familias relacionadas.
Tipicamente las cinasas de proteinas de eucariotes han sido subdivididas en tres grupos, las
que fosforilan serina y/o treonina, las que fosforilan histidinas y las que fosforilan
tirosinas. En plantas la fosforilacion de proteinas ha sido involucrada en respuesta a
muchas seflales, incluyendo la luz, invasiéon por patdégenos, hormonas, temperaturas
estresantes y deprivacion de nutrientes. Las cinasas de proteinas implicadas en la
transduccion de sefiales de eventos tempranos son mediadas a su vez por cinasas unicas, y
estas seflales convergen en vias que utilizan a cinasas mas altamente conservadas que son
universales en eucariotes. Las diferencias observadas en los pasos iniciales de las vias de
transduccion de sefiales podrian reflejar la divergencia de sefiales del desarrollo y
ambientales a las que responden las plantas.

IT.1.2.2 b) Proteinas G.- Las proteinas de uniéon a GTP o GTPasas
participan en la transduccion de las sefiales como proteinas mediadoras. Estas proteinas
unen GTP para activarse y de esta forma, activar a otras moléculas; las proteinas G
transmiten la sefial de la via de moléculas receptoras a moléculas efectoras. Estas proteinas
* poseen tres subunidades, la subunidad o, By y. En mamiferos, la actividad de GTPasa se
le atribuye a la subunidad «, la cual se une a GTP, y se disocia del dimero Gy, para
posteriormente hidrolizar el GTP a GDP y regresar a su estado inactivo en el cual se une
de nuevo al dimero (Terryn et al., 1993), y se propone que tanto la subunidad o como el
dimero By regulan moléculas efectoras interactuando con ellas. En plantas, el modelo
propuesto es el mismo que para animales, sin embargo, solo se han identificado dos
subunidades ¥ en Arabidopsis y a la fecha no hay evidencia de la interaccion del dimero By

con la subunidad o (Mason y Botella, 2001).

IT1.1.2.3 ¢) Cinasas de proteinas activadas por mitdgenos.- Las
MAPKs (por sus siglas en inglés: Mitogen-activated protein kinase) son un grupo grande
de cinasas, entre las que se encuentra el grupo de ERKs (por sus siglas en inglés:
extracellular signal-regulated kinase), son cinasas de serina-treonina, activadas por la
fosforilacion dual en residuos de treonina y tirosina. La enzima responsable de esta
fosforilacion dual es la MAPKK, que representa una clase inusual de proteina cinasa
eucariotica que puede fosforilar en residuos de serina, treonina y tirosina. La activacion
~por fosforilaciéon ocurre en el asa de activacion de MAPKs. Las cascadas de proteinas
MAPK han emergido como un mecanismo de transduccion de seflales universal que
conecta diversos receptores/sensores con respuestas celulares y nucleares. Las cascadas de
cinasas de proteinas son altamente conservadas en eucariotes y consisten de tres cinasas
actuando subsecuentemente, una MAP cinasa cinasa cinasa (MAPKKK), una MAP cinasa
cinasa (MAPKK), y finalmente la MAP cinasa (MAPK). Las MAPKSs estan implicadas en
la regulacion de la expresion génica y en la division celular. En plantas algunas de las
MAPKs identificadas son: MSERK1 de alfalfa, y ATMPK1 y 2 de Arabidopsis que



presentan actividad de cinasa sobre MBP (por sus siglas en inglés: myelin basic protein) €l
sustrato utilizado convencionalmente para las MAPKSs (Stone y Walker, 1995).

II.1.2.4 d) Segundos mensajeros.- Los segundos mensajeros también son
piezas clave para la transduccidn de las sefiales. En eucariotes, proporcionan el enlace
esencial entre estimulos externos y respuestas intracelulares especificas. Estos incluyen:
Ca*"-calmodulina, cGMP (Neuhaus et al., 1993), diaciiglicerol, cAMP (Assmann, 1995;
Bolwell, 1995), fosfoinositidos (Alexandre et al., 1990; Allen et al., 1995), glutation,
perdxido de hidrogeno, radicales hidroxilo (Inzé y Montagu, 1995) y 6xido nitrico. Sin
embargo, en plantas no se ha logrado determinar niveles de cAMP, por lo que no hay
evidencias que prueben que este es sintetizado en celulas vegetales. Se ha observado que
los efectos de un gran nimero de estimulos quimicos y fisicos son mediados por
incrementos en la concentracién de Ca’" intracelular (Gilroy y Trewavas, 1994).
Numerosos estimulos pueden alterar las concentraciones de Ca®" en el citoplasma. Las

proteinas de unién a Ca’" cambian su comportamiento y transmiten informacién que
resulta en cambios metabolicos y de expresion genética. Las cinasas de proteinas
dependientes de Ca*" o las cinasas con dominios tipo calmodulinas, CDPK (por sus siglas
en inglés: calmodulin-like domain protein kinase), son reguladas por las concentraciones
de este cation (Harmon et al., 2000). En células guarda se ha visto que los incrementos de
Ca® ocurren como respuesta al acido abscisico, a las auxinas y a las elevadas
concentraciones de CO,, al estrés oxidativo y al Ca* externo (Leckie et al., 1998).

Se tienen evidencias de que el acido fosfatidico también es un segundo mensajero, se sabe
que su nivel aumenta en unos minutos después de una gran variedad de tratamientos de
estrés medioambiental (Munnik, 2001). El fosfatidil-inositol monofosfato y el fosfatidil-
inositol bisfosfato, actian como fuentes de segundos mensajeros (Chen et al., 1991). La
unién de sefiales externas a los receptores de superficie activa a la fosfolipasa C (PLC) de
la membrana. La PLC activada hidroliza al fosfatidil-inositol 4,5 bisfosfato que asi se
convierte en dos segundos mensajeros, el Ins (1,4,5)P; vy el diacilglicerol (DAG); entonces
el Ins(1,4,5)P, se une a un receptor del reticulo endoplasmico disparando la liberacion de
Ca’ de almacenes de este organelo y el DAG permanece en la membrana para activar a
~ algunas cinasas (Munnik, 2001).

El ¢cAMP (adenosina 3',5-monofosfato ciclico) se deriva del ATP; esta molécula no se
vincula con la transferencia de energia pero representa un "segundo mensajero” que actua
a través de cinasas conocidas como dependientes de cAMP (cAMP-dependent). Las
seflales que activan o inhiben directamente a cinasas dependientes de cAMP usualmente
son mediadas por tipos especificos de proteinas G. En plantas y protoplastos de células
guarda, la aplicacion de cAMP permite la activacion de cinasas de proteinas que aceleran
la apertura estomatal, y se ha encontrado también que esto provoca un decremento en los

" niveles de Ca’" intracelular; pero esto no es un indicativo de la existencia de cAMP en
plantas (Leckie et al., 1998).



El cADPR (ADP-ribosa ciclico) es sintetizado de NAD” por la enzima ADP-ribosil ciclasa
y es degradado por la cADPR hidrolasa a ADP-ribosa. Este segundo mensajero media la
movilizacién del Ca’" independientemente de InsP;, y puede facilitar tal proceso
interactuando con un canal tipo receptor de rianodina (RyR) (Leckie et al., 1998).

- El 6xido nitrico es un segundo mensajero intra y extra-celular que es producido por la
enzima nitrato reductasa; en plantas éste activa varios genes de defensa y actua como
regulador del desarrollo, y a su vez, causa incrementos de ¢cGMP (Guanidina 3',5-
monofosfato ciclico) (Tuteja et al., 2004)). Se propone que en plantas, el cGMP participa

en la transduccion de sefiales de invasion fungica, de la luz roja mediada por fitocromos y
en la sefalizacion de giberelinas.

II.1.2.5 e) Proteinas adaptadoras.- Muchas de las proteinas involucradas
~en la transduccion de sefiales son proteinas adaptadoras que interaccionan con otras
proteinas a través de distintos modulos que se caracterizan por dominios particulares.
Estos dominios de interaccién pueden ser clasificados en distintas familias, ya sea de
acuerdo a su secuencia, o a las propiedades de unién al ligando. Por ejemplo, un gran
numero de las proteinas citoplasmaticas que contienen uno o dos dominios SH2 (por sus
siglas en inglés: Src-homology 2), reconocen directamente motivos que contienen
fosfotirosinas; sin embargo, proteinas con dominios PTB (por sus siglas en inglés:
Phosphotyrosine-binding), también reconocen fosfotirosinas. Aunque los dominios PTB
" fueron descubiertos originalmente debido a su habilidad para unir fosfotirosinas con la
secuencia: Asn-Pro-X-Tyr (NPXY), muchos dominios PTB reconocen motivos
relacionados con este péptido pero de una forma fosfo-independiente. Otro grupo, incluye
a las proteinas 14-3-3 (mddulos de unién a fosfoserina-fosfotreonina), los dominios FHA
(por sus siglas en inglés: Forkhead associated) y WD-40 (repeticiones del dipéptido Trp,
Asp) que reconocen motivos especificos de fosfoserina-treonina, y por lo tanto median la
actividad biologica de cinasas de serina-treonina (Pawson ef al., 2001).

Un grupo de varios dominios (SH3, WW, EVH1) se unen a motivos ricos en prolina;
- Similarmente, los dominios PDZ se unen a canales i0nicos y receptores, de tal forma que
son importantes para la localizacion de sus blancos en sitios subcelulares particulares, asi
como para la sefializacion corriente abajo.

Se han identificado un gran nimero de médulos que reconocen fosfolipidos especificos,
principalmente fosfoinositidos o PI (por sus siglas en inglés: Phosphoinositides). Los
dominios PH (por sus siglas en inglés: Pleckstrin-homology) pueden unirse ya sea a PI-
4,5-P2 o PI-3,4,5-P3, y por lo tanto, median los efectos de cinasas de lipidos y fosfatasas
en la funcion celular. Estos dominios de union a fosfolipidos sirven tanto para concentrar
- proteinas de sefializacion en subregiones especificas de la membrana plasmatica, como
para regular las actividades especificas de sus proteinas ya sea directamente o por co-
reclutamiento de otra proteina reguladora. Modulos tales como los dominios FYVE (por



sus siglas en inglés: Fab-1, YGL023, Vps27, and EEAI) pueden reconocer a PI-3-P, y
. pueden tener un papel importante en el trafico de proteinas en la célula (Pawson, 2003).
Los dominios particulares de cada una de estas proteinas son por tanto, necesarios para la
interaccién proteina-proteina, que es a su vez indispensable para transducir las sefiales de
moléculas receptoras a moléculas efectoras. La gran variedad de dominios implica una
exquisita regulacion e interaccion de proteinas de las cascadas de sefializacion, a todos los
niveles.



ITI. REPETICIONES WD-40

Durante los ultimos afios, se ha ido acumulando informacion sobre la familia de proteinas
que contienen repeticiones WD-40. Estas proteinas se distribuyen en todos los organismos
- eucariotes y se les ha implicado en una gran variedad de funciones cruciales. Los genomas
procaridticos ya secuenciados no contienen proteinas con repeticiones WD-40
reconocibles; sin embargo, se identificaron dos proteinas con estas repeticiones en
Cyanobacterium synechocystis, un alga verde-azul que se sabe, adquiere DNA de su
entorno; y en Thermomonospora curvata, también un alga verde-azul. Ademas, se han
encontrado 5 proteinas que presentan estas repeticiones en el genoma procariote de
Synechocystis sp. (cepa PCC6803) (Nocker y Ludwig, 2003). Dado el gran nimero de
procesos eucaridticos Unicos en los que se involucran las proteinas con repeticiones WD-
40, esta familia probablemente surgié en los precursores inmediatos de los eucariotes o
durante sus etapas iniciales.

En el genoma de Arabidopsis thaliana hay 237 proteinas que presentan de 4 a 7
repeticiones WD y en el de Saccharomyces cerevisiae, 58. Las 237 proteinas encontradas
en Arabidospsis con repeticiones WD-40 son clasificadas en 143 familias diferentes, 49 de
estas contienen mas de un miembro en Arabidopsis. Aproximadamente 113 de estas
familias o proteinas individuales mostraron clara homologia con proteinas con repeticiones
WD-40 de levaduras, mosca de la fruta y /o humanos; donde se encontré que estan
. conservadas en todos estos organismos, sugiriendo que muchas de estas proteinas son
componentes de mecanismos celulares béasicos (Nocker y Ludwig, 2003). Por otro lado,
Arabidopsis carece de contrapartes de varias proteinas con repeticiones WD-40 que han
sido extensamente estudiadas en otros eucariotes y se esperaria que se mantuvieran
conservadas; por ejemplo, no se ha encontrado en el genoma de Arabidospsis ninguna
proteina relacionada al iniciador de la muerte celular Dark (de mosca)/Apaf-1 (humano).
Es importante destacar que esta proteina es el andamio central del apoptosoma y que hay
muchos paralelos en las vias apoptdticas de animales y plantas; aunque otros componentes
. del fenomeno apoptdtico de animales, no han sido identificados en plantas (por ejemplo,
las caspasas). Arabidopsis también carece de la cadena intermediaria de la dineina, que es
una proteina motora de microtibulos involucrada en el transporte celular de moléculas
cargo a lo largo de los microtibulos. En mamiferos, la cadena intermediaria de la dineina
citoplasmatica desempefia un papel crucial como andamio, mediando las interacciones
entre la cadena pesada y otros sustratos de la dineina; y previamente se hipotetizo,
basandose en la secuencia genomica, que en Arabidopsis la dineina carece de cadena
pesada, por lo cual se sugirié que no hay una dineina funcional en Arabidopsis, y que su
- funcién puede estar siendo compensada por la relativa variedad de cinesinas con dominios
motores en el carboxi-terminal en esta especie (Nocker y Ludwig, 2003). Sin embargo,
también se han encontrado proteinas que aparentemente no son necesarias para el
metabolismo de Arabidopsis; por ejemplo, se identifico una proteina relacionada a la



proteina Nle (Notchless) de la mosca de la fruta que se une al dominio intracelular del
receptor Notch pero al parecer Arabidopsis carece de este receptor, asi como de otros
componentes de esta via de sefializacién del desarrollo (Nocker y Ludwig, 2003).

De todas las proteinas con dominios WD-40 identificadas en el gendma de Arabidopsis,
s6lo cerca de 10 han sido descritas, y se ha encontrado relaciéon en funcidon con sus
contrapartes eucariotas (tabla 1). El hecho de que las proteinas con repeticiones WD-40
pueden interactuar con varias proteinas simultineamente, las hace atractivas para analizar
~ sus asociaciones con los distintos procesos celulares en plantas (Nocker y Ludwig, 2003).

Proteina de Proceso vegetal Proteina Mecanismo celular
Arabidopsis representativa basico
homologa
AGB1 Respuesta a auxinas GB (humano) Transduccion de
senales
COP1, SPA1 Senalizacion de la Cop1 Represion de los
luz/Morfogénesis (humano) reguladores
tanscripcionales bZIP
FAS2 Mantenimiento del Cac2 Ensamblaje de la
meristemo (levaduras) cromatina
FVE, AtMSII Tiempo de floracion, Msil, Hat2 Ensamblaje de la
mantenimiento del (levadura) cromatina,
meristemo acetilacion de
histonas
FIE desarrollo del Esc (mosca) Represion
embrion, floracion transcripcional
mediada por
polipeine
PRLI Varias Prp46 Procesamiento de
(levadura) RNA
FY Tiempo de floracion Pfs2 Procesamiento de
(\evadura) RNA

"Tabla 1.- PROTEINAS CONSERVADAS CON REPETICIONES WD DE
FUNCION CONOCIDA. En la tabla se indican los procesos en los que participan estas
proteinas, y su mecanismo celular basico en las proteinas homologas en otros eucariotes
(tabla adaptada de Nocker y Ludwig, 2003).

Los dominios WD-40 estdn comprendidos por aproximadamente 40 a 60 aminoécidos que
son iniciados por un dipéptido de glicina-histidina (GH) de los 11 a los 24 residuos del
amino terminal, y terminan con un dipéptido de triptéfano-dcido aspartico (WD) en el
~carboxilo terminal. Entre los dipéptidos GH y WD hay una secuencia conservada de
aproximadamente 40 aminoacidos (por lo que se le denominan dominios WD-40). Estas
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repeticiones forman una estructura tipo B propela con 7 aspas, y cada aspa estd compuesta
por cuatro cadenas hoja-B plegadas antiparalelas. Cada repeticion WD-40 forma las
primeras tres cadenas de un aspa y la dltima cadena de la siguiente aspa. La dltima
repeticion WD-40 del carboxilo-terminal completa la estructura del aspa de la primera
repeticion WD-40 para formar la estructura de B-propela (Fig. 1).

El conocimiento de la estructura tridimensional de una proteina con repeticiones WD-40,
la subunidad 3 de una proteina G heterotrimérica (Gg), ha permitido asumir que esta
estructura es comun en todos los miembros de la familia. Esto permitié que a partir de sus
secuencias se definiera la similitud de su superficie, y asi, se dividieran en subfamilias
(Smith, et al., 1999). La estructura de -propela contiene tres superficies potenciales de
interaccion: la superior, la inferior y la circunferencia (Fig. 2), y es de esperarse que los
residuos de la superficie propelar coordinen interacciones con otras proteinas y/o pequefios
ligandos, lo que le permite formar grandes complejos multiproteicos. La abundancia de
estas proteinas sugiere que la familia se expandié y diversificé rapidamente. Este
crecimiento explosivo puede reflejar la extraordinaria utilidad de esta plataforma rigida, la
cual permite un alto grado de variacién en las tres superficies. Muchas proteinas con
repeticiones WD de funcidn desconocida han sido designadas como "tipo-Gg", incluso en
ausencia de cualquier relacién basada en secuencia o funcién con Gg.

Fig. 1.- ESTRUCTURA DE B-PROPELA DE
LA G; DE UNA PROTEINA G
HETEROTRIMERICA.

Superficie suberior

Superficie de circunferencia

Superficie inferior

Fig. 2.- REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LAS SUPERFICIES DE
INTERACCION EN ESTRUCTURAS DE B-PROPELA. Figura adaptada de Smith, ez
al, 1996.



Las funciones de las proteinas con dominios WD-40 son muy diversas; se ha observado
que varias de estas proteinas estdn involucradas en los procesos de transduccién de
sefiales, como es el caso de Gg. Sin embargo, las proteinas con estos dominios también
estdn involucradas en otros procesos que pueden ser tan variados como procesamiento de
RNA, modificacién de la cromatina, regulacién transcripcional, ensamblaje del
citoesqueleto, formacién del huso mitético, formacién y trafico de vesiculas, y en el
control de varios aspectos de la division celular y la citocinesis, apoptosis, sefializacion de
la luz y en la visién, movilidad celular, floracién, desarrollo floral y organizacién del
meristemo (Nocker y Ludwig, 2003). Proteinas con estos dominios han sido encontradas
en el citoplasma o nucleoplasma, asociadas al citoesqueleto, o asociadas a membranas a
través de la union a proteinas de membrana o de interacciones con la membrana. La
distribucién de los dominios es también importante e indispensable para la variabilidad de
las funciones desempefiadas por estas proteinas, como en el caso de Gy, donde sus
dominios se extienden por toda la secuencia a excepcién del extremo amino. Prp4, es un
factor de procesamiento de RNA que tiene dominios WD-40 distribuidos hacia el extremo
carboxilo de su secuencia. La proteina Sec13 es requerida para la biogénesis de vesiculas
del reticulo endopldsmico durante el transporte de proteinas; tiene sus dominios WD-40
distribuidos por toda su secuencia (Fig. 3). El rango de tamaiio de estas proteinas va desde
las pequefias como el regulador pleiotrépico de plantas VIP3, hasta proteinas muy grandes
como la proteina Lyst de mamiferos (>400 kDa) (Nocker y Ludwig, 2003).

Examples of domain proteins

i d Fig. 3.- DISTRIBUCION DE LOS
DOMINIOS WD-40 DE UNA Gy,
Prp4 y Secl3.

W —W - W W N

Secl3 wo— W - W-W- W W

Pawson. T., 2003.

Un papel potencial para las proteinas con repeticiones WD-40 es ser componentes
integrales de complejos proteicos. La particula U3 de snoRNP, estd involucrada en el
procesamiento de la subunidad pequefia del RNA ribosomal; de las 28 subunidades
caracterizadas de U3, no menos de 7 son proteinas con repeticiones WD-40 (Nocker y
Ludwig, 2003). La proteina Pfs2 de levaduras se encuentra asociada con poli(A)
polimerasa (Papl) y con varios factores de multisubunidades en un gran complejo proteico



requerido para el procesamiento y poliadenilacion del extremo 3’ del pre-mRNA (Nocker
y Ludwig, 2003). Dentro de este gran complejo Pfs2 interactia directamente con
subunidades especificas de dos de los factores de procesamiento, sugiriendo un papel
importante de Pfs2 para la integridad del complejo. Muchas otras proteinas con
~repeticiones WD-40 se han encontrado en complejos relativamente estables, incluyendo el
complejo de poro nuclear, el factor de transcripcion general TFIID, y el complejo de la
histona SET1 metiltransferasa (Nocker y Ludwig, 2003). Otro papel de las proteinas con
repeticiones WD-40 es el de actuar como dominio de interaccion modular de proteinas
mas grandes. Se cree que el papel de las proteinas con repeticiones WD-40 en estos casos
es el de llevar a las proteinas y asociarlas con dominios auxiliares cerca de su blanco. Dos
ejemplos en plantas son las proteinas de sefializacion de la luz COP1 y SPAI1, que
yuxtaponen las repeticiones del carboxilo-terminal con un anillo o dominio tipo cinasa,
respectivamente. Otros ejemplos de dominios auxiliares vistos en proteinas con
repeticiones WD-40 de levaduras, animales o plantas incluyen el F-box, dominio SET, y
bromodominio (Nocker y Ludwig, 2003).

II1.1 PROTEINAS CON DOMINIOS WD-40 EN PLANTAS
Los dominios WD-40 estan ampliamente distribuidos en organismos eucariotes. En plantas

se han identificado ya algunas de las proteinas que los contienen y se ha observado que sus
funciones son muy variadas.

IIL.2 SPA (Supressor of Phytochrome A): Las proteinas SPA de Arabidopsis (SPA1,3y
4), reprimen la fotomorfogénesis en plantulas crecidas en presencia de luz. SPA2 se
localiza en el nucleo y puede interactuar con el represor COPI, ademas de ser un represor
potente de la fotomorfogénesis solo en la obscuridad. Todas estas proteinas incluyendo a
COPI presentan dominios WD-40, lo que puede ser un indicativo de que estos dominios
desempefian un papel central importante en la supresion de la fotomorfogénesis en
Arabidopsis (Laubinger et al., 2004).

1113 COP I (Constitutive Photomorphogenesis I): La respuesta de etiolacion de plantulas
de Arabidopsis crecidas en la obscuridad es mediada en parte por COPI, un represor de la
transduccion de sefiales de la luz. COPI se localiza en el nicleo y posee actividad de
ubiquitina ligasa E3, probablemente en conjunto con proteinas que interactuan con esta
(CIP8 y SPA). COPI contiene cuatro segmentos completos y dos medios de repeticiones
WD-40 en el carboxilo-terminal, asi como dos motivos de dedos de zinc en la region
amino-terminal (Kwak ef al., 1997). Esta ademds contiene un péptido sefial bipartita en el
cual existe un dominio de localizacion nuclear y un dominio de 110 aminoacidos de
localizacion citoplasmica o CLS (por sus siglas en inglés: Cytoplasmic Localization
Signal); este ultimo dominio es el responsable de la exclusion nuclear de COPI en un
proceso acelerado por la luz (Subramanian er al., 2004). La forma en que esta proteina
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participa en la respuesta etiolada de las plantulas es uniéndose al dominio PAS del receptor
del fitocromo (phyA) con su dominio WD-40, para ubiquitinarlo con su actividad de
ubiquitina ligasa E3 y posteriormente ser degradado (Seo et al., 2004).

IIL.4 Gy Es el ejemplo mas representativo de proteinas con dominios WD-40. En plantas
se han identificado dos genes en avena (Jones et al., 1998), y en Nicotiana plumbaginifolia
(Kaydmov et al., 2000). En algunas especies tetraploides o hexaploides como soya y
tabaco se han encontrado de dos a tres genes para esta subunidad (Obrdlik ez al., 2000). En
el caso de Arabidopsis, solo un gen codificante para esta subunidad ha sido identificado.

- Las subunidades G; de plantas tienen dos estructuras particulares, una secuencia amino
terminal que forma interacciones "coiled-coil" y siete repeticiones del dominio WD-40, lo
cual ha sido observado en las subunidades Gyde mamiferos. En el modelo clasico de
funcion de las proteinas G heterotriméricas, G, siempre estd asociada a G, a través de una
fuerte interaccion "coiled-coil" lo que la mantiene en la region membranal ya que G, tiene
un grupo prenil en el carboxilo-terminal que la asocia a la membrana. La subunidad G,
estd anclada a membranas a través de un sitio miristoil o palmitoil en la parte media del
amino terminal; asi, esta y el dimero Gy, interactian para mantenerse en estado inactivo.
Cuando un GPCR es activado, activa a su vez al heterotrimero disociandose en G, y
dimero Gy, asi, ambos componentes pueden transducir la sefial a moléculas blanco. Un
ejemplo es AGyl que media la atenuacion de la sefializacion de auxinas actuando como
regulador negativo de la division celular (Ullah et al., 2003), y como regulador del
desarrollo de hojas, flores y frutos (Lease et al., 2001). G, se asocia con por lo menos 14
proteinas diferentes a G,, incluyendo fosfolipasas, adenilato ciclasas, y canales i6nicos
(Nocker y Ludwig, 2003).

IIL.5S Homdélogos de RACKI1: En plantas se identificd por medio de un tamizado
diferencial una proteina con dominios WD-40 en células en suspension de tabaco tratadas
con auxinas sintéticas (2,4-D o acido diclorofenoxiacético) y sin estas. El cDNA del gen
de respuesta a auxina para esta proteina fué aislado 4 h después de la adicion del 2.4-D. La
proteina pesa 35.8 kDa y fué llamada arcA (por sus siglas en inglés: auxin-regulated gene
from cultured cells). Inicialmente se encontrd en los bancos de datos que esta proteina era
homologa a genes estructuralmente relacionados con Gy (Ishida et al., 1993); sin embargo
se determind que el gen arcA de plantas es homologo al gen RACK (por sus siglas en
inglés: Receptor for Activated Protein Kinase C) de animales que inicialmente fué aislado
de cerebro de rata y se compone de siete repeticiones WD-40 (Ron et al., 1994). In vivo,
RACKs de animales anclan y translocan a la proteina cinasa C activa (PKC) a dominios
especificos de la membrana proximos a proteinas sustrato, y consecuentemente promueven
la fosforilacion del sustrato. En plantas ain no se han aislado genes para PKC, sin
embargo la existencia de homdlogos a RACK sugieren la presencia de proteinas similares
a esta proteina cinasa en plantas.
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Desde la identificacion de arcA en tabaco, se han identificado homdlogos en alfalfa
(Msgbl, por sus siglas en inglés: Medicago sativa Gy-like) (McKhann et al., 1997),
Arabidopsis (AtarcA), arroz (RWD, por sus siglas en inglés: rice protein containing the
WD-40 repeat) (Iwasaki et al., 1995), y Brassica napus (BGB1) (Kwak et al., 1997). La
funcion que estas proteinas desempefian en plantas podria ser similar a la de RACK1 en
animales; por ejemplo, BGB1 de B. napus inhibe la maduracion mediada por insulina de
oocitos de Xenopus laevis cuando es expresada en estos. Esta via es mediada por PKC, y la
inhibicion va acompafiada de la reduccion de PKC en la fraccién membranal, como en el
caso de RACK1 de mamiferos. Estos datos indican que BGB1 comparte algunas
caracteristicas funcionales comunes con RACK1 de mamiferos, sugiriendo que algunos
procesos celulares relacionados a RACK1 puedan estar operando en plantas (Kwak et al.,
1997). Por otro lado, estas proteinas también se han visto involucradas en las vias de
transduccién de sefiales mediadas por hormonas, tipicamente todas estas proteinas
responden a auxinas a excepcion de Msgb1 de M. sativa que es inducida por el tratamiento
de las raices con citocininas, y participa en la divisién celular de primordio y meristemos
que daran lugar a los nodulos en respuesta a R. meliloti. El hecho de que arcA pueda
compartir funciones entre animales y plantas, y pueda ser un regulador directo entre las
respuestas a auxinas y el ciclo celular, la hace una proteina de interés para estudiar su
funcion en las vias de sefializacion en las que participa.

15



IV. ANTECEDENTES

En plantas, cada vez se conoce mas informacion referente a los procesos involucrados en
su metabolismo celular; mds aun, ahora se conocen algunos de los componentes de las vias
de sefializacién que participan en su desarrollo y lo interesante es que tienen a sus
contrapartes homologas en sistemas animales y/u otros eucariotes, lo que ha dado lugar a
sugerir sus funciones.

El enfoque inicial del proyecto fué identificar proteinas que participan en las vias de
transduccion de sefiales y su relacion con el citoesquéleto en el eje embrionario de
Phaseolus vulgaris. Por esta razon se utilizaron anticuerpos que reconocen a una proteina
que se une a profilina, ya que se sabe que esta ultima interactiia con el citoesquéleto.
Mediante anélisis por western blot con estos anticuerpos se lidentifico una proteina de 36
kDa (p36), que fué enriquecida y secuenciada. La secuencia de los péptidos parciales de
p36 revel6 tener identidad con la subunidad B de una proteina G-heterotrimérica de
* Glycine max (San Roman Roque, 2001) (Fig. 4). El péptido que presentd mayor identidad
(AIATPIDNSD), fué utilizado para hacer anticuerpos que reconozcan especificamente a
p36 (Fig. 5). Las secuencias de los péptidos parciales y su identidad con la secuencia de la
probable Gy de Glycine max se utilizaron para disefiar los oligonucle6tidos que permitieron
amplificar por RT-PCR y RACE 3’ un fragmento de 742 pb’s del cDNA que codifica para
p36. El alineamiento de esta secuencia con la de la probable G, de Glycine max di6 un
89% de identidad a nivel de nucledtidos (Fig. 6), y un 96% de identidad a nivel de
aminoacidos (Fig. 7) (Islas-Flores, T. 2002).

¥ 1 AHTDVVTAIATPIDNADMIVTASR 24 1 FSPSTLQPTIVSASWDR 17
AHTDVVTAIATPIDNADMIVTASR FSPSTLQPTIVSASWDR
13 AHTDVVTAIATPIDNADMIVTASR 36 157 FSPSTLQPTIVSASWDR 173

¥ 1 LWDLAAGTSAR 11 1 IWDLESK 7
LWDLAAGTSAR IWDLESK
* 89 LWDLAAGTSAR 99 259 IWDLESK 265

Fig. 4.- ALINEAMIENTO DE LOS CUATRO PEPTIDOS PARCIALES DE p36
OBTENIDOS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS. p36 de P. vulgaris (¥) y G, de

Glycine max (+*). La secuencia intermedia es la secuencia consenso. Los niimeros a los
lados de las secuencias corresponden al del aminodacido.
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Fig. S.- INMUNODETECCION DE p36
PRESENTE EN EXTRACTOS PROTEICOS
DE EJES EMBRIONARIOS DE Phaseolus

—l Da vulgaris. La inmunodeteccion se llevo a acabo

con anticuerpos anti-PA218. La flecha indica la

posicién de migracion de la proteina, que pesa 36
kDa.
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GTTTGCGCTCTCCGGCTCCTGGGACGGCGAACTCCGCCTCTGGGACCTTGCCGCCGGCAC 60
GTTCGCCCTCTCCGGCTCCTGGGACGGCGAGCTCCGCCTCTGGGACCTCGCGGCTGGCAC 292

TTCCGCGCGCCGCTTTGTCGGCCACACCAAGGACGTGCTCTCCGTGGCGTTCTCCATCGA 120
CTCTGCCCGCCGCTTCGTTGGCCACACCAAGGACGTGCTCTCCGTGGCGTTCTCCATCGA 352

CAACCGTCAGATCGTGTCGGCGTCACGTGACCGCACGATCAAGCTGTGGAACACCCTTGG 180
CARCCGTCAGATCGTGTCGGCCTCTCGTGACCGCACGATCARGCTGTGGAACACCCTGGG 412

TGAATGCAAGTACACCATTCAAGACAGCGACGCTCATTCTGATTGGGTTAGCTGCGTGCG 240
TGAGTGCAAGTACACAATCCAAGATGGCGATGCGCATTCGGATTGGGTAAGTTGCGTCCG 472

TTTCAGCCCCAGCACGCTTCAGCCGACTATTGTGTCTGCATCTTGGGACCGTACTGTGAA 300
TTTCAGCCCTAGCACTCTTCAGCCAACCATTGTTTCTGCTTCATGGGACAGGACCGTTAA 532

GGTATGGAATCTCACGAACTGCAAACTGAGARACACTCTTGCTGGACACAGTGGGTATGT 360
GGTTTGGAACCTGACCAACTGCAAGCTGAGGAACACCCTTGCTGGACACBATGGGTATGT 592

GARCACTGTTGCTGTTTCTCCCGATGGTTCTCTTTGCGCCAGTGGCGGGARAGATGGAGT 420
GAATACTGTTGCTGTTTCCCCTGATGGCTCTCTCTGTGCCAGTGGTGGCARAGATGGGGT 652

TATTTTGCTGTGGGATTTGGCTGAGGGTAAGCGTCTTTACTCTCITGATGCTGGCTCTAT 480
TATTCTTCTGTGGGATTTGGCTGAGGGTAAGCGTCTTTACTCTCTCGATGCTGGCTCAAT 712

TATCCATGCCCTCTGCTTCAGTCCCAACAGGTACTGGCTGTGCGCCGCCACCGAGCAGAG 540
CATCCATGCACTCTGCTTCAGCCCCAGCAGGTACTGGCTCTGCGCCGCCACCGAGCAGAG 172

CATCRAGATCTGGGATTTGGAGAGTAAGAGTATCGTTGAGGATTTGAAGGTAGACCTCAA 600
CATCARAGATCTGGGATTTGGAGAGCARGAGTATCGTTGAGGATTTGAAGGTTGACCTCAA 832

GACTGAGGCTGATGGTACCAC---TGGTGGAAACACAAACARAAAGAAGGTTATCTATTG 657
GBCTGAGGCTGATGCCACCTCCGGTGGTGGTAACGCCAACARGAAGAAGGTTATTTATTG 892

TACGAGT TTGAACTGGAGTGCGGATGGARGCACTTTCTTTAGTGGTTATACCGATGGCGT 717
CACARGTTTGAACTGGAGTGCGGATGGAAGCACTTTGTTTAGTGGCTATACCGATGGTGT 952

GGTCAGAGTTTGGGCAATTGGACGTTATTAGG 742
GGCCAGAGTTTGGGCTATTGGACGTTATTAGG 984
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Fig. 6.- ALINEAMIENTO DE LAS SECUENCIAS NUCLEOTIDICAS
OBTENIDAS A PARTIR DE EJES EMBRIONARIOS DE Phaseolus vulgaris, CON
LA SECUENCIA DE LA PROBABLE G;DE Glycine max. El alineamiento de las
secuencias se realizo con el programa BLAST (Tatusova y Madden, 1999). La secuencias
obtenidas de frijol tienen un 89% de identidad con la secuencia de soya. La secuencia
completa de soya mide 978 pb’s. La secuencia de p36 (frijol) esta alineada con la
secuencia de la probable G, de Glycine max. Las letras en negritas indican las diferencias
entre las secuencias de frijol y la secuencia de soya. Las lineas punteadas indican la
insercion o delecidn de tres bases en las secuencias de Phaseolus vulgaris y Glycine max.

Frijol 1 LSGSWDGELRLWDLAAGTSARRFVGHTKDVLSVAFSIDNRQIVSASRDRTIKLWNTLGEC 60
LSGSWDGELRLWDLAAGTSARRFVGHTKDVLSVAFSIDNRQIVSASRDRTIKLWNTLGEC
Soya79  LSGSWDGELRLWDLAAGTSARRFVGHTKDVLSVAFSIDNRQIVSASRDRTIKLWNTLGEC 138

Frijol 61 KYTIQDSDAHSDWVSCVRFSPSTLQPTIVSASWDRTVKVWNLTNCKLRNTLAGHSGYVNT 120
KYTIQD- DAHSDWVSCVRFSPSTLQPTIVSASWDRTVKVWNLTNCKLRNTLAGH+GYVNT
Soya 139  KYTIQDGDAHSDWVSCVRFSPSTLQPTIVSASWDRTVKVWNLTNCKLRNTLAGHNGYVNT 198

Frijol 121  VAVSPDGSLCASGGKDGVILLWDLAEGKRLY SLDAGSIIHALCFSPNRYWLCAATEQSIK 180
VAVSPDGSLCASGGKDGVILLWDLAEGKRLYSLDAGSIIHALCFSP+RYWLCAATEQSIK
Soya 199  VAVSPDGSLCASGGKDGVILLWDLAEGKRLYSLDAGSIIHALCFSPSRYWLCAATEQSIK 258

Frijol 18] IWDLESKSIVEDLKVDLKTEADGTT-GGNTNKKKVIYCTSLNWSADGSTLFSGYTDGVVR 239
IWDLESKSIVEDLKVDLKTEAD-T+-GGN-NKKKVIYCTSLNWSADGSTLFSGYTDGV-R
Soya259 IWDLESKSIVEDLKVDLKTEADATSGGGNANKKKVIYCTSLNWSADGSTLFSGYTDGVAR 318

Frijol 240 VWAIGRY 246
VWAIGRY
Soya 319 VWAIGRY 325

Fig. 7.- ALINEAMIENTO DE LA SECUENCIA DE AMINOACIDOS OBTENIDA
A PARTIR DE EJES EMBRIONARIOS DE Phaseolus vulgaris CON LA
SECUENCIA DE LA SUBUNIDAD [} DE UNA PROTEINA G
HETEROTRIMERICA DE Glycine max. El alineamiento se llevo a cabo con el
programa BLAST utilizando la secuencia de aminoacidos traducidos de la secuencia
nucleotidica, obtenida de los extractos de RNA total de ejes embrionarios de P. vulgaris.

La secuencia obtenida de frijol tiene un 96% de identidad con la secuencia de soya. La
secuencia intermedia es la secuencia consenso.
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IV.1 Hipétesis
El embrion debe cumplir con muchas funciones puesto que de este depende el desarrollo y
crecimiento de una planta completa; consecuentemente este tejido debe tener todos los
elementos necesarios para llevar a cabo los procesos de transduccién de sefiales que son
fundamentales para los eventos que ocurren en la germinacion. Por lo que la germinacion
es un modelo util para estudiar a los elementos que participan en la transduccién de
seflales y que permiten que a partir de una semilla se forme una plantula auntétrofa.La
- secuencia en aminoécidos de p36 de P. vulgaris presenta siete dominios WD-40, lo que
indica que puede adquirir una estructura de B-propela. Esta estructura podria entonces
permitirle interactuar con muchas otras proteinas para participar activamente en las vias de
transduccion de sefiales y/u otros mecanismos celulares. Sin embargo, es probable que p36
integre algunas vias de seflalizacién durante la germinacién, ya que en esta etapa se
disparan muchos mecanismos (sefializacion celular activa), que permiten que se lleven a

cabo los procesos necesarios (division, elongacion, diferenciaciéon celular, etc.) e
indispensables para la germinacion.

IV.2 Objetivo

Con base en antecedentes acerca de la identificacion de proteinas homoélogas a p36 en
sistemas vegetales y su posible funcion en la transduccion de seiiales, el objetivo del
presente trabajo es caracterizar a p36 y analizar sus niveles de mRNA durante la

germinacion de Phaseolus vulgaris, asi como analizar el nimero de genes que codifican a
esta proteina.
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V. METODOLOGIA

V.1 MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron embriones de semillas de Phaseolus vulgaris L. variedad negro Jamapa. Las
semillas fueron desinfectadas con cloro comercial al 10%, se enjuagaron con abundante
agua tridestilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. Los embriones fueron
escindidos de forma manual, y se utilizaron para la extraccion de proteinas.

Para e] caso de la extraccion de DNA se utilizaron hojas de frijol o tallos de 15 dias y
raices de 72 h de imbibicion.

V.2 EXTRACCION DE PROTEINAS

Se hizo una harina triturando los embriones secos, se resuspendi6 en buffer PBS-C: 0.14
M NaCl, 0.0014 M NaH,PO,, 0.0036 M Na,HPO,, pH 7.5 (PBS), adicionada con un coctel
comercial de inhibidores de proteasas (Complete™, Roche), en una relacién de 0.05 g de
harina por 250 pl de PBS-C y se incubd por 5 min con agitacion a 4°C. Cuando la mezcla
quedd totalmente hidratada y bien resuspendida, se centrifugd para eliminar el material
insoluble. Se recuperd el sobrenadante y se guardd a -20 °C. Algunas veces se utilizé el

PBS-C con 0.05 % de Tritén-X100 con la tinalidad de extraer también algunas proteinas
solubles de membrana.

V.3 ELECTROFORESIS DE PROTEINAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA
DESNATURALIZANTE (SDS-PAGE)

Los extractos de proteina fueron analizados por electroforesis en geles de 12% de
poliacrilamida desnaturalizante. Cada extracto de proteina fué mezclado en un volumen de
una solucion de Laemmli 2X (100 mM Tris-HCI, pH 6.8, 4% [p/v] dodecil sulfato de sodio
(SDS), 20% [v/v] glicerol, 10 mM B-mercaptoetanol (B-ME), 0.2% [p/v] azul de
bromofenol) (Laemmli, 1970), e incubado 5 min a 95°C. En algunos casos las proteinas se
precipitaron con 15% écido tricloroacético (TCA). Las proteinas se separaron en geles
discontinuos a 25 mA de corriente constante.

V.4 ELECTROTRANSFERENCIA

Cuando las proteinas se separaron en el gel, este se colocd sobre una membrana de
nitrocelulosa (Hybond-C extra; Amersham), y se transfiri6 mediante una corriente
eléctrica en una camara de transferencia himeda (BioRad) a 300 mA por 1-2 h. Después
de Ia transferencia, la nembrana se tifi6 con una solucidn de 0.1% rojo de Ponceau en 1%

acido acético para verificar la transferencia, Las membranas fueron destefiidas para llevar
a cabo las inmunodetecciones.
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V.5 ANTICUERPOS E INMUNODETECCION

Para Jos analisis por western blot se utilizé un anticuerpo levantado en conejo conira el
péptido AIATPIDNSD que fué denominado anti-PA218. Alternativamente, en algunos
casos se probd la reaccién cruzada de anticuerpos anti-RACKI1 levantados contra una
proteina recombinante que corresponde a los aminoacidos 131-317 de RACK1 de humano.
Para algunos analisis se utilizaron anticuerpos anti-histidinas (Qiagen) y los anticuerpos
secundarios fueron anti-conejo o anti-ratén conjugados a fosfatasa alcatina (Zymed) o anti-
conejo conjugado a peroxidasa (Zymed) para deteccion por quimioluminiscencia. La
preparacion de los anticuerpos anti-péptido de ta proteina p36, en conejo y ratén se explica
mas adelante. Las membranas de nitrocelulosa en las cuales se transfiné el gel de
poliacritamida, se pusieron en una solucion de bloqueo (3% albiimina de suero bovina
[BSA] disuelta en PBS). Se incubd con esta solucién durante 1 h a 50°C. Se adiciono el
anticuerpo primario diluido en una solucién de PBS y 0.05% Triton X-100 (PBS-T). Se¢
incubd toda 1a noche con agitacion a 4°C seguido de tres lavados de 15 min con PBS-T, se
adiciond el anticuerpo secundario asociado con fosfatasa alcalina y se incubo por 2 h a
temperatura ambiente con agitacién. Se lavo tres veces con PBS-T y una ultima vez con
PBS, se revel6 con 0.6 mM Nitro-azul de tetrazolio (NBT) y 0.07 mM S-bromo-4 cloro-3-
indolil fosfato (BCIP) los cuales son sustratos de la fosfatasa alcalina, en una solucién de

0.1 M Tris-HCI, 0.1 M NaCl, 2 mM MgCl,, pH 9.5. A este método se le llama también
western blot (Towbin ef al., 1979).

V.6 TINCION DE GELES CON AZUL DE COOMASSIE

Los geles se tifieron con una solucién de azul de coomassie R-250 (0.1%) en
agua:metanol:dcido acético glacial (5:5:2) con agitacion por un minimo de h. El gel se
destifié con una solucién de 50% metanol, 10% acido acético [v/v]. Este tipo de tincién
tiene sensibilidad para visualizar proteinas con una concentracién de 0.5 pg en el gel.

V.7 COLUMNA DE AFINIDAD

Para hacer una columna de afinidad con los anticuerpos anti-PA218, primero se requiri6 de
purificar el anticuerpo contenido en el suero. Para ello se utilizd Proteina A (que ticne
afinidad por el fragmento Fc de los anticuerpos), acoplada a Sefarosa CL-4B (Sigma), la
resina se hidrat6 con 0.1 M Trs, pH 8, y se empacd en una columna; antes de pasar el
suero (3.5 ml) se lavo la columna con 0.1 M Tris, pH 8; se colectd lo que no se pego, se
lavé la columna y se eluyé con 500 pl de 0.01 M Glicina-HCI, pH 3 hasta colectar 12
fracciones que se neutralizaron inmediatamente 2 pH 7.5 (todo el procedimiento se llevé a
cabo a 4°C). Las fracciones asi como lo que no se pegd a la columna fueron analizadas en
un gel de poliacrilamida. E anticuerpo ya purificado fué dializado contra un buffer de 0.1
M NaHCO,, pH 8 y 0.5 M NaCl.

Para hacer la columna de afinidad con los anticuerpos anti-PA218, se hidrataron 0.3 g de
Sefarosa activada con Bromuro de Cianégeno (Sigma) en un tubo con 3.5 ml de 10 mM
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HCI por 15 min a 4°C. Se retir¢ el HC! y se 1avé la resina con 14 ml de 0.IM NaHCO,, 0.5
M NaCl, pH 8, y se adicioné el anticuerpo purificado a la resina. Esta mezcla se dejo
incubando toda la noche a 4°C en agitacion lenta. Se recuperé la fase liquida y se Javo tres
veces la resina con 0.1 M NaHCO,, 0.5 M NaCl, pH 8, y tres vecescon 0.3 M Trisy 1.9 M
Glicina, pH 8, se incubéd la resina con este buffer por 4 h a 4°C y se empacé en una
columna. La columna ya empacada se lavd con 2 ml de 0.1 M NaHCO,, 0.5 M NaCl, pH 8
y dos veces con 0.1 M acetato de sodio, pH 4; se equilibré Ja columna conr 30 ml de PBS-
C, pH 7.5. Se pasé el extracto de | g de harina de ¢je embrionario, hecho con PBS-C pH
7.5, dos veces por la columna. Se di6 un lavado a la columna con 60 mi de PBS-C, pH 7.5.
La elucién se llevé a cabo con 3 ml de 0.01 M Glicina-HCI, pH 3, y se colectaron
fracciones de 500 (Ul en tubos que contenian 150 pl de IM Tris, pH 8. Se precipitaron 2 ml
de la colecta con TCA y este precipitado se analizd por western blot. Los anticuerpos anti-
PA218 reaccionaron con una proteina de menor peso molecular al esperado, por o cual se
procedié a inmunopurificar anticuerpos contra esa proteina para ensayar en western blot
contra p36. Para ello se cort6 la banda y se lavé con 6 M Urea y 2% SDS para eluir el
anticuerpo pegado, luego se reequilibrd en PBS y se incubé con el antisuero que contiene
el anticuerpo anti-PA218 con 3% BSA en PBS-0.05% Triton X-100, pH 7.5. La elucién
del anticuerpo pegado a la banda se llevo a cabo con 0.01 M Glicina-HCl, pH 3 que se
neutralizé con | M Tris, pH 8.

V.8 ANALISIS DE EXTRACTOS NATIVOS Y DESNATURALIZADOS

Se hicieron extractos de proteinas de ejes embrionarios de Phaseolus vulgaris con PBS-C
y se tomaron 5 alicuotas; todas las alicuotas se diluyeron 1:1 con el buffer de carga nativo
(IM Tris, 2% Glicerol, y azul de bromofenol, pH 8,), a la segunda alicuota se le adiciond
1% SDS, a la tercera alicuota se le adiciond 2.5 % SDS, a la cuarta y quinta alicuota se le
adicion6 2.5% SDS y 1% B-ME. S6lo la quinta alicuota fué hervida a 95°C por 5 min.
Todas las alicuotas se corrieron en un gel nativo de un gradiente de concentracién (4-20%
Tris-HCI, BioRad) se transfirié a una membrana, y se realizé una inmunodeteccion con
anticuerpos anti-PA218.

V.9 DOT-BLOT

Para obtener mas evidencia de si los anticuerpos reconocen a la proteina en forma nativa,
_se hicieron ensayos de dot-blot. Se prepararon muestras de extractos proteicos de ejes
embrionarios de Phaseolus vulgaris con 1% SDS, 2.5% SDS, y 2.5% SDS més 1% $-ME,
hervido y sin hervir, a 95°C por 5 min (ver ensayo anterior). En una membrana
cuadriculada, se puso una gota de cada muestra, y se bloqued con 3% BSA en PBS-T. El
western blot se hizo con anticuerpos anti-PA2 (8 (purificados en columna de Proteina A).
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V.10 CINETICA DE GERMINACION DE SEMILLAS DE Phaseolus vulgaris
Se tomaron semillas de Phaseolus vulgaris variedad negro Jamapa y se lavaron por 15 min
con una solucién al 10% de cloro comercial, se lavaron tres veces con agua esterilizada y
una vez brevemente con alcohol industrial; se dieron tres lavados con agua esterilizada y
se escurrieron. En la campana de flujo Jaminar con mechero encendido se tomaron
charolas con toallas absorbentes esterilizadas y se les puso agua esterilizada, o en su caso,
los tratamientos (50 mM JAA, 25 mM 2,4-D y 25 mM NPA); entonces se fueron poniendo
las semillas separandolas hasta llenar la charola, se cubri6 con papel aluminio y se dejaron
incubando a temperatura ambiente.
Los tejidos fueron extraidos, escindiendo el eje embrionario hasta el tiempo de 40 h,
después de este tiempo se escindi6 la plantula y se cortd por la mitad (el corte se hizo en la
parte media del hipocotilo); inmediatamente después de extraer los tejidos, se congelaron
en nitrégeno liquido y se guardaron a —=70°C.
. Los tiempos tomados para el anatisis de los tejidos fueron los siguientes: 8, 12, 20, 32, 40
h y se tom¢ el hipocotilo-4pice de las 48 h para todos los tratamientos.

Estos tejidos fueron procesados para analizar los cambios en los niveles de
acumulaciéon de p36 a nivel de mRNA.

V.11 WESTERN BLOT DE LA CINETICA DE GERMINACION

Con los tejidos obtenidos de la cinética de germinacién se hicieron extracciones de
proteinas solubles (ver método de extraccién). Se recuper6 el sobrenadante y se midié la
concentracién de cada extracto y se tomaron 20 pg (la fraccién soluble en un volumen de
buffer de Laemmli), y se incubaron 5 min a 95°C. Las muestras desnaturalizadas fueron
analizadas en geles de 12% de poliacrilamida que fueron tefiidos con azul de coomassie, 0
transferidos a una membrana de nitrocejulosa (Hybond™-C Extra) para western blot con
anticuerpos anti-PA218.

V. 12 EXTRACCION DE DNA GENOMICO DE FRIJOL

Se colectaron hojas de frijol de 15 dias y se sumergieron en nitrégeno liquido
inmediatamente para congelarlas a -70°C. Para la extraccion del DNA genomico, se
pesaron 1.8 g de tejido, este se pasd a nitrogeno liquido y se pulverizé en un mortero. La
harina se puso en tubos Falcon y se le adicionaron 2 ml de buffer de extraccion
precalentado a 65°C (1% sarcosil, 0.8 M NaCl, 0.5 M EDTA (pH 8.0), 2 M Tris-HC] (pH
7.8), 0.8% CTAB, 0.14 M manitol), ademas de 2.8 ul de f-ME y 2 ml de cloroformo-
alcohol isoamilico (24:1), 1a mezcla se incubd a 65°C por 10 min agitando periédicamente
y se centrifugd a 2,500 g por 5 min a temperatura ambiente. La fase superior se recuperd y
se le adiciond 1 volumen de isopropano] frio; se mezcld y centrifugé a 2,500 g por 10 min
a temperatura ambiente. Se recuperé el precipitado y se resuspendié en 1.3 ml de | M
CsCl y se le adiciond enseguida 2.6 ml de 100% etanol (en este paso se precipita el DNA).
Se centrifugd a 3,500 g por 10 min a temperatura ambiente, se recuperd el precipitado y se
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resuspendi6 en 833 pl de TE (10 mM Tris-HC), | mM EDTA, pH 7.5); una vez mezclado
perfectamente se adicionaron 10 pl de RNAsa (10 mg/ml) y 200 pl de S M NaCl. Se
dividi6 el volumen en dos tubos eppendorf y se adiciond 1 volumen de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico (25:24:1); se agitd por 5 seg y se centrifugéd a 6,500 g por 5 min a
temperatura ambiente y se recuperd la fase superior; finalmente se le adicionaron 500 pl
de cloroformo (para eliminar los residuos de fenol) y se centrifugé S min a 6,500 g. Se
recuperd la fase superior y se le adicionaron 500 pl de 70% de etanol y se mezclé por
inversién, se incubd por 5 min a 4°C. Se centrifugd a 6,500 g por 10 min (el lavado con
etanol se realizo tres veces). Se retird todo el etanol y se dejo secar el precipitado por 10
min; la pastilla se resuspendié en 50 pl de agua destilada. El DNA se guardé a -20°C.

V.13 EXTRACCION DE RNA TOTAL A PARTIR DE SEMILLAS DE FRIJOL
Debido a la alta susceptibilidad del RNA a degradacién por RNAsas, ¢l material utilizado
para su extracciébn y manipulacién debe ser esterilizado y tratado con DEPC (dietil
pirocarbonato; [Sigmal]), que es un agente inhibidor de la actividad de las RN Asas.
Las semillas de frijol se lavaron brevemente con agua estéril tratada con DEPC y se
pusieron a secar. Los embriones se escindieron y se pusieron inmediatamente en nitrogeno
liguido. Los morteros en los que se vaciaron los embriones se enfriaron y estos se molieron
rapidamente hasta hacer una harina, la cual se puso en tubos eppendorf de | mi. A la
harina en los tubos se le adiciond 1 ml de Trizol, se agitd vigorosamente el tubo y se dejo
incubando 45 min a temperatura ambiente, entonces se les adicion6 0.3 ml de cloroformo,
se agitd y se dejé incubando por 20 min a temperatura ambiente. Se centrifugé a 7,000 g
durante 15 min a 4°C y se recuperd el sobrenadante al cual se le adicioné 0.5 ml de
isopropanol y se dejé incubando 5 min a 4°C y 20 min a -20°C; se centrifugd a 7,000 g
durante 15 min a 4°C y se desech6 el sobrenadante. La pastilla se lavé con 1 ml de 75%
etanol, se agitd (vortex) hasta despegar la pastilla y se centrifugé a 7,000 g durante 10 min
a 4°C; se desecho el etanol y se puso a secar la pastilla por 10 min, entonces se le
adicionaron a la pastilla 2.5 M cloruro de litio para precipitar DNA y carbohidratos y se
agité suavemente (la pastilla) para disolverla; se tomé el sobrenadante y se incubé a -20°C
por 20 min para precipitar el RNA, y se centrifugé a 7,000 g por 15 min a 4°C. Se elimin6
el sobrenadante y se adicionaron 50 pl de agua-DEPC y se resuspendio la pastiila.
Para evitar la rdpida degradaciéon del RNA extraido con trizol, también se hicieron
extracciones de RNA total con el método de Tiocianato de guanidina, (Chomczynski y
Sacchi, 1987). A 0.05 g de harina de ejes embrionarios, se adicionaron 300-500 pl de
solucién de extraccién de RNA (4 M Tiocianato de guanidina; 25 mM Citrato de sodio, pH
7.5, 0.5% Sarcosil y 0.1 M B-ME), 100 ul de Acetato de sodio 2 M, 300-500 jul de Fenol, y
100 u! de Cloroformo-Alcohol isoamilico (49:1); la mezcla se resuspendié por 10 min, se
incub6 15 min a 4°C y se centrifugd a 10,000 g por 20 min a 4°C. El sobrenadante se
recuperd y se Je adicioné 500 pl de isopropanol, se precipité a -20°C por 1 h y se
centrifugd a 10,000 g por 20 min a 4°C. El precipitado se resuspendié en 150 pl de
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solucién de extraccidn y se adiciond 1 volumen de isopropanol, se dejé precipitando | h a
20°C y se centrifugd a 10,000 g por 20 min, el precipitado se lavo tres veces con etanol al

75% y la pastilla se resuspendié en agua-DEPC. Se hicieron alicuotas que se congelaron a
-70°C.

V.14 ELECTROFORESIS DE RNA Y DNA EN GELES DE AGAROSA

Los geles para RNA se prepararon con una concentracion de 1.4% de agarosa en 30 ml de
MOPS 1X {(3-(N-morfolino) acido propanesulfonico (MOPS) y 1 mM de EDTA, el buffer
se ajustd a pH 7], 6.5 % de Formaldehido y 0.003% de bromuro de etidio, y las muestras
se prepararon con 5 ul de RNA, 5 ul de buffer de carga (50% glicerol y 1% azul de
bromofenol) y 16.5 pul de buffer de mezcla (MOPS 10X, 6.65% formaldehido, 50%
formamida, buffer de carga y H,0); esta preparacién se calienta a 65°C por 5 min y se
carga en el gel. La corrida se llevo a cabo a 60 V durante 1 h. El bromuro de etidio, es un
compuesto que se intercala entre las bases de los 4cidos nucleicos y que a la longitud de
onda de la luz UV se excita produciendo energia luminosa, de esta forma podemos
observar nuestras preparaciones de RNA.

Los geles para DNA se prepararon con 0.8%-2% de agarosa en buffer TAE pH 8.5 (0.04
M Tris-Acetato, 0.11% acido acético glacial y 0.001 M EDTA), con 0.003% bromuro de

etidio. Los geles se corrieron a 100 V por 1 h y se analizaron en un transluminador de luz
UV,

V.15 MARCAJE RADIOACTIVO DE SONDAS

Para el marcaje radioactivo de sondas de DNA se utiliz un fragmento de 500 pb’s
producto de una reaccién de PCR con los oligonucleétidos Fwd1 (ctctcatccgacggtca) y
Rv] (tccatgeactetgettea), y un fragmento de 940 pb’s, obtenido con los oligonucleétidos
Fwd2 (cacaccgacgtegtga)-Rv3’ (ataacgtccaattgeccaaac). Se utilizaron aproximadamente 25
ng de cDNA (500 y 940 pb’s) y se llevaron a un volumen final de 46-48 pl con TE (10
mM Tris, 1 mM EDTA). La sonda para marcar se incub6 a 100°C por 10 min y se
_ transfirié a 4°C. La mezcla se pasé a un tubo con la solucién de reaccién (estuche
Redipnme™ [I; Amersham), y se adicionaron 2-4 pl de (alfa-”P) dCTP (20-40 uCi). El
tubo se incubd 30 min a 37°C, y se dejé toda la noche a temperatura ambiente. EI DNA
marcado se precipitdé adicionando 300-500 pl de Magic probe (0.1 mg/ml DNA de
esperma de salmén, 10 mM EDTA, 2.5 M NH,C,H,0,) y 200-500 pl de isopropanol, e
tncubando por 15 min a temperatura ambjente y 2 h a 4°C. Se centrifugd a 7,000 g por 10
min a temperatura ambiente y se recuperé el precipitado. La pastilla se resuspendié en 20-
40 pl de 0.1 M NaOH y se hirvié a 95°C por 10 min para desnaturalizar la doble cadena de
. DNA antes de afiadirla al tubo de hibridacion.
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V.16 NORTHERN BLOT DE LA CINETICA DE GERMINACION

Para llevar a cabo la transferencia del RNA separado en el gel de agarosa, primero se le
hicieron dos lavados de 10 min cada uno con MOPS 1X, un lavado breve con 10X SSC (3
M NaCl, 0.3 mM Citrato de sodio), y 20X SSC. El gel de agarosa se colocd sobre un
vidrio con dos papeles filtro (Whatman) del tamano del gel, sobre el gel se coloco una
membrana de nylon (Hybond-N, Amersham) que fué cubierta por tres capas de pape] filtro
y por varias capas de toallas de papel absorbente. Sobre el ensamblaje se colocd un peso
de aproximadamente | Kg y se mantuvo en contacto con una solucion de 10X SSC. La
transferencia se dejé por 24 h; posteriormente se lavé la membrana con una solucion de
0.04 N NaOH por 3 min, seguido de 2X SSC por 5 min. La membrana se guard a -20°C.
La membrana con el RNA transferido se colocéd en un tubo con la solucién de
prehubridacion (3.5 ml 20% SDS, 5.2 ml 1| M NaH,PO,, pH 7.2 combinado con 10.2 ul 0.5
M EDTA, pH 8, 1.3 ml H,O tridestilada, 0.01 g BSA), y éste a su vez se colocé en un
horno de hibridacién a una temperatura de 55°C en agitacién continua por | h. Se agregé
la sonda marcada radioactivamente para incubar por 24 h a 55°C. Al término de este
tiempo, se elimind la solucién con la sonda marcada radioactivamente de la membrana de
nyloun y se afiadid la solucion SSC 4X, 0.1% SDS para lavarla hasta que no se detectara
sefal radioactiva en las orillas de 1a membrana. La membrana se expuso un dia en un
pantalla de Phosphorimager o a una pelicula X-OMAT por 2 dias.

V.17 SOUTHERN BLOT

La técnica de Southern blot permite el anélisis de DNA genémico o fragmentos definidos
de DNA después de digestion con endonucleasas de restriccién para determinar con una
sonda conocida el nimero de genes contenidos en un genoma especifico. EI DNA
inmovilizado en filtros de nitrocelulosa no interacciona con otras moléculas inmovilizadas
y a su vez, mantiene la capacidad de hibridar con moléculas complementarias. La
deteccidn de estas hibridaciones se realiza mediante la deteccién de un marcador
radioactivo en un revelado por autorradiografia.

V.17.1 Digestién del DNA Gendmico.- El DNA previamente extraido se digirié
para poder analizarlo e hibridarlo con la sonda marcada. La digestion se llevd a cabo con
las enzimas: Bg/ll, Banl, Kpnl y BamHI toda la noche a 37°C. La mezcla de reaccion de
digestion fué la siguiente:

Buffer (especial para cada enzima) 20 pl
DNA  Sug/ul 1-3 ul
H,O 173-176 ul
Enzima 30-40 U

Posteriormente, el DNA digerido fué precipitado con 1 vo! de isopropanol y 1/10 vol de
7.5 M de Acetato de Amonio, y separado en un gel de 0.8-1% agarosa, tefitdo con bromuro
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con dos papeles filtro (Whatman) del tamafio del gel, sobre el gel se colocd una membrana
de nylon (Hybond-N, Amersham), que fué cubierta por tres capas de papel filtro y por
varias capas de toallas de papel absorbente. Sobre el ensamblaje se colocd un peso de
aproximadamente 1 Kg y se mantuvo en contacto con una solucién de 0.4 N NaOH. La
transferencia se dejo por 24 h; posteriormente se lavé la membrana con una solucién SSC
2X (0.3 M NaCl, 30 mM Citrato de sodio) por 5 min a temperatura ambiente. La
membrana se guardd a -20°C. La membrana con el DNA transferido se colocd en un tubo
con la solucién de prehibridacidn (5X SSC, 5X solucién de Denhardt’s [solucion 100X:
20% Ficol 400, 20% Polivinilpirrolidona y 20% de BSA)J, 1% SDS y 100 pug/ml de DNA
de esperma de salmon) en un homo de hibridacidn a una temperatura de 42°C en agitacion
continua por 2 h. La hibridacién se ilevd a cabo con la solucién de prehibridacidn sin DNA
de esperma de salmén y con Ja sonda marcada radioactivamente, entonces se incubd por
24 h a 50°C. Se elimind la solucidon con la sonda marcada radioactivamente de la
membrana de nylon y se lavé la membrana con 4X SSC con 0.1% SDS y cuando se
detectaba ain sefial en las orillas de la membrana se lavé con 0.1X SSC con 0.1% SDS
hasta que no se detectara sefial radioactiva en las orillas de la membrana.

V.18 CLONACION DE UN FRAGMENTO DE 580 pb’s

Con la finalidad de producir anticuerpos que reconozcan una parte significativa de p36, se
procedid a clonar y expresar un fragmento de cDNA del que ya se conoce su secuencia. Se
amplificd un fragmento de 580 pb’s que incluye al extremo 3°. Este fragmento se obtuvo
con los oligonucleétidos FWAatg al que se le afiadié un atg en el extremo 5’
(atgtggaacacccttggtga) y Rv3’, que no contiene el coddn de término
(ataacgtccaattgeecaaac). El atg que se le adicion6 al oligonucledtido FW Aatg fué con la
. finalidad de que este extremo quedara con el codén de inicio para que se lleve a cabo la
expresién del fragmento clonado; para el extremo 3’ se hizo el oligonucledtido Rv3’ que
no contiene e} codén de término (Fig. 8), con la finalidad de que se exprese con el epitope
V5 y la cola de histidinas que tiene el vector (Fig. 9).

FWAatg 742 pb’s
............ et TAG
lPCR
aiW_Aatg_ o o Sin codén
<4+— de término
580 pb’s Rv3’

Fig. 8.- REPRESENTACION DE LA AMPLIFICACION DEL FRAGMENTO DE
580 pb’s A PARTIR DE ¢DNA DE P. vulgaris. La amplificacién del fragmento de 580
pb’s se llevé a cabo por PCR con los oligonucledtidos FWAatg y Rv3® que fueron
disefiados con la finalidad de que produzcan extremos adecuados para la clonacion en el
vector pCRT7/CT-TOPO y para su expresion posterior.
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La clonacién del fragmento se llevé a cabo en un vector linearizado y activado con una
topoisomerasa (pPCR®T7/CT-TOPO, 2702 pb’s), que permite expresar el producto con un
epitope (V5) para poder detectarlo, asi como con una cola de histidinas en el extremo 3’
(Fig. 9). La reaccion consistié en mezclar 4 pl de producto de PCR, 1ul de 1.2 M NaCl,
0.06 M MgCl2 y 1 ul de vector (0.4 ng). Enseguida, se procedi6 a transformar la
construccidn en células de E. coli (TOP10F’) quimicamente competentes: a un vial de 50
ul de células, se adicionaron 2 ul de la reaccidn de clonacién y se di6 un choque térmico
por 30 seg a 42°C; en seguida se adicionaron 250 p! de medio SOC y se incubaron por 30
min a 37°C y 200 rpm de agitacion, se sembraron 100 pl en una caja con medio LB y se
dej6 incubando a 37°C toda la noche.
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Fig. 9.- MAPA DEL VECTOR pCRT7/CT-TOPO. El vector linearizado tiene una
timidina saliente, ademds tiene una topoisomerasa covalentemente unida al vector (vector
activado); la Taq polimerasa con su actividad de transferasa terminal independiente de
templado, adiciona una adenina a los extremos 3° de los productos de PCR, por lo cual
estos pueden insertarse y ligarse eficientemente al vector.

La seleccién de clonas positivas para el inserto de 580 pb’s se llevé a cabo por medio de
PCR con los oligonucleétidos mencionados; sin embargo, este resultado no proporciona
datos respecto a la orientacidn del inserto en el vector, por lo que se purificaron los
pldsmidos con el estuche QIAprep®Miniprep (Invitrogen) y se digirieron con la enzima
Banl, que hace un corte en el inserto y dos cortes en el vector con lo cual se obtienen
fragmentos de 660, 1059 y 1467 pb’s cuando el inserto estd en orientacién correcta, y por
otro lado, fragmentos de 974, 1059 y 1149 pb’s cuando el vector no esté en la orientacin
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correcta. Las clonas que tuvieron el inserto en orientacidn correcta (clonas 5 y 6), fueron
mandadas a secuenciar para asegurar la orientacién correcta del inserto en el vector, asi
como Ja fase correcta de la secuencia. Las células One Shot® TOPLOF’ no contienen T7
polimerasa por lo que su utilidad radica en el mantenimiento, propagacién y
caracterizacion de) plasmido recombinante. La expresion del inserto es controlada por el
promotor del fago T7. T7 RNA polimerasa reconoce especificamente este promotor; por
tanto, para que se lleve a cabo la expresion es necesario que las células tengan esta enzima
ya sea por induccion o infeccion con ¢l fago. La cepa DE3 lleva Ja forma lisogénica del
fago lambda, que contiene el gen lac, el gen T7 RNA polimerasa bajo el control de
promotor lacUVS5, y una pequeiia porcién del gen lacZ, y por tanto la expresion de T7
RNA polimerasa puede ser inducida con IPTG (isopropyl B-D-tiogalactosidasa).

V.19 EXPRESION DEL FRAGMENTO DE 580 pb’s

Para expresar el fragmento, se tomaron 10 ng del vector de la clona 6 y se transformo un
vial de 50 pl de células de £. coli quimicamente competentes (One Shot® BL21[DE3])
por medio de un choque térmico a 42°C por 30 seg; se adicionaron 250 pl de medio SOC'y
se incubaron por 30 min a 37°C y 200 rpm de agitacion. Se tomod toda la solucién de

reaccion y se inoculé a 10 ml de LB con 100 pg/ml de ampicilina; se dejo en incubacion a
37°C toda la noche.

V.19.1 Expresidn piloto.- Se llevé a cabo una expresion piloto para determinar el

tiempo dptimo de expresién, asi como Ja concentracion adecuada de inductor IPTG. Se
tomaron 500 pi del cultivo de toda la noche y se inocul6 un tubo con 10 ml de LB con 100
1g/ml de ampicilina, se incubd por 2 h a 37°C y 200 rpm,; se transfirieron S ml del cultivo
a dos tubos y se adicioné a un tubo IPTG a una concentracion final de 0.75 mM. El tubo
sin IPTG se tomé como control. Se incubé en Jas mismas condiciones por 6 h y se tomaron
500 pl de cada tubo cada hora. El cultivo con 0.75 mM de IPTG tuvo una velocidad de
crecimiento mucho menor que el control sin inductor. Las muestras se centrifugaron a
16,000 g por 30 seg y se desechd el sobrenadante. El paquete celular se guardé a -20 °C
hasta su analisis.
Para analizar las muestras, se tomaron 80 pl de buffer de lisis (50 mM fosfato de potasio,
400 mM NaCl, 160 mM KCI, 10% glicerol, 0.5% Triton X-100, 10 mM Imidazol) y se
resuspendieron las pastillas de células. Estas se congelaron con nitrégeno liquido y
descongelaron a 42°C 3 veces, seguido por sonicacién a una amplitud de 20 unidades, €
intervalos de 10 seg durante 10 min, y centrifugaron a 16,000 g por 1 min. La parte soluble
se diluyé 1:1 con buffer de Laemmli 2X y la fraccién insoluble se resuspendié en 20 pi de
buffer de Laemmli 1X y se calentaron por 5 min a 95°C. Los extractos se analizaron por
medio de geles de poliacrilamida desnaturalizante al 12% y tefiidos con azul de coomassie,
y por wesfern blot con anticuerpos anti-poli-His.
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V.19.2 Expresion a escala mayor.- Para evitar Ja lisis celular provocada por la
adicion del inductor, las incubaciones se lievaron a cabo a temperatura ambiente. Con 500
ml de cultivo se inocularon 20 ml de medio LB con 100 pg/ml de ampicilina y se incub6 a
37°C toda la noche y con este cultivo se inoculd | L de medio LB con 100 pg/mt de
ampicilina y 0.75 mM de [PTG. Se incubd por 12 h a temperatura ambiente y en agitacion,
después se centrifugd a 3,000 g, 4°C por 10 min, y el paquete celular se resuspendid en | 5-
20 ml de buffer de lisis, seguido por congelacién en nitrégeno liquido y descongelacidn en
batio maria a 42°C y varios ciclos de sonicacién a una amplitud de 20 unidades, e
intervalos de 10 seg durante 10 min. La solucidn ya clarificada se centrifugd a 3,000 g por
10 rin y la parte soluble se recuperé para purificar la proteina recombinante.

V.20 PRODUCCION DE ANTICUERPOS

Dado que los anticuerpos anti-PA2 18 aparentemente no reconocen a p36 en estado nativo,
estos no permitirdn hacer inmunoprecipitaciones de p36 con sus ligandos para poder
identificarlos, asi como tampoco permitiran hacer inmunolocalizaciones in situ. Por lo

tanto se procedid a producir anticuerpos especificos contra un fragmento de p36 (580 pb’s)
expresado en bacterias de E. coli.

V.20.1 Purificacién de la proteina recombinante.- Para la purificacion de la
proteina recombinante a partir del extracto soluble, se utilizaron 200 y/o 600 pl de Ni-
NTA agarosa (Qiagen) o His-Select Nickel (Sigma) empacadas en columnas. Las columnas
con las resinas se equilibraron con buffer de lisis, se pasé el extracto y los lavados se
hicieron con 10 vol de columna con buffer de lisis con 20 mM imidazol y la ¢lucién se
llevé a cabo con 5 vol de columna con buffer de lisis con 500 mM imidazol. Las
fracciones eluidas fueron precipitadas con 15% TCA e incubadas por 30 min-1 h a
temperatura ambiente y centrifugadas por 15 min a 4°C y 16,000 g; se descartd el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié en }00% etanol frio, se centrifugé por 5 min,
4 °C y 16,000 gy la pastilla se resuspendi6 en buffer de Laemmli 2X.

V.20.2 Preparacién de la proteina recombinante para inmunizar.- La proteina
pura y desnaturalizada fué separada en un gel preparativo de 12% de poliacrilamida
desnaturalizante de 1.5 mm de grosor, el gel fué tefiido con azul de coomassie para
detectar la banda correspondiente a Ja proteina recombinante. Se corté la banda de proteina
y se lavé varias veces con agua tridestilada y posteriormente con PBS, pH 7.5. La banda
de poliacrilamida con la proteina recombinante fué macerada en PBS, pH 7.5 hasta que fué
capaz de pasar por la aguja de una jeringa de insulina.

V.20.3 Inmunizaciones.- La proteina recombinante ya purificada en la agarosa
macerada fué inyectada a tres ratones de la cepa CD+1 (5 pg/ratdn) y un conejo de la linea
Nueva Zelanda (60 pg). Las inmunizaciones fueron hechas cada 15-25 dias, en los ratones
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se llevaron a cabo 4 inmunizaciones y se esperaron 6 dias para la extraccion a blanco. En
el conejo se hicieron 7 inmunizaciones y se experaron 6 dias para la extraccién a balnco.
La sangre se incubé a temperatura ambiente por 1 h y se incubd a 4 °C toda la noche; se
separ6 el coagulo y se centrifugd a 10,000 g por 10 min a 4°C. Se recupero €l suero y se
guardd a 4 °C.

V.20.4 Anadlisis de los anticuerpos levantados en conejo y ratones.- Para
analizar el suero de los ratones, se hizo un western blot con la proteina recombinante pura.
Se tituld el suero de los tres ratones a diferentes diluciones para encontrar la ditucién
optima de trabajo y se analizaron Jas reacciones de pegado por western blot.

V.21 Amplificacién por RT-PCR de un fragmento del cDNA de p36

Con la finalidad de obtener la secuencia faltante del extremo 5’ del cDNA de p36, se
hicieron reacciones de RT-PCR utilizando oligonucledtidos basados en la secuencia de la
probable Gy de G. max. El RNA templado fué extraido de ¢jes embrionarios de frijol. Con
estas reacciones de RT-PCR se logré amplificar un fragmento de 936 pb’s con la
combinaciéon de los oligonucledtidos Fwd2 (cacaccgacgtcgtga) y Rv3’
(ataacgtccaattgeccaaac). Para conocer la secuencia de este fragmento, se procedio a
clonarlo utilizando el estuche TOPO TA Cloning® (ver metodologia de clonacion del
fragmento de 580 pb’s); el tamizado de las colonias transformadas se llevé a cabo por
PCR; se purificaron los plasmidos de las colonias que tuvieron el inserto y se secuenciaron
en la unidad de secuencia del Instituto de Biotecnologia de Ja UNAM.
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VI. RESULTADOS

V1.1 ANALISIS DE LA SECUENCIA QUE CODIFICA PARA p36

La secuencia de la probable G, de G. max es de 978 pb's, y s6lo se habian amplificado 742
pb’s correspondientes en P. vulgaris, que incluyen el extremo 3’ del cDNA. Para
amplificar la parte correspondiente al extremo 5°, se utilizaron los oligonucleétidos Fwd2
y Rv3’, con los que se amplifico un fragmento de 936 pb’s. Este iiltimo fragmento
contiene los 742 pb’s que ya se conocian, pero también permitié conocer otra parte de la
secuencia hacia el extremo 5°; sin embargo, no se togré amplificar todo este extremo, por
lo que hay aproximadamente 42 pb’s que atin no se conocen de la secuencia del cDNA de
p36 respecto al cDNA de G, de G. max (Fig. 10).

La secuencia de cDNA parcial obtenida de p36, es de 936 pb’s que codifican para un
péptido de 311 aminoécidos. La secuencia contiene 7 dominios WD-40 (Fig. 11). Esta
secuencia también incluye S sitios potenciales de N-miristilacién, sugiriendo una posible
localizacién en membranas, 2 sitios potenciales de N-glucosilacion, S sitios potenciales de
fosforilacién por PKC, entre otros sitios potenciales de modificaciones post-traduccionales
(Fig. 11). En la secuencia también se encontraron los dos péptidos de unién a PKC en
animales, con un 100% de idéntidad en el primero, y 75% en el segundo (SITHALCF) (Fig.
12). Un alineamiento multiple a nivel de nucleétidos mostré que p36 tiene identidad con
las secuencias de arcA de tabaco (75%) y Arabidopsis (80%), ademds de la probable G4 de
soya (89%), con la que comparte mayor identidad (Fig. 13). El alineamiento muiltiple a
nivel de aminodcidos mostré que p36 tiene mayor identidad con la probable G de soya'y
MsGBI de alfalfa (96%); sin embargo, la identidad que tiene con las protefnas arcA de
tabaco (83%) y Arabidopsis (85%), BGB1 de B. napus (84%) y RACKI de ratén (67%)
también es muy considerable (Fig. 14).

¢DNA probable G, G. max (978 pb’s)
5 A e et W e ———age T s itn g 3

cDNA p36 742 pb's
= e

Fwd2 cDNA p36 936 pb’s

h—ﬁ

Rv3'

Fig. 10.- ESQUEMA DE LA OBTENCION DEL ¢DNA DE p36. El ¢cDNA de la
probable Gz de G. max mide 978 pb's; del cDNA correspondiente en P. vulgaris se han

obtenido 936 pb's, lo que indica que faltan por conocerse 42 pb’s.
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Fig. 11.- SECUENCIA QUE CODIFICA PARA EL FRAGMENTO DE p36 EN
NUCLEOTIDOS Y AMINOACIDOS. La secuencia en aminoicidos presenta 7
dominios WD-40, sombreados en azul (residuos de amino4cidos 1-40,46-87, 88-120, 132-
175, 176-217, 224-257 y 283-311). También presenta sitios potenciales de N-miristilacién,
subrayados con lineas punteadas (residuos de aminoacidos 68-73, 192-197, 198-203, 268-
273 y 271-276); sitios de fosforilacion por PKC, subrayados con linea seguida negra
(residuos de aminodcidos 84-86, 115-117, 161-163, 243-245 y 274-276); dos sitios de N-
glucosilacién, subrayados con morado (residuos de aminodcidos 166-169 y 286-289);
sitios de fosforilacién para cinasa de caseina II, enmarcados en rojo (10-13, 33-36, 121-
124, 128-131, 253-256 y 264-267); un sitio de amidacién enmarcado en azul (residuos de
aminoécidos 211-214); un sitio de fosforilacién para una cinasa de proteina dependiente de
cAMP y ¢cGMP enmarcado en negro (44-47), y un tripéptido de sefal de transporte a
microcuerpos en el carboxilo terminal enmarcado en fucsia (residuos de amino4cidos 309-
311). Ademids, la secuencia tiene 2 péptidos de unién a PKC en animales, letras en negritas
enmarcadas en verde (residuos de aminodcidos 94-100 y 222-229). Datos obtenidos a
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partir de la secuencia traducida en aminoacidos a partir de los 936 pb’s que codifican a un
fragmento de p36 con el programa ScanProsite (Gattiker, et al., 2002).

Prmer péptido.

RACK] Homo sapiens 106 DVLSVAF 1/4
RWD Oryza sativa 118 DVLSVAF 126
p36 P. vulgaris 94 DVLSVAF 100
Segundo péptido.

RACK1 Homo sapiens 233 DIINALCF 242
RWD Oryza sativa 250 SITHSLCF 259
p36 P. vulgaris 222 SIIHALCF 229

Fig. 12.- ALINEAMIENTO DE LOS PEPTIDOS DE UNION A PKC DE RACK1 DE
- H. sapiens, RWD DE O. sativa, Y EL FRAGMENTO DE p36 de P. vulgaris. Se
alinearon los amino4cidos correspondientes a los péptidos de unién a PKC en animales, a
partir de las secuencias de RACK1 de humano, RWD de arroz y p36 de frijol. El primer
péptido tiene 100% de identidad en las tres secuencias de aminoacidos mientras que ¢l
segundo péptido presenta 62.5% de identidad entre RACK] y RWD, 75% de identidad
entre RACK] y p36, y 87.5% de identidad entre RWD y p36.
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CTRGAGCHCTGATGEARGLACCCTCTTCAGTGGT TRCACCGATGEAGTCATTAGRAGT T TRGEETAT TGETCGTTCTIG
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Fig. 13.- ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS EN
NUCLEOTIDOS DE p36 de P. vulgaris, LA PROBABLE G; DE G. max, arcA de A.
thaliana y N. tabacum. Pv36=p36 de frijol; Glyb-like=probable G; de soya; AtarcA=arcA
de Arabidopsis; NtarcA=arcA de tabaco. La identidad de p36 con G, de soya es de 89%,
con arcA de Arabidopsis es de 80% y con arcA de tabaco es de 75%. El alineamiento

miltiple se hizo con el programa INRA (Corpet, 1988). Las secuencias se obtuvieron en ¢l
GenBank.
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Fig. 14.- ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LAS SECUENCIAS EN
AMINOACIDOS DE p36 CON OTRAS PROTEINAS HOMOLOGAS DE
PLANTAS Y ANIMALES. PV36=p36 de frijol; GLYB-LIKE=probable G, de soya;
MSGB1=MSGBI1 de M. sativa, NTARCA=arcA de tabaco; LEARCA2=LearcA2 de
Jitomate; ATARCA=arcA de Arabidopsis; BGB1=BGB! de B. napus; RWD=RWD de
arroz; HSRACK1=RACKI de humano y MMRACK1=RACK!| de ratén. La identidad de
la secuencia de p36 con la probable G, de soya y con MSGBI de M. sativa es de 96%; con
arcA de tabaco de 83%; con LearcA?2 de jitomate 86%; con arcA de Arabidopsis 85%; con
BGB1 de B. napus 84%; con RWD de arroz 73% y con RACK1 de humano y de ratén
67%. El alineamiento miltiple se hizo con el programa INRA (Corpet, 1988), a partir de
las secuencias en aminodcidos obtenidas del GenBank.
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VL2 ANALISIS DE EXTRACTOS NATIVOS Y DESNATURALIZADOS

Los anticuerpos anti-PA218 disefiados contra un péptido de 10 aminoéacidos
(ATATPIDNSD) fueron capaces de reconocer a p36 en western blot de geles de
poliacrilamida desnaturalizantes; sin embargo, en repetidos intentos de acomplejarla a una
columna de afinidad, p36 no pudo ser eluida de la misma, lo cual sugiere que los
anticuerpos no reconocen a p36 en estado nativo. Para probar esta posibilidad, se hicieron
extractos en condiciones nativas, semidesnaturalizadas y desnaturalizadas y se probaron en
un western blot con anticuerpos anti-PA218. Las muestras de extractos proteicos de ejes
embrionarios de Phaseolus vulgaris se pretrataron con 1% SDS, 2.5% SDS, 2.5% SDS
més 1% B-ME, y con 2.5% SDS mas 1% B-ME mas calentado a 95°C por 5 min.

En el caso de la alicuota nativa se observo una banda bien definida de migracion alta (Fig.
15A, carril 1, flecha horizontal); sin embargo, se observéd también una banda tenue que
migré menos que la anterior (Fig. 15A, carrit 1, flecha vertical). La banda bien definida de
alta migracion ya no se observé a medida que aument6 la severidad de los tratamientos a
partir de pre-incubacién de la muestra con 1% SDS (Fig. 15A, carriles 2-5). El pre-
tratamiento de la muestra con 1% y 2.5% SDS arrojé resultados similares ya que la banda
tenue de migracién menor se continué observando (Fig. 15A, carriles 2 y 3, flechas
verticales), y una banda adicional tenue de migracidn intermedia empezo6 a detectarse (Fig.
L5A, carriles 2 y 3, asteriscos). Cuando se pre-traté 1a muestra con 2.5% SDS mas 1% B-
ME, el patron cambié completamente; dos bandas tenues de mucho menor migracion que
Jas anteriores se detectaron (Fig. 15A, carrit 4, flechas verticales). En el resultado de este
pre-tratamiento mas calentamiento de la muestra a 95 °C por 5 min ya no se detectaron las
bandas tenues anteriores (Fig. 15, carril 5).

V1.3 DOT-BLOT

Para obtener mayores datos sobre ¢l posible reconocimiento de los anticuerpos contra la
proteina en forma nativa, se hicieron ensayos de inmunopunto o dot-blot. Se pusieron
alicuotas de extractos de eje embrionario nativos y pre-tratados con las diferentes
concentraciones de SDS y B-ME utilizadas para el experimento anterior. El blot se
inmunodetecté con anticuerpos anti-PA218 (purificados en columna de Proteina A). Se
observé que en el extracto nativo hubo una reaccion colorida intensa (Fig. 16, gota 1), que
podria corresponder a 1a banda de alta migracién detectada en las inmunodetecciones por
western blot en geles nativos (Fig. 15A, carril 1). La reaccion disminuy6 gradualmente en
las muestras desnaturalizadas con 1y 2.5% SDS (Fig. 16, gota 2 y 3). Sin embargo, en la
muestra que se traté con 2.5% SDS y 1% B-ME (Fig. 16, gota 4), la reaccion volvié a
aumentar y se jncrementé ain mas en la muestra tratada con 2.5% SDS y 1% B-ME
seguida de calentamiento a 95°C (Fig. 16, gota 5). Estos datos muestran claramente un
aumento en la reaccion del anticuerpo a medida que aumenta la desnaturalizacion, lo cual
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sugiere, junto con la incapacidad de obtener p36 a través de la columna de afinidad, que
anti-PA218 no es capaz de reconocer a esta proteina en forma nativa.

B

Fig. 15.- ANALISIS DE EXTRACTOS NATIVOS, SEMIDESNATURALIZADOS Y
DESNATURALIZADOS DE EJES EMBRIONARIOS DE P. vuigaris POR
WESTERN BLOT A PARTIR DE GELES DE GRADIENTE SIN SDS. La
- inmunodeteccién en (A) y (B) se llevé a cabo con anticuerpos anti-PA218,
inmunopurificados con Proteina A-Sefarosa. (A), Carril I, extracto nativo; carril 2,
extracto con 1% SDS; carril 3, extracto con 2.5% SDS; carril 4, extracto con 2.5% SDS y
1% B-ME; y carril 5, extracto con 2.5% SDS y 1% B-ME calentado a 95°C por 5 min. (B)
Extracto desnaturalizado procesado convencionalmente con solucién de Laemmli
desnaturalizante y corrido por SDS-PAGE. Las flechas y asteriscos en los carnles indican
las posiciones de migracién de las proteinas observadas después de la inmunodeteccion
con el anticuerpo anti-PA218. La flecha de Ja izquierda indica una banda nativa que
reacciond fuertemente con el anticuerpo, y la flecha de la derecha, la proteina de 36 kDa
en un western blof de un gel desnaturalizante.

gota | gota 2 gota3 gota 4 gota s

LA

-+ R Xt

5
g

Fig. 16.- ANALISIS POR DOT BLOT DE EXTRACTOS NATIVOS,
SEMIDESNATURALIZADOS Y DESNATURALIZADOS DE EJES
EMBRIONARIOS DE P. vulgaris. La inmunodeteccion se hizo con anticuerpos anti-
PA218 (purificados con columna de Proteina A). Gota |, extracto nativo; gota 2, extracto



con 1% SDS; gota 3, extracto con 2.5% SDS; gota 4, extracto con 2.5% SDS y 1% -ME
sin calentar, y gota 5, extracto con 2.5% SDS y | % $-ME calentado a 95°C por 5 min.

V1.4 ANALISIS POR WESTERN BLOT DE LA ACUMULACION DE p36 EN UNA
CINETICA DE GERMINACION DE SEMILLAS DE FRIJOL

Con la finalidad de analizar los posibles cambios en los niveles de acumulacién de p36
durante la germinacion, se imbibieron semillas de frijol y se extrajo el eje embrionario o el
hipocotilo y el dpice (hipocotilo-dpice) segiin al caso, a las 0, 8, 12, 20, 32 y 40 h de
imbibicién, y estos tejidos fueron analizados por western blot con anticuerpos anti-PA218
(Fig. 17A). En el eje embrionario de la semilla seca (0 h dc imbibicién), se observé una
cantidad significativa de p36 acumulada (Fig. 17A, 0 h) que se mantiene constante durante
todos los tiempos analizados de imbibicién (Fig. 17A, 8-40 h). El resultado muestra que
cuando la semilla adn estd en estado latente, p36 es expresada a altos niveles en el eje
embrionario y su acumulacién se mantiene relativamente constante durante la
germinacion, a pesar de que este proceso pudiera darse de novo durante los tiempos
analizados (ver mds adelante).
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Fig. 17.- ANALISIS DE LOS NIVELES DE ACUMULACION DE p36 POR
WESTERN BLOT DE TEJIDOS EXTRAIDOS DE EJES EMBRIONARIOS DE
FRIJOL A LO LARGO DE UNA CINETICA DE GERMINACION. A) La
inmunodeteccién se llevé a cabo con anticuerpos anti-PA218 (purificados con columna de
Protefna A). Carril 1, extracto proteico de eje embrionario de semilla seca; carril 2, eje
embrionario de 8 h de imbibicidn; carril 3, eje embrionario de 12 h de imbibicién; carril 4,
eje embrionario de 20 h de imbibicién; carril 5, hipocotilo-dpice con radicula de 32 h de
imbibicién y carril 6, hipocotilo-dpice y radicula de 40 h de imbibicion. La flecha indica la
posicion de migracién de la proteina de 36 kDa. B) Gel correspondiente al western blot de
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poliacrilamida desnaturalizante tefiido con azul de Coomassie. Las flechas a la izquierda
indican la posicién de migracién de los marcadores de 30 y 40.2 kDa.

V1.5 ANALISIS POR NORTHERN BLOT DE LA ACUMULACION DEL RNA
MENSAJERO DE p36 EN UNA CINETICA DE GERMINACION DE SEMILLAS
DE FRIJOL EN PRESENCIA DE H,0, AJA, 2,4-D Y NPA

El analisis por northern blot permite identificar los niveles de acumulacién de un mRNA
- utilizando una sonda determinada. Con la finalidad de encontrar cambios en los niveles de
acumulacién y poder identificar la etapa en la que ¢! mRNA de p36 se expresa
mayoritariamente durante la germinacion, se llevaron a cabo extracciones de RNA total a
partir de los tejidos recuperados en la cinética de germinacion. Este RNA fué corrido en
geles de agarosa y después de transferencia a membranas de nylon, el mRNA especifico
para p36 fué detectado con una sonda que corresponde a 500 pb’s del cDNA para p36 de
frijol. Después de revelar las autoradiografias correspondientes, se observé que durante la
cinética de germinacién sin tratamientos, los niveles de mRNA para p36 fueron
- indetectables a las O y 12 h de imbibicion bajo las condiciones utilizadas, ya que no se
observo sefial en los carriles correspondientes (Fig. 18A, O y 12 h). Sin embargo, este
mRNA empez6 a ser detectable a partir de Jas 20 h de imbibicién (Fig. 18A, 20 h), y a
partir de este punto la sefial aument6 notablemente como se observa en el punto de las 32 h
de imbibicién (Fig. 18A, 32 h). Este fué el pico de maxima acumulacién durante los
tiempos analizados ya que a las 40 h de imbibicién, la sefiali disminuyd a niveles
semejantes a los de las 20 h de imbibicidn (Fig. 18A, 40 h). Esto contrasta con los datos
anteriores donde se detectd la presencia relativamente constante de la proteina durante el
- mismo Intervalo de germinacion.

Se sabe que las hormonas vegetales juegan un papel indispensabie en la elongacidn,
divisién y diferenciacién celular; procesos que también son indispensables para que se
lleve a cabo la germinacién, proceso mediante el cual se transformara el eje embrionario
de upa semilla en una plantula autétrofa. Estas hormonas modulan la expresion y/o funcidn
de algunas proteinas involucradas en sus vias de sefializacién. También se sabe que la
expresion del gen homoélogo que codifica para esta proteina en células de tabaco, es
inducida por auxinas. Por ello se llevé a cabo el mismo anélisis por northern blot del
. mRNA de p36 en presencia de auxinas exdgenas y de un bloqueador del transporte de
estas, con la finalidad de estudiar si sus niveles de acumulacidn son modulados por
auxinas durante la germinacidn. Para este analisis se utilizaron auxinas exdgenas como lo
son el 4dcido indolacético (IAA) y el acido 2,4-diclorofenixiacético (2,4-D); asi como, el
acido naftilftalamico (NPA) que es un inhibidor del transporte polar de auxinas. Cuando se
germinaron las plantulas en presencia de [AA y se analizé la acumulacién del mRNA de
p36 a intervalos cortos post-imbibicién, se observé un retraso en el punto de maxima
acumulacién comparado con el control sin tratamiento. La mayor acumulacién de este
. mRNA ocurrié a las 40 h post-imbibicion (Fig. 18B, 40 h), comparado con el punto de

40



maxima acumulacion del mismo a las 32 h en las plantulas sin tratamiento (Fig. 18A, 32
h). Con este tratamiento se observé una sefial practicamente indetectable del mRNA desde
las 0 h hasta las 32 h de imbibicién (Fig. 18B, 0-32 h). Este nivel de acumulacién fué
ligeramente menor en la parte del hipocotilo-apice a las 48 h de imbibicién (Fig. 18B,
48A).

El retraso en el punto de méaxima acumulaci6n se repitié cuando la germinacion se llevo a
cabo en presencia de otra auxina sintética, el 2,4-D. Se observd exactamente el mismo
patrén de acumulacion del mRNA de p36 pero hubieron dos diferencias significativas.
Primero no se detectd sefial en absoluto antes del punto maximo a las 40 h (Fig. 18C, 40h),
y segundo, no se detect sefial en el hipocotilo-apice a las 48 h (Fig. 18C, 48A).

Cuando se llevo a cabo la germinacién en presencia del bloqueador del transporte de
auxinas, €l NPA, el mRNA de p36 fué practicamente indetectable de las 0 a las 20 h post-
imbibiciéon (Fig. 18D, 0-20 h). Sin embargo a Jas 32 h se pudo observar la sefal
correspondiente al punto de maxima acumulacién del mRNA (Fig. 18D, 32h), la cual
volvié a ser indetectable a las 40 h y en el hipocotilo-apice analizado a las 48 h (Fig. 18D,
40h y 48A, respectivamente). En estas condiciones, el tiempo de la acumulacion maxima
de} mRNA de p36 es similar al del contro) sin tratamiento pero los cambios entre los
intervalos de tiempo parecen ser mas drasticos. Estos datos sugieren que los tratamientos
con auxinas, si afectan la acumulacién del mRNA de p36, aunque de manera leve pues
estos resultan en un retraso en ¢l punto de maxima acumulaciéon del mRNA comparado

con la germinacion normal en agua. Similarmente, el efecto del NPA es también minimo o
practicamente nulo.
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Fig. 18.- ANALISIS POR NORTHERN BLOT DEL RNA MENSAJERO QUE
CODIFICA PARA p36 DURANTE DIVERSOS TIEMPOS DE GERMINACION EN
PRESENCIA DE H,0, IAA, 2,4-D Y NPA. Se corrieron las muestras de RNA total de P.
vulgaris en diversas etapas de germinacion y bajo diferentes condiciones, en geles de
agarosa que fueron transferidos a membranas de nitrocelulosa como se describe en
Materiales y Métodos. La hibridacién se llevé a cabo utilizando como sonda e] fragmento
de 500 pb’s obtenido con los oligonucledtidos Fwd1-Rv1. En (A): 0, eje embrionario de 0
" h; 12, eje embrionario de 12 h de imbibicidn; 20, eje embrionario de 20 h de imbibicidn;
32, hipocotilo-apice y radicula de 32 h de imbibicidn; y 40, hipocotilo-apice y radicula de
40 h de imbibicion; las flechas a la izquierda muestran la posicién de migracion de los
marcadores de 1.35y 2.37 Kpb’s, las flechas a la izquierda de (A) muestran la posicion de
migracién de los RNA ribosomales. En (B), (C) y (D): 0, eje embrionario de 0 h; 8, eje
embrionario de 8 h de imbibicidn; 12, ejes embrionarios de 12 h de imbibicidn; 20, ¢jes
embrionarios de 20 h de imbibicidn; 32, hipocotilo-apice y radicula de 32 h de imbibicidn;
y 40, hipocotilo-4pice y radicula de 40 h de imbibicién; y 48A, hipocotilo-apice de 48 h de
* imbibicién. En (A), (B), (C) y (D), la figura inferior muestra la cantidad de RNA que fué
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cargado en cada carril después de la electroforesis seguida por tincién con bromuro de
etidio (30 WLg/carril).

V1.6 SOUTHERN BLOT
El andlisis por Southern blot se Ylevé a cabo con la finalidad de obtener datos que permitan
concluir si hay més de un gen que codifica para p36 en el genoma de P. vulgaris. Las
digestiones del DNA se llevaron a cabo con las enzimas Bg/ll, Banl, Kpnl 'y BamHLl. La
hibridacion se llevé a cabo con el fragmento de 940 pb’s obtenido con los oligonucledtidos
Fwd2-Rv3’ a 50° C.
En la digestion que se llevo a cabo con la enzima Bg/l (Fig. 19, carril 1) se observé solo
una banda de alto peso molecular que corresponde a la banda de DNA de mayor tamario
(no digerido), lo que indica que el gen que codifica para p36 no tiene secuencias de
restriccion para esta enzima y por tanto no se liberan fragmentos. En la reaccién de
digestién con la enzima Banl (Fig. 19, carril 2) se observan dos bandas que corresponden a
fragmentos liberados por un solo corte con Ja enzima de restriccion en el gen de p36. En la
| digestion con la enzima Kpnl solo se observa una banda de alto peso molecular que
también corresponde al DNA de mayor tamaiio, lo que indica que el gen de p36 no tiene
sitios de restriccion para esta enzima (Fig. 19, carril 3). Y en la reaccion de digestién de la
enzima BamHI se observan dos bandas que hibridaron con la sonda, lo que indica que hay
un sitio de restriccion para esta enzima en el gen de p36 (Fig. 19, camil 4), por lo que se

liberan dos fragmentos. Estos datos coinciden con el duplicado del Southern blot (no se
muestra dato).
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Fig. 19.- ANALISIS POR SOUTHERN BLOT DEL DNA GENOMICO DE FRIJOL
DIGERIDO CON LAS ENZIMAS BamH], Banl, Bgl 11 y Kpnl. Carril 1, digestién con
la enzima Bg/ll, carril 2, digestién con la enzima Banl, carril 3, digestiéon con la enzima
" Kpnl y carril 4 digestidn con la enzima BamH].



VL7 CLONACION Y EXPRESION DE UN FRAGMENTO DE 580 pb’s

La clonacién y expresion de un fragmento que representa el 59.4% de la secuencia total
del cDNA de p36 que incluye el extremo 3’ correspondiente, se llevé a cabo con dos
finalidades muy importantes: a) para obtener mejores anticuerpos que el anti-PA218 con el
que contamos, y ademas para estar seguros de que podrdn reconocer a p36 en estado
nativo; y b) para poder tener suficiente proteiha que nos permita preparar columnas de
afinidad para capturar a los ligandos endégenos de p36 de P. vulgaris.

Después de la clonacién, la seleccion de clonas positivas para el inserto de 580 pb’s se
llevé a cabo por medio de PCR. De las 7 clonas analizadas, 5 fueron positivas por este
método (clonas 2, 4, 5, 6 y 7) (Fig. 20, carriles 2, 5, 6, 7 y 8). Debido a que este resultado
s6lo indica si el inserto esta dentro del vector, pero no proporciona datos respecto a su
orientacién dentro del mismo, se procedié a purificar los plasmidos de cada clona con el
estuche QIAprep®Miniprep (Invitrogen) para llevar a a cabo digestiones de estos con la
enzima Banl. Esta enzima hace un corte en el inserto y dos cortes en el vector, con los que
se obtienen fragmentos de 660, 1059 y 1467 pb's cuando el inserto estéd en orientacion
correcta dentro del vector, como en el caso de las clonas 5 y 6 (Fig. 21, camles 4y 5), y
fragmentos de 974, 1059 y 1149 pb’s cuando el vector no est en orientacién correcta,
como en las clonas 2, 4y 7 (Fig. 2], cartiles 1, 2 y 6). Las clonas que tuvieron el inserto en
fase, fueron secuenciadas para confirmar tanto que el inserto estuviera correctamente
orientado en el vector, asi como que el atg de inicio se encontrara en la secuencia
amplificada.

Para llevar a cabo Ja expresion del fragmento de 580 pb’s se probaron concentraciones de
0.5, 0.75, y 1 mM del inductor (IPTG). La concentraciéon de ]| mM de IPTG resulté ser
toxica para la cepa, por lo cual no se observé crecimiento y la expresion de la proteina
recombinante fué muy baja (no se muestra dato); con 0.5 mM IPTG se observd aumento
en el crecimiento bacteriano, comparado con | mM pero la cantidad de proteina producida
no fué suficiente para obtener las cantidades necesarias para la inmunizacién. Por lo tanto,
se llevé a cabo el cultivo a temperatura ambiente adicionando el inductor desde el
momento de la inoculacién, ya que de esta forma se produce suficiente proteina para su
analisis y purificacion. Se hizo entonces una cinética de expresién de 12 h y se analizé a
las 0, 3, 7, 9 y 12 h (Fig. 22, carriles 7-11). También se utilizé como control negativo la
cepa BL21-DE3 transformada solo con el vector y se analizaron los mismos tiempos de 0,
3, 7, 9y 12 h (Fig. 22, carriles 1-5), para confirmar que el fragmento expresado
correspondia al inserto en el vector. Solamente bajo estas condiciones el cultivo tuvo un
crecimiento casi normal, y aunque la proteina recombinante no se expreso a altos niveles,
si se logro purificarla en cantidades suficientes para llevar a cabo las inmunizaciones.

Para llevar a cabo la purificacion de la proteina recombinante; se llevaron a cabo cultivos a
escala mayor (1-3 L), se hicieron extracciones de proteinas solubles y se pasaron los
extractos por columnas de niquel acoplado a Sefarosa para purificar la proteina
recombinante por medio de la cola de histidinas con la que es expresada. Las
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purificaciones no fueron completamente eficientes ya que otras proteinas también se
eluyeron en la fraccion de interés (Fig. 23). Por lo tanto, para poder llevar a cabo las
inmunizaciones se corrié la proteina en un gel desnaturalizante y se corto la banda
correspondiente a la proteina recombinante, se lavo con 1X PBS hasta eliminar por
completo el acido acético y se macer6 hasta que fué capaz de pasar por la aguja de una
jeringa para poder inmunizar a los ratones y el conejo.

Clona 2 N Clona 7

Clona §
Clona 4

Fig. 20.- SELECCION POR PCR DE LAS 7 COLONIAS TRANSFORMADAS CON
- EL FRAGMENTO DE 580 pb’s. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo a una
temperatura de alineamiento de 55°C y se utilizaron las 7 colonias como templado.
Carriles 1-3, clonas 1-3, respectivamente; carril 4, marcadores de peso motecular | Kb
plus DNA Ladder™(Gibco); carriles 5-8 clonas 4-7, respectivamente. La flecha indica la
posicién de migracion del marcador de 500 pb’s.
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Fig. 21 .- DIGESTION DE LOS PLASMIDOS DE LAS CLONAS 2,4,5,6 Y 7 CON
LA ENZIMA Banl PARA DETERMINAR LA ORIENTACION DEL INSERTO.
Los pldsmidos fueron purificados con el estuche QlAprep® (Qiagen) y digeridos toda una
noche con la enzima Banl. Carril 1, digestién clona 2; carril 2, digestién clona 4; carril 3,
marcador de peso molecular 1Kb plus DNA Ladder™ ; carril 4, digestién clona 5; carril 5,
digestién clona 6; y carril 6, digestion clona 7. Las flechas muestran las bandas
correspondientes a 660, 974, 1059, 1149 y 1467 pb’s.
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Fig. 22.- CINETICA DE EXPRESION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE.
Extractos solubles de E. coli trasnformadas con el fragmento de 580 pb’s, analizados en un
gel de 12% de poliacrilamida desnaturalizante y tefiido con azul de coomassie. La cinétca
de expresion se llevd a cabo por 12 horas; los tiempos analizados fueron de 0,3,7,9y 12
h para el cultivo control (vector solo sin inserto; carriles 1-5); y los mismos tiempos para el
cultivo con el inserto de 580 pb’s (carriles 7-11). Las flechas indican la posicién de
migracion del marcador de 23 y 34 kDa.
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Fig. 23.- PATRON DE TINCION POR AZUL DE COOMASSIE EN UN GEL DE
12% DE POLIACRILAMIDA DESNATURALIZANTE DE LA PROTEINA
RECOMBINANTE PURIFICADA POR UNA COLUMNA DE NIQUEL
ACOPLADO A SEFAROSA. Después de la purificacién por columna de nfquel acoplado
a sefarosa, se analizé la proteina obtenida en geles de poliacrilamida desnaturalizante, La
banda azul predominante corresponde a la proteina recombinante (flecha); sin embargo, se
pueden detectar otras proteinas en el gel.

V1.8 CARACTERIZACION DE LOS ANTICUERPOS LEVANTADOS EN TRES
RATONES DE LA CEPA Balb-C Y UN CONEJO DE NUEVA ZELANDA, Y UN
ANTICUERPO COMERCIAL ANTI-RACK1

Para confirmar que los anticuerpos levantados en los tres ratones y el conejo reconocen al
antigeno que se utiliz6 para la inmunizacién, se hizo un andlisis para inmunodetectar la
proteina recombinante por western blot. Para ello, se utilizé la proteina recombinante
expresada en la cepa BL21-DE3 de E. coli. Los anticuerpos se probaron a varias
diluciones, pero la dilucién de 1:1,500 fué la 6ptima. Se observé que el antisuero del
conejo fué capaz de reconocer a la proteina recombinante (Fig. 24A, carril 1). De igual
forma, los antisueros obtenidos de los ratones 2 y 3 fueron capaces de reconocer a la
proteina recombinante purificada (Fig. 24A, carriles 2 y 3). No se observé ninguna
reaccién similar con el antisuero del ratén | (no se muestra dato). Paralelamente, se
corrieron controles negativos utilizando solo los anticuerpos secundarios anti-ratén IgG y
anti-conejo IgG, asf como otros anticuerpos primarios y no se observé ninguna reaccién
contra Ja proteina recombinante (no se muestra dato), lo que indica que la sefal que se
observa es especifica. Interesantemente y confirmando que los anticuerpos levantados son
eficaces inmunodetectando a la protefna recombinante, y que esta proteina es el homdlogo
de RACKI1 en frijol, anticuerpos anti-RACK1 de humano fueron capaces de reconocer a la
misma muestra de proteina recombinante purificada, con una sefial especifica del mismo
peso molecular que el obtenido con los antisueros de conejo y ratones 2 y 3 (Fig. 24B).
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Fig. 24.- ANALISIS POR WESTERN BLOT CON LOS ANTISUEROS
PROVENIENTES DE LOS RATONES Y EL CONEJO INMUNIZADOS CON LA
PROTEINA RECOMBINANTE DERIVADA DE p36, Y CON ANTI-RACKI1 DE
HUMANOS. En (A), el western blot se llevd a cabo con los anticuerpos levantados en los
ratones de la cepa Balb-C y un conejo de Nueva Zelanda, a partir de un gel de 12% de
poliacrilamida desnaturalizante conteniendo la proteina recombinante pura. Carril 1,
inmunodeteccién con el antisuero proveniente del conejo inmunizado; carril 2,
inmunodeteccién con el antisuero proveniente del raton inmunizado 2; y carril 3,
. inmunodeteccién con el antisuero proveniente del ratéon inmunizado 3. En (B), se muestra
un western blor con anticuerpos comerciales anti-RACK] de humanos, a partir de un gel
de 12% de poliacrilamida desnaturalizante que contiene a la proteina recombinante pura.
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VII. DISCUSION

Las secuencias homélogas a RACK1 en plantas, muestran caracteristicas estructurales en
comun, y con esta subfamilia en animales. En la base de datos del NCBI se encontraron 13
secuencias de plantas, homologas a RACKI: Gg-like de Nicotiana plumbaginifolia
(nimero de acceso: CAA96528); arcA de Nicotiana tabacum (niimeros de acceso: T02340
y P49026); LeArcAl y 2 de Lycopersicon esculentum (numeros de acceso: BAA76896 y
BAA76895); BGBI de Brassica napus (nmimero de acceso: CAA83924); RWD de Oryza
sativa (nimero de acceso: T03764); Msgbl de Medicago sativa (nimero de acceso:
CAA69934); Gy-like de Glycine max (mimero de acceso: T06784) y arcA de Arabidopsis
thaliana (nimeros de acceso: At3g18139, NP_175296, NP_173248 y AAB82647). Todas
estas secuencias tienen 7 repeticiones del dipéptido WD; estas repeticiones forman una
distribucion idéntica entre las proteinas de esta subfamilia y ademas, su distribucion es
diferente a otras proteinas con dominios WD-40. En la secuencia de los 311 aminoacidos
de p36 de frijol encontramos los siete dominios WD-40 completos, tal como esta reportado
para otros homélogos de RACKI1. Otra caracteristica importante es que la secuencia de
aminoacidos de RACK1 de animales tiene dos péptidos que son indispensables para que
RACKI se una a PKC en estado activo. Las proteinas homoélogas a RACK1 en plantas
contienen secuencias de aminoacidos altamente conservadas y relacionadas con estos dos
péptidos de unién a PKC en RACKI1. En frijol, p36 también presenta estos dos péptidos
altamente conservados; el primer péptido (DVLSVAF) esta conservado (100% identidad)
en todas las secuencias homologas a RACK1 conocidas en plantas, mientras que el
segundo péptido (DIINALCF), guarda menor identidad entre plantas y animales (50-75%).
Los datos obtenidos en frijol indican que la secuencia que codifica para p36 comparte
caracteristicas estructurales con proteinas homoélogas a RACKI1 en plantas y con RACKI
de animales, por lo que se tiene gran certeza de que p36 es un homdlogo de estas proteinas
en frijol, y por lo tanto puede estar desempefiando funciones similares a las de RACK1 de
animales.

' PKC es una proteina de la familia de las cinasas de serina-treonina dependientes de
fosfolipidos, que regulan el crecimiento y diferencicion celular, pero hasta la fecha no se
ha identificado ningin homdlogo a PKC en plantas, indicando que podrian haber cinasas
alternas que cumplan las funciones de PKC. Es muy posible que los mecanismos de
transduccion de sefiales que operan en plantas no sean tan distintos de los de animales pues
se ha encontrado que tanto la profilina de frijol, como la actina de maiz, sufren de
modificaciones por fosforilacion en tirosinas (Guillén et al. 1999; Diaz-Camino et al.
2005). De igual manera, se sabe que existen homoélogos de MAPK's en plantas (Pedley y
" Martin, 2004), asi como cinasas duales de serina/treonina y tirosina (Trojanek et al., 2004).
Un indicativo de la funcion de una proteina, son las proteinas o ligandos endogenos con las
que esta interactua. Al conocer las funciones de algunos de estos ligandos endogenos, se
puede determinar la funcién de la proteina de interés. Con esta finalidad se utilizaron los
ESTA TESIS NO SAL}
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anticuerpos anti-PA218; sin embargo, en el ensayo de inmunoprecipitacion no se pego p36
al anticuerpo; esto fué un indicativo de que probablemente los anticuerpos no reconocen a
p36 en estado nativo, que es la forma en la cual se requiere a la proteina para precipitarla
con las proteinas con las que esti interactuando. Para confirmar si en realidad los
anticuerpos anti-PA218 no reconocian a p36 en estado nativo, se hicieron analisis de
extractos nativos y desnaturalizados. En el western blot de la fraccion nativa se observo
una banda bien definida (Fig. 15A, carril 1), que no es una reaccion especifica del
anticuerpo anti-PA218 con p36; esta mas bien podria deberse a una reaccion del
anticuerpo con lectinas presentes en los ejes embrionarios a través de su region de
carbohidratos (Villanueva, 2002), ya que en los extractos siguientes la reaccion fué¢ muy
baja y aumenté conforme se desnaturalizé la muestra. Esto sugiere que inicialmente hay
una reaccion inespecifica del anticuerpo, y a medida que las proteinas se van
- desnaturalizando, esta reaccion inespecifica disminuye. Inicialmente, p36 esta
probablemente inaccesible para el anticuerpo y se va haciendo mas accesible a medida
que aumenta la desnaturalizacion. Por lo tanto, este resultado y el analisis por dot-blot
(Fig. 16), junto con los resultados de la columna de afinidad, refuerzan la idea de que el
anticuerpo anti-PA218 no se une a la p36 nativa. Por este motivo se expres6 un fragmento
de 580 pb’s del ¢cDNA que codifica a p36, y esta proteina recombinante fué utilizada para
hacer anticuerpos especificos en tres ratones y un conejo. Los anticuerpos de dos ratones y
del conejo reconocen a la proteina recombinante de 25 kDa (Fig. 24A), pero se requiere
. analizar si estos también reconocen a p36 de extractos de Phaseolus vulgaris o de otras
fuentes. Interesantemente, anticuerpos comerciales anti-RACK1 de humanos reconocieron
a la proteina recombinante de frijol en un western blot, indicando que existe un alto grado
de secuencias idénticas en ambas proteinas (Fig. 24B). Los anticuerpos comerciales fueron
levantados contra los aminoéacidos 131-317 del carboxilo terminal de RACK1 de humanos,
y este fragmento tiene 64% de identidad con el fragmento correpondiente de p36 (Fig. 25),
que es el mismo que fué usado para producir los anticuerpos especificos contra p36.
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Pv36 119  -WNTLGECKYTIQDS WVSCVRFSESTLQPTIVSASWDRTVKVWNLTNCKLRNTLA
HsRACKL 131  LWNTLGVCKYTVQD-ESHSEWVSCVRFSPNSSNPIIVSCGWDKLVKVWNLANCKLKTNHI
Pv36 177 GHSGYVNTVAVSE 5GKDGVILLWDLAEGKRLYSLDAGSI IHAL

HSRACK1 190 GHTGYLNTVTVSPDGSLCASGGKDGQAMLWDLNEGKHLYTI

Pv3ie 238 AAT
HsRACK1 250 AAT

KSIVEDLKVDLKTEADGTTGGNTNK
XITVDELKQEVISTSS——~———~~- K

Pv36 298 YTDGVVRVWAIGRY--
HsRACK1 302 YTDNLVRVWQVTIGTR

Fig. 25.- ALINEAMIENTO DE LOS AMINOACIDOS 131-317 DE RACK1 DE
HUMANOS CON EL FRAGMENTO CORRESPONDIENTE DE p36. El
alineamiento se hizo con el programa Search Launcher. La secuencia de RACKI1 de
humanos corresponde a los aminodcidos 131-317 utilizados para hacer los anticuerpos
anti-RACK1 (Santa Cruz Biotech.). La secuencia de p36 de frijol, corresponde a la

proteina recombinante usada para producir los anticuerpos anti-p36. La identidad entre las
dos secuencias es de 64 %.

Los niveles de acumulacién mdxima, pueden ser indicativos de las etapas especificas en
las cuales las proteinas son requeridas funcionalmente. El andlisis por northern blot del
mRNA de p36 (Fig. 18A), indicé que la acumulacion de éste se modula de manera
concomitante con la germinacion, y sugiere el desempefio de un papel importante durante
las primeras etapas de este proceso. Sin embargo, este resultado no concuerda con el
analisis de la acumulacién de la proteina por western blot durante la germinacion (Fig.
17A) en el cual se observa un nivel basal de p36 en los tiempos analizados (0-40 h post-
imbibicion). Estos resultados contrastantes pueden explicarse tomando en cuenta que
puede existir mds de un gen que codifica para p36 y por tanto, lo que se observa en el
western blot es la acumulacion de una isoforma en el tiempo de O h, que se empieza a
degradar al mismo tiempo que la segunda isoforma comienza a expresarse y a observarse a
nivel de mensajero en el northern blot, por lo que se obtiene la cantidad constante de
proteina a través del tiempo de andlisis. Otra posibilidad es que el genoma de Phaseolus
vulgaris s6lo contenga un gen que codifica para p36 y que en las etapas del desarrollo de
la semilla, p36 se expresa y es almacenada. Por ello a las O h se detecta un nivel alto de
proteina pero no de su mRNA. De ahi que, al inicio de la imbibicién la proteina
almacenada empieza a degradarse y al mismo tiempo el mRNA de p36 comienza a
expresarse (Fig. 26), a fin de que la proteina sea mantenida a un nivel constante durante
esta etapa. Este resultado concuerda con los datos obtenidos por Nielsen, et al., 2001
durante el desarrollo y germinacién de semillas de soya, donde el punto médximo de
acumulacién del mRNA para la proteina tipo G (la cual es mds bien el homélogo de
RACK1 de acuerdo al nivel de identidad de su secuencia) es observado en las primeras
etapas del desarrollo de la semilla, y deja de expresarse paulatinamente hasta un nivel
indetectable en la semilla seca. Cuando inicia la imbibicién, el mRNA vuelve a ser
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detectado y su mdximo nivel se observa cuando los cotiledones son de color amarillo-
verde (al término de la germinacién), y deja de observarse cuando la planta ya es autétrofa.
Cabe destacar que el punto maximo de acumulacién del mRNA durante el desarrollo de la
semilla corresponde al punto de mayor almacenamiento de proteina; mientras que el punto
de mayor acumulacién del mRNA durante la germinacién se caracteriza por haber una
degradacién intensa de proteinas de almacenaje. Estos resultados sostienen la propuesta de

que p36 se almacena durante en el desarrollo de la semilla y es expresada después durante
la germinacién.

Oh 32h 48h

p36 acumulada

m

p36 sintetizada de novo p36

—=‘=—}

>

mRNA de p36

Fig. 26.- MODELO DE EXPRESION DE p36. El modelo muestra el posible patrén de
expresion a nivel de mRNA y proteina de p36 en las primeras 48 h de imbibicién. Las
diferencias entre los resultados del western blot (Fig. 17A) y del northern blot (Fig. 18A)
de la cinética de germinacién pueden deberse a la acumulacién de la proteina desde las
primeras etapas del desarrollo de la semilla, que a las O h no se sintetiza, pero cuando
inicia la imbibicién su expresion es activada de nuevo, al mismo tiempo que la proteina
acumulada se va degradando conforme inicia la imbibicién.

Se sabe que arcA de tabaco es inducida en células en suspensién en respuesta a la auxina
sintética 2,4-D (Ishida, et al., 1993), y que se expresa mayoritariamente en tejidos con alta
actividad biosintética y division celular activa. Sin embargo, cuando se aplic6 25 mM 2 4-
D y 50 mM IAA exégenamente a semillas en germinacién de P. vulgaris, se observé un
retraso en el punto de médxima acumulacién que pasé de 32 a 40 h (Fig. 18B y C).
Adicionalmente, en el caso del IAA, este tiempo de maxima acumulacién se mantuvo
hasta las 48 h en el hipocotilo-dpice. Se sabe que a bajas concentraciones, las auxinas
promueven la germinacién, pero a altas concentraciones esta es inhibida; de igual forma, a
bajas concentraciones estimulan el crecimiento de la raiz y a altas concentraciones
estimulan el crecimiento del brote (Maher y Martindale, 1980). Las concentraciones de
auxinas sintéticas que inhiben la germinacién o la hacen menos eficiente, varian de una
especie a otra, y en este caso particular, se puede decir que la concentracién usada de IAA
fué baja y la de 2,4-D fué alta. A pesar de ello, en ninguno de los dos casos se inhibi6 la
germinacion y solo ocurrié un retraso en el punto méximo de acumulacién del mRNA para
p36. Se ha sugerido que la ineficiencia para germinar causada por las concentraciones
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elevadas de auxinas sintéticas, puede ser consecuencia de un retardamiento en la toma de
agua, inhibicién de la division celular, disminucion de la elongacion celular, pérdida de la
estructura celular y/o desbalance en la actividad metabdlica, que parcial o completamente,
inhibe los procesos de la germinacion (Shaddad, ef al., 1990). Las concentraciones de
auxinas sintéticas utilizadas no inhibieron la germinacion, pero probablemente afectaron
algunos procesos antes y durante la germinacion. El hecho de encontrar el retardamiento
en el punto de maxima acumulacién del mRNA de p36 puede ser debido a que la
expresion del mRNA esté regulada directamente dentro de la via de transduccion de
sefiales de las auxinas. Alternativamente, el retraso en la acumulaciéon del mRNA para esta
proteina pudiera ser simplemente un reflejo del retraso de procesos generales durante la
germinacion, causados por el IAA y el 2,4-D exdgenos. Interesantemente, existe tambien
una diferencia en el patrén de acumulacién del mRNA de p36 con ambos tratamientos, ya
- que la acumulacion méaxima se prolonga hasta las 48 h con el [AA en el hipocotilo-dpice y
con el 2,4-D no hay mRNA para p36 detectable a las 48 h. Esto sugiere que tanto el IAA
como el 2,4-D aplicados exdgenamente podrian participar en la regulacion de mecanismos
diferentes en el caso que la expresion de p36 estuviera directamente regulada dentro de
estas vias. Contrariamente a lo observado en este trabajo, inicialmente arcA4 fué
identificado en un tamizado diferencial en células BY-2 de tabaco, como un ¢cDNA que fué
inducido por la auxina sintética 2,4-D. La respuesta fisioldgica de las células a la auxina
fué la induccion de la division celular donde el mRNA de arcd fué identificado
. mayoritariamente en tejidos en division celular activa. Esto sugirié que la expresion de
arcA podria ser importante para la division celular en células vegetales (Ishida et al.,
1993). Sin embargo, esta respuesta no fué observada en el homdlogo Msgb! de alfalfa que
no es regulado por auxinas, y desempefia un papel importante en la division celular
mediada por citocininas. Cabe destacar que el analisis de Msgb/ se hizo en plantulas,
mientras que el de arcA de tabaco fué hecho en células en suspension, lo que puede
interferir en la extrapolacion de ambos resultados. También es importante mencionar que
arcA en céulas en suspension de tabaco no fué regulado por citocininas (McKhann et al.,
. 1997). Estos resultados indican que, aunque este tipo de proteinas vegetales pueden llevar
a cabo una funcion relacionada con la division celular controlada por hormonas en células
en suspension, en el caso de la planta completa, su expresion es diferente y podria estar
regulada por hormonas distintas a las auxinas; como por ejemplo, las citocininas. También
es necesario llevar a cabo un analisis de la expresion de p36 en células en suspension de
frijol con la finalidad de conocer si bajo estas condiciones p36 se comporta como arcA de
tabaco.

El inhibidor del transporte polar de auxinas (NPA) fué también utilizado durante la
~ germinacion de P. vulgaris; sin embargo, no se observd modificacion considerable en el
patron de acumulacion del mRNA de p36 (Fig. 18D). Se sabe que durante el desarrollo y
germinacion de las semillas el trasporte de auxinas es activo, y que la inhibicion del
transporte tiene efecto en el desarrollo de la plantula. Los resultados demostraron que el
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bloqueo en el transporte polar de auxinas no afecté la acumulacion del mRNA que codifica
para p36. Esto aunado al poco o nulo efecto en los niveles de mRNA acumulado como
consecuencia del tratamiento con las auxinas, sugiere que la expresion de p36 a nivel
transcripcional no esta regulada por auxinas, al contrario de como sucede con arc4 de
tabaco donde la expresion del mRNA para esta proteina es activada por las auxinas.
En algunos genomas de plantas se ha identificado més de una copia del gen que codifica
para homdlogos de RACK1. Sin embargo, €l analisis por Southern blot con la sonda de
936 pb’s del cDNA que codifica para p36, reveld muy pocas bandas de digestion que
hibridaron con la sonda marcada a la astringencia utilizada. Esto indica que hay solo uno o
dos genes que codifican para p36 en el genoma de P. vulgaris. En el caso de BamHI que
no tiene sitios de restriccion en la secuencia de 936 pb’s conocidos, se observan dos
fragmentos que hibridaron con la sonda, por lo que podria tener un sitio de restriccion en
el fragmento que aun no se conoce de la secuencia o en intrones dentro del gen. Por otro
lado, la enzima BglIl y Kpn1 tienen un sitio de restriccion dentro de la secuencia de los
936 pb’s, y en ambos casos sdlo se observa una banda de alto peso molecular que fué
~detectada por la sonda, lo que indica que la enzima no cortd6 el DNA, probablemente
porque la reaccion de digestion no fué eficiente; sin embargo, se llevaron a cabo varias
repeticiones de este experimento y en todos los casos se observé el mismo resultado. El
bajo numero de genes que codifican a p36 es similar a los resultados encontrados en soya
(Nielsen, et al., 2001); Arabidospsis y maiz (Weiss et al., 1994), y alfalfa (McKhann, et
al., 1997). Adicionalmente, se sabe que algunos genes de frijol son representados por
pocas copias en el genoma. Tal es el caso de la profilina que solo tiene una o dos copias y
sus multiples isoformas son reguladas a nivel postraduccional por fosforilacién en tirosinas
(Guillén et al. 1999). Por ello, no podria descartarse que p36 tuviera caracteristicas
similares.
La funcion especifica de las proteinas homoélogas a RACKI en plantas aun no ha sido
determinada en ninguna de las especies en las que estas se han identificado. Por tanto una
prioridad a corto plazo es elucidar la/las posibles funciones de esta proteina en sistemas
vegetales, ya que su blanco caracteristico (PKC) en animales, no se ha identificado en
plantas hasta la fecha. Algunos de los estudios necesarios para determinar la funcion de
p36 requieren de técnicas que no son aplicables en el sistema que se utilizé en este trabajo
(frijol), por lo que el uso de sistemas alternos como el caso de Arabidospsis thaliana y

Nicotiana tabacum serian de gran ayuda en la determinacion de la funcién y localizacion
de p36.
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VIII. CONCLUSIONES

Los anticuerpos anti-PA218 no reconocen a p36 en estado nativo en western blot y

columnas, por lo que no serian ttiles en ensayos en los que se requiriera reconocer a
p36 en estado nativo.

A partir de reacciones de RT-PCR y RACE 3’ se obtuvieron 936 pb’s del cDNA que
codifica para p36; la traduccion de esta secuencia revel6 un total de 311 amino4cidos.

La secuencia en amino4cidos de p36 tiene 96, 85 y 83% de identidad con las
secuencias de la probable Gy de G. max, arcA de Arabidopsis 'y N. tabacum
respectivamente. A nivel de nucledtidos las identidades son de 89, 80 y 75%
respectivamente con las mismas secuencias. Con la Gy candnica de Arabidopsis p36
tiene solo 21% de identidad a nivel de aminoécidos, pero con RACK1 de H. sapiens
presenta 67 y 76% de identidad a nivel de aminoacidos y nucledtidos respectivamente;
por lo tanto, p36 es una proteina homoéloga a RACK1 de animales.

La secuencia obtenida en aminoacidos presenta siete dominios WD-40. Ademas, tiene
dos péptidos que tienen alta identidad con los péptidos en RACK1 de humanos, que se
conoce son indispensables para la unién a la PKC activa.

p36 se detectd durante la germinacion en niveles constantes durante los tiempos
analizados de 0-48 h, pero a nivel de mRNA se observo un aumento gradual desde las

0 h y hasta las 32 h de imbibicion, que de igual forma descendié hasta no detectarse a
las 48 h de imbibicion.

El IAA y el 2,4-D aplicadas ex6genamente durante la germinacion retrasan el punto de
maxima acumulacion de p36, de 32 a 40 h de imbibicion. El inhibidor del transporte
polar de auxinas (2,4-D), no tuvo efecto en la acumulacion del mRNA de p36.

El IAA ademés de retrasar el punto de méxima acumulacion de mRNA de 32 a40 h, lo
mantiene hasta las 48 h en el hipocotilo-apice.

Un fragmento de 580 pb’s del cDNA de p36 fué expresado en forma soluble en células
de E. coli y utilizado para producir anticuerpos especificos contra p36. Los anticuerpos
especificos contra el fragmento de p36 reconocen a la proteina recombinante en
western blot. Adicionalmente, anticuerpos anti-RACK1 disefiados contra el carboxilo

terminal de humanos reconocen eficientemente a la proteina recombinante de p36
expresada en E. coli.
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p36 es codificada por s6lo uno o dos genes en P. vulgaris.
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