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RESUMEN

La interaccion entre proteinas juega un papel importante en una gran cantidad de
procesos celulares. Muchas de estas interacciones son mediadas por dominios de
reconocimiento entre secuencias especificas en las proteinas. Dentro de este grupo se
encuentran aquellos que reconocen secuencias ricas en prolina (PRM, del inglés proline
rich motif). La profilina es una proteina de bajo peso molecular (14 kDa) que fue
inicialmente descrita por su capacidad de regular la polimerizacion de actina; pero ademas
dentro de su estructura se han determinado dominios de unién a secuencias de poli L
prolina (PLP), que forman parte del grupo de secuencias ricas en prolina y que este
reconocimiento se da mediante residuos aromadticos expuestos. Los eventos de unién
dirigen el ensamblaje y el movimiento de los complejos proteicos involucrados en la
localizacion nuclear, dindmica del citoesqueleto, endocitosis y otras vias de sefializacion. El
analisis bioquimico enfatiza la importancia de los residuos de tirosina de las posiciones 6 y
125 de la profilina en la union a PLP y existe el antecedente de que estos y otros residuos
de tirosina son fosforilados. Todo esto apoya la idea de que la fosforilacion podria jugar un
papel regulatorio relevante en diferentes procesos celulares durante la ontogenia de la raiz 'y
noédulo de Phaseolus vulgaris. Para corroborar esta hipotesis se ha obtenido una bateria de
mutantes de profilina, mediante cambio de los residuos de tirosina de las posiciones 6 y 125
por residuos de &4c. Aspartico y fenilalanina. Tales mutantes serdn caracterizadas
posteriormente mediante la generacion de raices peludas que sobreexpresen cada cDNA de

la mutante de profilina en la simbiosis de P. vulgaris con Rhizobium.



ABSTRACT

Protein-protein interactions play a critical role in a wide range of cellular processes.
Most of these interactions are mediated by peptide-peptide recognition modules. One
particularly represented group of peptide-ligands consists of those that contain a proline-
rich motif (PRM). Profilin is a small protein (14kDa) which was originally described as a
regulator of actin polimerization. Within its structure, the PLP-binding domain, that
resembles the PRM domains, exposes highly conserved aromatic residues to form a domain
that binds proline-rich ligands. These binding events often direct the assembly and targeting
of protein complexes involved in nuclear localization, cytoskeleton dynamics, endocytosis
and other signaling pathways. Biochemical analysis has emphasized the predominant
involvement of the profilin Y6 and Y125 positions with the PLP interaction and there is a
fact that bean profilin is phosphorylated on tyrosine residues. This supports the idea that the
phosphorylation could play an important regulatory role in different cellular processes
during ontogeny of root-nodule in Phaseolus vulgaris. In order to verify this hypothesis we
obtained a battery of profilin mutants and then we will generate hairy roots that over-

expressed the cDNA of the profilin mutant in P. vulgaris.



INTRODUCCION

El citoesqueleto de las células eucariontes es una estructura altamente dinamica, que
permite una rapida adaptacion de la célula a los diferentes estimulos a los que estan
expuestas; durante muchos afios se pensd que participaba Uinicamente en la determinacion
de la forma celular y que era independiente de los mecanismos de transduccion de sefiales.
Sin embargo, hoy en dia esta ampliamente establecido que participa en los procesos de
sefalizacion, ciclo celular, endocitosis, diferenciacion y desarrollo. En la actualidad se sabe
que estd compuesto por filamentos de actina, microtibulos y filamentos intermedios; que
en su conjunto forman una compleja y dindmica estructura, la cual hace posible que se
lleven a cabo las diversas funciones celulares. Es importante mencionar que, aunque se les
han asignado papeles separados a los distintos componentes del citoesqueleto, estos pueden
estar altamente asociados en diversos procesos celulares; por ejemplo en fibroblastos se ha
encontrado que, durante la migracién celular, se requiere una elevada dindmica de
formacion de microtubulos para obtener la distribucion polarizada de las protuberancias
celulares; sin embargo, estas estructuras también son dependientes de actina (Rodriguez et
al 2003; Pollard and Borisy 2003). En estudios de Sumoza y Santos se sugiere fuertemente
que la generacion de dendritas es dependiente de la polimerizacion coordinada de actina,
tubulina y filamentos intermedios (Sumoza-Toledo and Santos-Argumedo 2004).

Los microfilamentos se forman a partir de la unién de mondémeros de actina (actina
globular o actina G) para dar lugar a la actina filamentosa (actina F). Se sabe que son
importantes para la polaridad celular, la direccion del plano de division celular, la sintesis
de la pared celular, la localizacion de los organelos y proporciona los medios para el
movimiento citoplasmico (McCurdy et al 2001), asi como en la respuesta al ataque de
patdgenos (Dantan-Gonzalez et al 2001), en la regulacion de la turgencia de las células
guarda y en los cambios de la forma celular. La capacidad de los microfilamentos para
responder de una manera rapida y eficaz, en cada uno de los diferentes procesos en los que
estan involucrados, estd dada por la variedad de dominios presentes en la secuencia de la
actina globular, asi como los que se encuentran en la actina filamentosa (Dos Remedios et
al 2003) para dar lugar a una regulacion muy fina y precisa ya sea de la polimerizacion o de

la despolimerizacion de la actina.



Actualmente se sabe que dicha regulacion se lleva a cabo por la accidén concertada
de diversas proteinas que se conocen genéricamente como proteinas de uniéon a actina
(actin binding proteins o ABPs, por sus siglas en inglés). Esta serie de proteinas actuan de
distintas maneras sobre la polimerizacion o despolimerizacion de los cables de actina con la
finalidad de coordinar los procesos celulares en los cuales estan involucrados. El estudio de
las proteinas de unidn a actina en diferentes modelos eucariontes ha permitido validar y
extender el conocimiento de como estas proteinas funcionan en la organizacion del
citoesqueleto de actina a nivel estructural y de composicion molecular. La caracterizacion
bioquimica de éstas proteinas ha permitido agruparlas de acuerdo a la accidon que ejercen
sobre la actina G o la actina F; de tal manera que se tienen proteinas que: 1) se unen a los
mondmeros de actina, es decir, secuestran la actina G y previenen la polimerizacion (por
ejemplo, timosina B4 y DNAsa I), 2) despolimerizan los filamentos de actina como por
ejemplo la cofilina, 3) se unen a los extremos del filamento y los bloquean, por lo que
evitan la adicion de mondmeros (tropomodulina y CapZ), 4) fragmentan los
microfilamentos (gelsolina), 5) entrecruzan los cables de actina, ya que tienen dos sitios de
uniodn a F-actina (Arp 2/3 y filamina), 6) estabilizan a los cables de actina, debido a que se
unen a los costados del filamento y previenen la despolimerizacion (tropomiosina) y 7)
actian como motores moleculares como la miosina que se mueven a lo largo de los
filamentos de actina (Dos Remedios et a/ 2003). En la figura 1 se encuentran representadas
algunas de las proteinas de unidn a actina y la accion que llevan a cabo en relacion a los
microfilamentos.

Es importante mencionar la accion conjunta de distintos tipos de ABPs sobre los
cables de actina, que le permitiran a la célula que, de acuerdo a sus requerimientos, se lleve
a cabo el crecimiento o el rompimiento de los microfilamentos. Por ejemplo, se ha
demostrado la actividad sinérgica que tienen las proteinas factor de despolimerizacion de
actina (actin depolimerization factor o ADF, por sus siglas en inglés) y la profilina a favor
del proceso conocido como freadmilling de los filamentos (Didry et al 1998), interaccion
cuya relevancia queda ejemplificada en los estudios del crecimiento de la punta de la raiz

en Arabidopsis thaliana (Kandasamy et al 2007).
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Figura 1. Representacion de los mecanismos de accion de las ABPs. Las proteinas de
unioén a actina permiten el anclaje de la actina a la membrana celular a través de la proteina N-WASP
y Arp2/3 (A-D): activacion y orientacion de N-WASP en la membrana plasmatica. E: crecimiento
del filamento ramificado mediante G-actina y la accion de la profilina sobre los mondmeros, para
promover su ensamblaje. F, G, H: Regulacion de la dinamica de la actina en un lamelipodio por
ADF vy proteinas de proteccion del extremo del filamento (como la gelsolina, que forma complejos
1:2 con la G-actina). |: Secuestro de la actina por la timosina4. J: Reciclamiento de G-actina
mediante intercambio de nucleotidos. Dentro de este esquema cabe resaltar la accion de la profilina
(recuadro rojo) como un elemento primordial para la regulacion del ensamblaje de los cables de
actina. Modificado de Carlier ef a/ 2003.

Las ABPs, al igual que la mayoria de las proteinas de la célula, estdn organizadas
estructuralmente en modulos que pueden ser dominios o motivos de interacciones
moleculares o dominios con actividad catalitica y cuyos eventos de union dirigen el
ensamble y la localizacion de los complejos proteicos que estan involucrados en el
crecimiento celular, en la transcripcion, en la sefalizacion postsindptica y en la regulacion

de la dindmica del citoesqueleto (Witke et al 2004). Muchas de las proteinas relacionadas
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con las cascadas de sefalizacion intracelular contienen dominios que participan en el
reconocimiento de regiones ricas en prolinas (figura 2 y 3). Dentro de esta familia destacan
los dominios SH2 y SH3 (homologos a los dominios encontrados en la proteina Src), los
primeros (SH2) unen a regiones con tirosinas fosforiladas, los otros (SH3) se unen a
regiones ricas en prolinas (figura 3). Se han determinado dominios con funciones similares,
como son los WW (llamados asi por los dos triptéfanos altamente conservados en su
secuencia) y los EVHI1 (dominio 1 homologo a Enabled/VASP, también es conocido como
dominio 1 homologo a VASP o WHI1) (Zarrinpar et al/ 2003) (figura 3). En este grupo de
dominios también se encuentra el dominio de unién a poli-L-prolina (PLP) de profilina, el
cual contiene aminodcidos aromaticos expuestos en su estructura de una manera similar a
otros dominios que unen regiones ricas en prolina (por ejemplo los dominios SH3). Este
moddulo fue descrito como un dominio que interactuaba con secuencias que contenian un
minimo de 5 prolinas consecutivas (Petrella et al 1996). En la actualidad, con los resultados
de Witke y colaboradores (1998) se evidencid que este dominio también puede reconocer
secuencias con motivos ricos en prolinas del tipo ZPPX (donde Z puede ser Pro, Gly o Ala;

y X cualquier aminoécido hidrofobico) (Witke et al 1998).
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Figura 2. Organizacion estructural de las proteinas. En el lado izquierdo se muestran los
procesos celulares en los que participan las proteinas que contienen los dominios funcionales
mostrados del lado derecho. Modificado de Pawson et a/ 2002.
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Figura 3. Interacciones entre dominios proteicos. Las interacciones se pueden dar con los
dominios de otras proteinas, con acidos nucleicos, lipidos, péptidos con residuos modificados o con
alguna secuencia especifica de aminodcidos. Se resaltan (recuadro rojo) los dominios que unen a
péptidos que contienen secuencias ricas en prolina. Modificado de Pawson and Nash (2003).
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Profilina

Dentro de la familia de las profilinas se comparten propiedades bioquimicas y
similitudes estructurales, con funcidon conservada durante la evolucion, sin embargo la
identidad de aminoacidos es baja, incluso en isoformas de un mismo organismo.
Inicialmente, la profilina fue identificada en plantas como un alergeno (Valenta et a/ 1991)
pero con el paso del tiempo se ha ido esclareciendo su papel en la célula, que seran
mencionados mas adelante. Estudios previos demostraron que se encuentra presente como
una familia multigénica en muchas especies de plantas (Staiger et al 1997), donde se
pueden encontrar multiples isoformas, que presentan regulacion temporal de su expresion o
especifica de tejido, como se demostrd en estudios en maiz y en otras especies (Gibbon et
al 1998). La profilina tiene un peso molecular de 12 a 15 kDa y se encuentra ampliamente
distribuida en el citoplasma (Buss et a/ 1992). En su estructura, una region del dominio de
reconocimiento a actina empalma con una region del dominio de interaccion al fosfatidil
4,5 bifosfato (PIP2) por lo que, la interaccion de esta molécula con profilina inhibe la
interaccion de profilina con actina (Fig. 4). Los estudios bioquimicos han permitido
demostrar que esta proteina puede promover el intercambio de nucledtido (ADP a ATP) en
los monomeros de actina liberados de los filamentos (Ballweber et al 1998). También se ha
visto que puede favorecer la despolimerizacion de los microfilamentos cuando estd en
presencia de cofilina (Didry et al 1998); por otro lado, también se ha descrito como una
proteina que inhibe la hidrélisis de ATP unido a actina, manteniendo de esta manera los
monoémeros en un estado donde éstos retienen su afinidad por el extremo barbado (+) del
filamento (Ampe et al 1988) y se ha visto que promueve la polimerizacion mediante el
transporte de mondmeros hacia el extremo de crecimiento. Se han reportado una gran
variedad de proteinas que reconocen el dominio de unién a PLP en profilina, dentro de las
cuales se incluyen: la familia de las forminas (Chang et a/ 1997; Evangelista et al 2003;
Manseau et al 1996; Watanabe et al 1997), debrina y gefirina (Mammoto et al 1998),
NWASP (Suetsugu et al 1998, 1999), dinamina I (Witke et al 1998), la subunidad p85 de la
fosfatidil inositol 3 cinasa (phosphatidylinositol 3 kinase o PI3K, por sus siglas en inglés).

Por lo tanto, en este escenario, parece ser que la profilina es una de las proteinas de union a
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actina que podria ser el blanco para la conexion compleja entre los eventos de la

sefalizacion intracelular y el citoesqueleto de actina.

PIP,

Figura 4. Estructura de la profilina. Representacion de la estructura terciaria, mostrandose
las alfa hélices y asas que conforman la estructura de la profilina; se resaltan los distintos dominios
de interaccion, como lo son los sitios de union a actina, fosfoinositidos y PLP. Imagen facilitada por
Lucio Montero (Doctorado IBT, UNAM)

En mamiferos se ha encontrado que la profilina 1 esta relacionada con el trafico
membranal, ya que se encuentra unida a proteinas aisladas de las vesiculas provenientes del
aparato de Golgi y ademas se involucra en el reclutamiento de dinamina 2 hacia este
organelo (Dong et al 2000). En trabajos previos realizados en células de cerebro de raton se
ha descrito que la profilina participa en el proceso de endocitosis, ya que se demostro la
interaccion de la profilina 1 con clatrina y la VCP (por sus siglas en inglés, vasoline-
containing protein); asi como también se ha demostrado la interaccion de la profilina 2 con
la dinamina 1, la sinapsina y Napl (Witke ef al 1998), las cuales estan relacionadas con la

endocitosis y el reciclaje de vesiculas sindpticas.

Fosfatidil inositol 3 cinasa

Como ya se ha mencionado, la profilina ademas de estar relacionada con proteinas

del citoesqueleto, también interactua con diversas proteinas de las vias de sefializacion
12



celular y el trafico vesicular. Una familia de proteinas particularmente importante son las
cinasas del fosfatidil inositol cuyos productos, los polifosfoinositidos, tienen gran
relevancia como mensajeros intracelulares. La PI3K es una de las enzimas que regula los
niveles de los fosfoinositidos, cataliza la transferencia del fosfato de la posicion y del ATP
a la posicion tres del anillo del fosfatidil inositol (PI), del fosfatidil inositol 4 fosfato (P14P)
y del fosfatidil inositol 4,5 bisfosfato (PI(4,5)P,), generando asi el fosfatidil inositol-3
fosfato (PI3P), el fosfatidil inositol 3,4 bisfosfato (PI(3,4)P,) y el fosfatidil inositol 3,4,5
trifosfato (PI(3,4,5)P;) respectivamente (Wymann and Pirola, 1998) (Figura 5). En
mamiferos existen tres clases de PI3 cinasas, las de la clase I tienen como sustratos: PI,
PI4P y PI(4,5)P;; los productos derivados de la accion de las enzimas sirven como
sefializadores hacia tirosin cinasas (clase IA) o hacia receptores acoplados a proteinas G
heterotriméricas (clase IB) (Vanhaesebroeck and Waterfield, 1999). Se ha encontrado que
las enzimas de la clase II son activadas por insulina e integrinas (Brown et al. 1999; Zhang
et al. 1998) y tienen de sustrato a PI y a PI4P. Las enzimas de la clase III s6lo tienen al PI
como sustrato y posiblemente sean las encargadas de la sintesis del mayor porcentaje PI3P
utilizado por las células animales (Vanhaesebroeck and Waterfield, 1999). En
Saccharomyces cerevisiae, el producto del gen de copia simple VPS34 (del inglés
vacuolar-protein sorting) codifica para una PI3K (Schu et al 1993), que es la responsable
de la generacion de todo el PI3P, utilizando solamente al PI como sustrato. En plantas s6lo
se ha identificado la PI3K tipo III, la cual tiene alta identidad con la VPS34 de levadura
(Welters et al 1994). Arabidopsis thaliana sdlo tiene un gen (Welters et al 1994) y se han
encontrado ortdlogos en Glycine max, Brassica napus y Medicago truncatula (Das et al

2005; Hernandez et al 2004; Hong and Verma 1994).
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Fosfatidil inositol

Fosfatidil inositol (3,4,5) trifosfato  Fosfatidil inositol (4,5) Bifosfato Fosfatidil inositol (3) fosfato
PK(3,4,5)P3 Pi(4,5)P2 Pl PI3P

Figura 5. Actividad Bioguimica de la PI3K. Estructura quimica de los sustratos y los
productos de la actividad de la PI3K. En el sustrato fosfatidil inositol (PI), se muestran los carbonos
numerados, en rojo la posicion de los grupos fosfatos. Tomado de tesis doctorado Aparicio-Fabre,
IBT, UNAM.

Se tienen estudios, en mamiferos, en los que se ha determinado que PI3K tipo III
juega un papel en el movimiento de vesiculas hacia la membrana plasmatica (Wennstrom et
al 1994). En levadura, VPS34 tiene un papel esencial en la endocitosis y el trafico vesicular
(Schu ef al 1993), ya que las mutaciones en dicha proteina resultan en la falla para llevar
proteinas hacia las vacuolas (Stack et al 1993). La expresion de un antisentido de AtVPS34
en Arabidopsis thaliana resulta en severos defectos en el crecimiento (Welters et al 1994),
sugiriendo un papel crucial del PI3P y su sintesis. Ademas, plantas silenciadas en este gen
no producen polen fértil, debido a defectos en la vacuola y en la division nuclear durante la
meiosis (Lee et al 2008). Al examinar el polen, se observé un incremento significativo en el
nimero de componentes citoplasmicos, lo cual indica un defecto en el transporte vacuolar y
probablemente en la autofagia.

Ademas de llevar a cabo funciones de transporte vesicular, se sabe que PI3K es un
componente fundamental en la autofagia, proceso importante para el reciclaje de proteinas
y organelos, asi como para la muerte celular programada; y que se ha venido
incrementando su estudio en plantas, por ser la principal forma de muerte, como lo es en la
respuesta a estrés por patdogenos. De la maquinaria de formacion de autofagosomas, la
presencia de la PI3K se encuentra conservada entre los distintos organismos, desde
levadura hasta plantas y mamiferos (Bassham et al 2006, Seay et al 2006). En levadura, un
complejo formado por VPS34 y ATG6 (homdlogo de beclina-1) se localiza en la estructura

pre-autofagosomal (PAS, por su siglas en inglés preautophagosomal structure) y se
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requiere de su actividad para el reclutamiento de los distintos componentes hacia el nticleo
del sistema ATG9 (Xie et al 2007).

En plantas, estudios in vitro han demostrado que PI3K tipo-III interacciona con la
profilina (Aparicio et al 2006); estudios posteriores mostraron que dicha interaccion se ve
afectada por el estado de fosforilacion de algunos residuos de tirosina en la profilina. Estos
resultados permiten sugerir un potencial papel de profilina como molécula reguladora de la
actividad de PI3K, con la posibilidad de verla implicada en procesos de trafico vesicular,
autofagia y respuesta a patogenos. Con el afan de llevar a cabo estudios del seguimiento del
PI3P, producto tnico de la PI3K de plantas, la identificacién del dominio FYVE ha servido
para dar un gran empuje al respecto. Ha sido nombrado FYVE ya que inicialmente fue
encontrado en las proteinas Fablp, YOTB, Vaclp y EEAL1; estd compuesto de una region
rica en cisteinas que une dos iones de Zn, ademds contiene un motivo caracteristico
R(R/K)HHCRXCG (Corvera et al 1999; Stenmark et al 1996) y se une especificamente a
PI3P (Burd and Emr, 1998; Gaullier et al 1998, 1999; Kutateladze et al 1999). Vermeer et
al 2006 realizaron una construccion en la que unieron la proteina amarillo fluorescente
(YFP por sus siglas en inglés) a un tandem de dos dominios FYVE y posteriormente
determinaron su unién especifica a PI3P en células vegetales, de tal manera demostraron

tener un excelente biosensor para el estudio de PI3P en plantas.
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ANTECEDENTES

Dentro de los estudios llevados a cabo a nivel de estructura de la profilina, se ha
encontrado una alta similitud estructural entre las profilinas de los distintos organismos, sin
que esto conlleve a una similitud a nivel de secuencia. De hecho la secuencia de amino
acidos estd muy poco conservada. El extremo amino terminal es el que muestra mayor
grado de conservacion entre las distintas isoformas. Se sabe que tanto el extremo amino,
como carboxilo terminal pueden unir a PLP, aunque recientemente se ha establecido una
region mads, que involucra un residuo de tirosina, en el caso de profilina de frijol, que
también puede unir a PLP (Aparicio-Fabre et al 2006) (Fig. 6). Se ha determinado que en
plantas, a diferencia de los hongos, los animales y los protistas, existen varios genes con
alta divergencia que codifican para las diferentes isoformas de la profilina (Christensen et
al 1996, Gibbon et al 1997, Gibbon et al 1998, Huang et al 1996, Staiger et al 1993). Con
base al desarrollo de las plantas, las profilinas han sido divididas en dos clases de
isoformas: las que se expresan vegetativamente y las especificas de polen. Las isoformas
mas divergentes de Arabidopsis thaliana (las isoformas vegetativas y polen especificas)
tienen solamente el 77% de identidad de aminodcidos y tunicamente el 26% con las
proteinas de los vertebrados (Huang ef al 1996). En maiz, la diversidad de las isovariantes
de profilina se manifiesta por sus diferencias en la afinidad por la actina y por la PLP
(Gibbon et al 1997, Gibbon et al 1998). Las isoformas de la clase II tienen alta afinidad por
PLP y secuestran mas actina monomérica que las de la clase 1. Por otro lado las profilinas
de la clase I inhiben en mayor proporcion la actividad de la fosfolipasa C (PLC) que las de
clase II. Estas propiedades bioquimicas correlacionan con los resultados obtenidos in vivo,
donde las isoformas de profilina de la clase I rompen mas rdpidamente la arquitectura
citoplasmica de la actina que las isoformas de la clase II (Gibbon et a/ 1998). En conjunto,
estos resultados proporcionan evidencias solidas que indican que una de las isoformas
expresadas diferencialmente podria estar realizando funciones distintas en las células

vegetales.
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Figura 6. Estructura profilina. Representacion de tubos multiples con los atomos de Ca de
la secuencia de profilina. Se resaltan los residuos de tirosina que permiten la uniéon a PLP. Tomado y
modificado de Aparicio-Fabre et al 2000.

Ademas de la expresion diferencial de genes que codifican para la profilina, se ha
demostrado en diferentes organismos otro nivel de regulacion (modificacion
postraduccional). En vertebrados, la profilina puede ser fosforilada in vitro por la proteina
cinasa C (PKC) (Hansson et al 1998; Singh et al 1996). En raices de frijol, solamente un
gen es expresado, sin embargo existen varias isoformas, las cuales son generadas a partir de
distintos estados de fosforilacion de la proteina (Guillen et al 1999) (figura 7). En trabajos
previos del laboratorio se determind que la profilina est4 fosforilada en residuos de tirosina
(Tyr, Y) (Guillen et al 1999) (figura 8). A la fecha no se ha determinado qué enzima es la
encargada de la fosforilacion de tales residuos; sin embargo, Limmongkon et al/ 2004,
demostraron en tabaco que la profilina es un sustrato de la NtMEK2.

Como se menciond previamente, la profilina interactia con proteinas relacionadas al
trafico vesicular. Para demostrar la interaccion in vitro con la PI3K tipo III, se sintetizé un
péptido quimérico que contenia las regiones amino terminal y carboxilo terminal de la
profilina (figura 9a), que son dos regiones que se unen a PLP y que contienen dos tirosinas
relevantes (las de las posiciones 6 y 125). Se determind que hay una interaccion directa
entre ambas proteinas (figura 9b); ademas, debido a que se muestra una competencia por la

union al péptido al incrementar la concentracion de PLP, se sugirié que in vivo podria darse
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una regulacion a través de este dominio por la union con otras proteinas que contienen
dominios ricos en prolina (Aparicio-Fabre et al 2006).
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Figura 7. Analisis de las isoformas de profilina encontradas en nédulos de raiz de
Phaseolus vulgaris. Las proteinas se extrajeron de raiz (a) y de nodulos de raiz (b), se prepararon y
fraccionaron en un gel bidimensional y las distintas isoformas fueron detectadas por inmunoblot
mediante anticuerpos especificos de profilina. (c) El ARN polisomal extraido de nodulos de raiz fue
traducido in vitro en lisados de reticulocitos de conejo que contenian 50 pCi de [35S]-metionina. La
profilina fue inmunoprecipitada con anticuerpos antiprofilina, fraccionada por 2DPAGE, sujeta a
fluorografia y expuesta a peliculas en rayos X. El gradiente de pH va de 4.0 a 6.5. Tomado de
Guillen et al. 1999
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Figura 8. Fosforilacion in vive de la profilina. La profilina fue extraida de plantulas
crecidas en medio sin fosfatos, adicionado con fosfato radioactivo. La proteina se detectd en el
Phospholmagen (panel a, carril 2) y una banda del mismo tamafio fue detectada con anticuerpos
especificos (panel a, carril 1). Los fosfoaminoacidos de la proteina fueron separados (panel b, carril
1) y se determind que eran residuos de tirosina mediante la comparacion con fosfoaminoacidos
comerciales (panel b, carril 2). Tomado de Guillen ef al. 1999.
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Figura 9. El dominio de unién a PLP interactla in vitro con la proteina PI3K
recombinante. (a) Secuencia del péptido quimérico formado por las regiones amino terminal y
carboxilo terminal de la profilina de frijol, se resaltan en rojo los residuos aromaticos conservados en
el dominio de union a PLP. (b) Incubacion con distintas concentraciones de PLP y posterior Western
blot para determinar el efecto en la union entre la profilina y la proteina recombinante His-PI3K.
Tomado y modificado de Aparicio-Fabre et al 2006.

Para detallar esta interaccion se disefiaron péptidos que contenian el amino terminal
(que incluye el residuo de Y6) o del carboxilo terminal (con el residuo Y125) y se compar6
con los resultados obtenidos de la interaccion con el péptido quimérico. La region carboxilo
terminal presentd6 mayor afinidad que la region amino terminal en el pegado a las dos
bandas. Cuando se utilizo el péptido quimérico se observo un incremento significativo en la
afinidad por las dos bandas; sin embargo, la presencia de las dos tirosinas (cuando no estan
fosforiladas) tiene un mayor efecto en la afinidad por la banda de 93 kDa. Estos resultados
indican que las Tyr 6 y 125 del dominio de union a PLP de la profilina interaccionan con la
PI3K (figura 10).

La fosforilacion del residuo de Tyr 72 en el dominio de interaccion a PLP tiene un
efecto negativo en la interaccion de la profilina con una secuencia rica en prolinas
localizada en el dominio catalitico de la PI3K de frijol (Figura 11). Estos resultados
guardan similitud con los ensayos de interaccion in vitro que se han hecho con la mutante
de profilina Y6F de la isoforma 1 de maiz (Gibbon et a/ 1998), donde se mimetiza el estado
no fosforilado del residuo de tirosina, donde se present6 un incremento en el pegado a PLP
en un orden de magnitud, con respecto a la isoforma 1.

19



Péptidos da
profiling

His-PI3K  ¥§125 Y5 125

wh: ant-PI3K

Figura 10. Interaccion de las regiones amino y carboxilo terminal de la profilina con la
HisPI3K de frijol. Analisis tipo western blot con el anticuerpo anti PI3K de las proteinas pegadas a
los péptidos C+N, Y6, Y125 de la region del amino y carboxilo de profilina. Los extractos totales de
las células de insecto que expresan la HisPI3K se incubaron con los diferentes péptidos. Las flechas
indican las bandas de aproximadamente 93 y de 66 kDa que detecta el anticuerpo antiPI3K. Tomado
de Aparicio-Fabre, tesis de doctorado.
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Figura 11. La PI3K interacciona con la region de la tirosina 72 de la profilina. Analisis
tipo western blot con el anticuerpo anti PI3K de lo que se uni6 a los péptidos de profilina pY72
(tirosina 72 fosforilada), Y72D (cambio de tirosina 72 por un acido aspartico), Y72F (cambio de la
tirosina 72 por una fenilalanina) y Y72 (tirosina sin cambio). En el recuadro de la derecha se muestra
la HisPI3K utilizada como control de carga. Las flechas indican las bandas de aproximadamente 93 y
de 66 kDa detectadas por el anticuerpo antiPI3K. Tomado de Aparicio-Fabre, tesis de doctorado.

A partir de la secuencia del cDNA de la profilina de frijol (G1:556835) se llevaron a

cabo los estudios bioinformaticos, con los cuales fueron identificados los residuos

importantes para la interaccion con PI3K, asi como la relevancia de algunos de ellos. Con

lo anterior se pudo determinar los 5 residuos de tirosina de la secuencia de la profilina (6,

66, 72, 106, 125) que son de gran importancia para la interaccion, asimismo se determind

que esta asociacion estd afectada por el estado de fosforilacion de tales aminoacidos, ya que

se llevo a cabo la interaccion in vitro entre las mutantes de profilina (Y72F, Y72D) con la

PI3K (Aparicio-Fabre et al 2006). Estos resultados sugieren que la modificacion

postraduccional por fosforilaciéon de los residuos de tirosina podria estar regulando la
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interaccion de profilina con regiones ricas en prolina. Las modificaciones ya sea por acido
aspartico o fenilalanina, simulando el estado fosforilado o defosforilado de la Tyr
respectivamente, permitieron conocer la relevancia de estas posiciones en la uniéon por
regiones ricas en prolina.

Como ya se menciond anteriormente, la PI3K esta involucrada (mediante su
actividad en la generacion de PI3P) en la dindmica de formacion de vesiculas, proceso que
muestra un incremento de hasta dos ordenes de magnitud durante la internalizacién de
bacterias del género Rhizobium en la interaccidon simbidtica con frijol. En uno de los
primeros resultados que se desprenden del uso del biosensor YFP2xFYVE, para el
seguimiento de PI3P, cuando este se expresa en nodulos se observd, que bajo el control de
un promotor constitutivo (pGreen-35S-YFP-2xFYVE), dicho sensor interfiere en la
internalizacion de las bacterias, ya que no se da la formacion del hilo de infeccion o queda
interrumpido su crecimiento (Figura 12A). Por otro lado, en los pocos casos en donde
ocurre la formacion de una estructura parecida a un nddulo, no ocurre la infeccion
intracelular de Rhizobium (Figura 12B). Esto podria indicar que el biosensor estd
secuestrando el PI3P que se va generando para la formacién de membrana, por lo que no le

permite actuar durante la interaccion de la bacteria con la planta.

A B

Figura 12. Microscopia del biosensor YFP2xFYVE en la simbiosis de Phaseolus
vulgaris con Rhizobium. Para la infeccion se utilizaron bacterias de la cepa Rhizobium etli que
expresan la proteina rojo fluorescente (DsRed) y que permite seguirlas durante el proceso de
nodulacién. A) En el panel izquierdo se muestra una infeccion sin la utilizacion del biosensor, se
logra observar la manera en la que van avanzando las bacterias a través de la raiz; en el lado derecho
se observa que con el uso del biosensor no se logra la formacion del hilo de infeccién. B) En los
paneles de la izquierda se observa la distribucion homogénea de las bacterias, mientras que en los
paneles de la derecha se logran ver ciertos puntos donde se concentran las bacterias (Estrada-
Navarrete et al, datos no publicados).
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JUSTIFICACION

La profilina es una proteina ubicua cuya estructura presenta dominios que dan lugar
a interacciones proteicas sumamente relevantes en distintos escenarios celulares. Por un
lado se tiene un amplio conocimiento de su importancia en la polimerizacion de los
filamentos de actina y poco a poco se ha venido elucidando la relevancia de su interaccion
con fosfoinositidos, asi como con proteinas que contienen regiones ricas en prolina. Para
conocer la importancia de la profilina en la interaccion con otras proteinas, se ha mostrado
que la generacion de mutantes ha sido una herramienta que permite un mayor
entendimiento del papel de la proteina, por ello es que en el presente proyecto nos hemos
planteado la necesidad de obtener mutantes de profilina en residuos de tirosina, del dominio
de unién a PLP, para su posterior seguimiento durante la ontogenia del nddulo (en la

asociacion de profilina con PI3K), durante la relacion simbidtica de frijol con Rhizobium.
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HIPOTESIS

La profilina tiene la capacidad de interactuar con gran variedad de proteinas
relacionadas con la transduccion de sefiales y el reordenamiento del citoesqueleto, por lo
cual se le puede considerar como molécula reguladora de ambos procesos. La
caracterizacion de mutantes de profilina en la interaccion con PI3K permitird tener un

mejor conocimiento del mecanismo de accion de esta proteina en ambos procesos.
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OBJETIVO GENERAL

Generar mutantes en residuos de tirosina de la posicion 6 y 125 de la secuencia de la

profilina de Phaseolus vulgaris.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1 A partir del cDNA de profilina, generar distintas mutantes en los residuos de
tirotina 6 y 125, por cambios a acido aspartico o fenilalanina. Las mutantes a
generar seran las siguientes: con cambio simple Y6D, Y6F, Y125D, Y125F
y con cambio doble Y6DY 125D, Y6DY125F, YOFY 125D y Y6FY 125F.

2 Clonar cada una de las secuencias obtenidas, asi como un RNA interferente
(RNA1), en un vector binario que contenga un promotor inducible.

3 Clonar en un vector binario la construccion de YFP2xFYVE.
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MATERIALES Y METODOS.
Cepas bacterianas y plasmidos.

En este trabajo se utilizaron las cepas de E. coli XL1-blue (recA1 endAl gyrA96 thi-
hsdR 17 supE44 reldl lac [F’ pro AB laclgZAM15Tnl0 (Tetr)]) (Stratagene®), asi como la
cepa DHS-a (F- p80lacZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (vk-, mk+) gal-
phoA supE44 - thi-1 gyr496 rel41)(Invitrogen). Asi como la cepa K599 de Agrobacterium

rhizogenes.

Los distintos ¢cDNAs de profilina, asi como el ¢cDNA de la construccion
YFP2XxFYVE fueron insertados en el vector de entrada pENTR/D-TOPO (Invitrogen,
Anexo: vector de entrada), el cual permite una insercioén unidireccional y genera resistencia
a kanamicina en las bacterias portadoras. La mezcla de reaccion para llevar a cabo la
clonacion al plasmido se llevdo a cabo de acuerdo al protocolo descrito en el manual

(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/K240020), considerando para nuestro caso la

mitad del volumen final. El procedimiento que se sigui6 fue el siguiente:

1. Se hizo una dilucién del producto de PCR de interés, llevando a una concentracion
final de 1 a 5 ng/ul, se tomd 1 pl de esta dilucion y se adicionaron 0.5 ul de agua
destilada, 1 pl de una dilucion 1:4 de solucion salina (1.2 M NaCl, 0.06 M MgCl,) y
finalmente 0.5 pl del vector (15-20 ng/ul).

2. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 5 minutos y posteriormente se
incubd a -20 °C durante toda la noche.

3. Transformacién de las bacterias (XL-1 blue o DH5a). Se llevaron a cabo los
siguientes pasos:

a. Adicionar 2 pl de la mezcla de reaccion antes descrita en un vial con células
electrocompetentes.

b. Incubar a 4 °C por un lapso de 10 a 15 min.
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c. Transferir a una celda para dar choque eléctrico (1.6 V durante 10 seg) para
inmediatamente transferir a 500 pl de medio S. O. C. (Anexo Composicion
de los medios de cultivo).

d. Incubar a 37 ° C con agitacién durante una hora.

e. Tomar 150 pl del cultivo para sembrar en una placa de medio LB sélido
(Anexo) adicionada con kanamicina 50 pg/ml (Kan 50), sembrar el resto del
cultivo en una placa adicional con la misma concentracioén de antibiotico.

f. Incubar durante la noche a 37 °C.

4. Se comprobd cuales de las colonias contenian el inserto de interés mediante PCR de

colonia.

Finalmente, se utiliz6 el vector destino pJCGLOX (Joubes et al 2004, Anexo: vector

binario) como vector de expresion de las distintas construcciones en frijol. La reaccion de

recombinacion, se llevd a cabo de acuerdo al protocolo de la enzima LR clonasa

(http://products.invitrogen.com/ivgn/product/11791019):

l.

Adicionar a un tubo los siguientes componentes, a temperatura ambiente y mezclar:

Vector de entrada (50-150 ng) 1wl
Vector destino (pJCGLOX) (150 ng/ul) 1wl
Buffer TE, pH 8.0 completar § pl

Composicion Buffer TE 10:1 Tris10 mM, pH 8.0 llevado con HCI, EDTA
ImM. Para preparar 100 ml: 1 ml de tris 1 M (pH 8.0, HCI) y 0.2 ml EDTA (0.5 M)

y aforar a 100 ml con agua destilada.
Mantener a 4 °C la mezcla de LR Clonasa, alrededor de 2 min y agitar con vortex

brevemente (2 seg), dos veces.

Nota. La mezcla de LR clonasa (Gateway® LR Clonase II enzyme mix) estd
patentada, en su formulacion se encuentran las proteinas de recombinacion del
bacteridofago lambda, las denominadas Integrasa (Int) y Excisionasa (Xis), asi como
la proteina de integracion de E. coli (Integration Host Factor (IHF)) y un buffer de

reaccion.
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3. Adicionar a cada muestra 2 pl de la mezcla de LR clonasa, para llevar a cabo la
reaccion de recombinacion, mezclar brevemente en vortex, dos veces. Centrifugar

brevemente.
4. Incubar la mezcla de reaccion a 25 °C durante 1 hr.

5. Adicionar 1 pl de proteinasa K (2 pg/ul) a cada muestra para terminar la reaccion.

Agitar brevemente en vortex.
6. Incubar las muestras a 37 °C durante 10 min.

7. Proceder a la transformacién de células de Agrobacterium de la cepa K599
electrocompetentes, como se describid anteriormente con las cepas XL1- blue y

DHS5-a, solo modificando la temperatura de incubacion a 30 °C.

Preparacion de células electrocompetentes XL1-Blue y DHS- a

Se inocularon 400 ml de medio LB con 1/100 v/v de un pre-cultivo saturado de
cé¢lulas XL1-Blue o DH5-a. Las células se cultivaron a 37 °C en agitacion constante hasta
alcanzar una densidad optica (ODgoonm) de entre 0.5-0.8, se mantuvieron a 4°C durante 30
min y se centrifugaron a 4026 g por 15 min. Posteriormente, se recupero la pastilla en 250
ml de agua destilada, fria, estéril (colocandola cuidadosamente para no romper las células),
y se centrifugd de nueva cuenta a la velocidad antes mencionada. Se recobro6 la pastilla y se
resuspendié en 100 ml de agua fria. Se centrifugd por ultima vez, la pastilla obtenida se

resuspendié en 10 ml de glicerol al 10%, se prepararon alicuotas de 50 pl y se almacenaron

a—70°C.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

En la tabla 1 se muestran los distintos oligonucleétidos que se disefiaron y se
sintetizaron para la obtencion de las secuencias de interés, cada par utilizado fue probado
mediante PCR en gradiente para determinar la temperatura Optima de hibridacion
(annealing). Posteriormente se llevo a cabo el PCR con la combinacion de oligonucledtidos

y las temperaturas requeridas para cada secuencia.
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Nombre

Secuencia (5” a 3”)

Prof Fwd CAC CAT GTC GTG GCA AAC GTA CG
Prof Rev TTA GAG ACC CTG TTC AAT GAG ATA ATC ACC
YGF CAC CAT GTC GTG GCA AAC GTT CGT CG
Y6D CAC CAT GTC GTG GCA AAC GGA CGT C
Y125F TTA GAG ACC CTG TTC AAT GAG AAA ATC ACC
Y125D TTA GAG ACC CTG TTC AAT GAG ATC ATC ACC
RNAi FWD | CAC CCG GAA GAA ATA ACT GGG ATC
RNAiREV | CTT TCT TCA CTA CAC GCA GAT
Proflnt5’ TTA ATG AGC CTG GAA CAC TTG C
ProfInt3’ GCA AGT GTT CCA GGC TCA TTA A
YFPFwd CAC CAT GTC CAA GGG CCA GG
FYVERev | ATA GAA TAC AAG CTT GGG CTG CAG

Tabla 1. Oligonucle6tidos para amplificar las distintas secuencias mutantes y el cDNA que
se utilizara para construir el vector que exprese el RNAI en plantas. En negrita se indica la secuencia
agregada a los oligos 5’ para permitir una clonacion unidireccional en el vector de entrada. En
cursiva se indica al codon de inicio (ATG) o al de paro (TTA). Subrayado se indican los codones que
daran lugar al cambio de aminoacido, por acido aspartico (GAC o ATC) o fenilalanina (TTC 0 AAA)

Obtencion de las distintas mutantes de profilina.

Se llevo a cabo el PCR para la obtencion de cada mutante, quedando la mezcla de

reaccion de la siguiente manera:

Agua destilada 17.5 ul
Buffer Pfu 10 X (+MgSQ4) 2.5 ul
dNTPs (2 mM) I ul
Oligo 5’ (10 pmol) 1 ul
Oligo 3’ (10 pmol) 1 pul
cDNA Profilina 0.5 ul

Enzima Pfu 2.5 u/pul (Fermentas) 0.5 ul
Volumen final 25 pl
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Composicion Buffer Pfu 10X (+MgS0O4): 200 mM Tris-HCI (pH 8.8 at 25°C),
100 mM (NH4)2SO4, 100 mM KCI, 1 mg/ml BSA, Triton X-100 1% (v/v), 20 mM MgSO4

El programa a seguir fue el siguiente:

1 ciclo 95°C 3 min
95°C 30 seg
25 ciclos ** Temperaturas 30 seg
72 °C 30 seg
1 ciclo 72 °C 7 min
** Temperatuas Y6Dy Y125D 55°C
Y6F y Y125F 64 °C
Y6DY 125D, Y6DY 125F,
Y6FY 125D y YOFY125F 56 °C

Obtencion de la construccion YFP2xFYVE.

A partir de la secuencia enviada por el Dr. Vermeer (Anexo: secuencia de la fusion
YFP-2xFYVE-Tnos), se disefiaron oligonucledtidos para obtener solo la region de interés
(YFP2xFYVE) (Tabla 1), que seria clonada al vector de entrada. La mezcla de reaccion fue

la siguiente:

Agua destilada 17.5 pl
Buffer Pfu 10 X (+MgSOQy) 2.5l
dNTPs (2 mM) I ul
Oligo YFP Fwd (10 pmol) 1 pul
Oligo FYVE Rev (10 pmol) 1 pul
Plasmido FYVE (5 ng/ul) 0.5 ul

Enzima Pfu 2.5 u/pul (Fermentas) 0.5 pl
Volumen final 25 pl
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El programa a seguir fue el siguiente:

1 ciclo 95°C 3 min

95°C 30 seg

25 ciclos 58 °C 30 seg
72 °C 90 seg

1 ciclo 72 °C 7 min

Purificacion de ADN

Todas las purificaciones fueron hechas a temperatura ambiente y se utilizaron de 3 a

6 ml de cultivo de bacterias en medio LB para la purificaciéon de plasmidos. Los pasos de

centrifugacion se hicieron a 12000 x g. Los pasos que se siguieron fueron los siguientes:

1.

Resuspender el boton de células en 250 pl de solucion de resuspension. Transferir la
suspension de células a un tubo para microcentrifuga.

Adicionar 250 pl de solucion de lisis y mezclar invirtiendo el tubo de 4 a 6 veces
hasta que la suspension se vuelva clara y viscosa. Nota. No agitar con vortex para
evitar el rompimiento del ADN cromosomal. No incubar por més de 5 min para
evitar la desnaturalizacion o superenrollamiento del plasmido.

Adicionar 350 pl de solucion de neutralizacion y mezclar de inmediato, invirtiendo
de 4 a 6 veces el tubo. Nota. Es importante mezclar considerablemente después de
la adicion de la solucion de neutralizacion, para evitar precipitacion del ADN
bacteriano.

Centrifugar durante 5 min y transferir el sobrenadante a una columna GeneJET.
Evitar tomar el precipitado blanquizco.

Centrifugar por un minuto. Descartar el liquido que pas6 por la columna.

Adicionar 500 pl de solucidn de lavado a la columna de GeneJET. Centrifugar de 30
a 60 seg y descartar el liquido que atraveso por la columna. Repetir el paso.
Descartar el liquido y centrifugar por un min para remover posibles residuos.
Tranferir la columna GeneJET a un tubo nuevo. Adicionar 50 pl de buffer de
elucion a la membrana de la columna para eluir el DNA. Incubar por 2 min.

Descartar la columna y almacenar el DNA purificado a -20°C.
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RESULTADOS

Obtencion de las distintas secuencias mutantes de la profilina

Se procedid al disefio de oligonucleotidos para generar mediante PCR (del inglés
polymerase chain reaction) las distintas mutantes, con cambios de las tirosinas 6 y 125. Los
oligonucleétidos se disenaron a partir de la secuencia de nucledtidos del cDNA de profilina
(ACCESSION X81982).

Los cambios puntuales para generar el cambio de codéon de Tyr por Phe o por Asp se
realizaron en la secuencia de los oligonucledtidos ya que la Tyr 6 y Tyr 125 se encuentran
localizadas en los extremos amino y carboxilo terminal, respectivamente (Tabla 1). A los
oligonucledtidos que contienen el codon de inicio de la traduccion se les adiciond la secuencia
CACC para poder clonar el producto de PCR de una manera unidireccional en el vector pPENTR/D-
TOPO (Anexo mapa del vector de entrada). Posteriormente, se llevo a cabo la amplificacion del
cDNA de profilina mutante usando la combinacion de pares de oligos del extremo 5" y 3" de la
secuencia de cDNA de la profilina (Tablal). Los productos de PCR se separaron en un gel de
agarosa al 1%, se compar¢ el tamafio con un marcador comercial de peso molecular y se observo
una banda de aproximadamente 400 pb que corresponde al peso molecular calculado tedéricamente
(figura 13). Por lo que ya se cuenta con las distintas secuencias que tienen los cambios de una Tyr
por una Phe o un Asp en las posiciones 6 y 125 (Y6D, YO6F, Y125D, Y125F) y las que tienen la
combinacion de los cambios (Y6D125D, Y6D125F, Y6F125F y Y6FY 125D).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

By W = g

O O O O
O 0 O O

Figura 13. Productos de PCR de las distintas mutantes generadas. Carril 1:
Marcador de pesos moleculares (pb) (Fermentas). Carril 2: Control profilina silvestre. Carril 3 al 10:
mutantes Y125D, Y6D, YI125F, Y6F, Y6DY125F, Y6DY 125D, Y6FY125D y Y6FYI125F,
respectivamente.

Cada cDNA mutante de profilina fue clonado en el vector de entrada pEntr/D-

TOPO (materiales y métodos), las colonias que resultaron positivas (corroborado por PCR
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de colonia) fueron crecidas en medio LB liquido adicionado con Kan 50, incubadas durante
una noche en agitacion, para posteriormente llevar a cabo la purificacion de plasmido de
acuerdo al kit comercial GeneJET plasmid miniprep (Fermentas) (materiales y métodos).
Finalmente, se midié la concentracion del plasmido, mediante Nanodrop, se tomo la
cantidad requerida para enviar a secuenciacion cada muestra, con la utilizacion de los
oligonucleétidos M13 Forward (M13Fwd) y Reverse (M13 Rev).

En estudios previos donde se llevd a cabo la expresion de profilina se incluy6 el
primer intréon (Jeong et al. 2006), ya que mejoraba la eficiencia de la sobreexpresion
contener supuestamente un potenciador (enhancer). Por tal motivo, se procedio a amplificar
el gen completo de la profilina y posteriormente tomar el primer intron. A partir de DNA
gendmico de Phaseolus vulgaris, se llevd a cabo una reaccion de PCR con los
oligonucleo6tidos ProfFwd y ProfRev (Tabla 1, materiales y métodos), con esto se obtuvo el
gen completo de profilina, cuyo tamafio aproximado es de 1500 pb, el producto fue enviado
a secuenciacion. Ya que nuestro interés estaba enfocado en el primer intron, el cual se ubica
entre los aminodcidos 41 y 42 de la profilina y consta de alrededor de 408 nucledtidos, se
disefiaron oligonucleotidos internos (Tabla 1) para que, utilizando como templado el
producto de PCR del gen completo, pudiéramos obtener un fragmento de la region 5° que
contenga al primer intron y, utilizando como templado el cDNA de profilina, obtener un

fragmento de la regién 3" que complete nuestra secuencia (Figura 14).

1 2 1 2
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Figura 14. Fragmento de la region 5°. A) Producto de PCR obtenido utilizando los
oligonucleodtidos ProfFwd y ProfRev, utilizando DNA gendémico como templado. B) Producto
obtenido utilizando como templado el producto de pcr del gel mostrado en A, utilizando los oligos
ProfInt3” y ProfFwd. El fragmento es de aproximadamente 600 pb, por lo que se deduce que el intron
consta de alrededor de 400 pb.
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Cada fragmento obtenido fue clonado en el vector pJET/Blunt. Se transformaron
bacterias de la cepa XL-1 Blue, y se realizaron reacciones de PCR en colonia para
corroborar que contuvieran el plasmido con el inserto requerido; se obtuvo una eficiencia
de colonias que contenian al inserto mayor al 70%. Posteriormente se purificé plasmido que
se utilizdé como templado para obtener productos de PCR de ambas regiones (figura 15) que
a su vez serviran como templado para generar la secuencia codificante completa de la

profilina, con el primer intrén incluido.

1 2 3 4 5
700 —
500 —
100 —

Figura 15. Productos de PCR de los extremos 5y 3". Carril 1, marcador de pesos
moleculares (cada 100pb). Carriles 2 y 3, productos de PCR utilizando como templado el plasmido
que contiene la region 5° de la profilina y que incluye al primer intron del gen. Carriles 4 y 5,
productos de PCR que contienen el fragmento 3” de la profilina y que completa la secuencia de la
profilina. Los productos de PCR fueron purificados del gel para ser utilizados como templado
posteriormente.

Obtencion de un cDNA para generar un ARN de interferencia

Se amplifico el fragmento de cDNA de aproximadamente 400 pb que se utilizara
para generar un ARN de interferencia (RNAI) al ser insertado en un vector de expresion en
plantas, de esta manera se lograra el silenciamiento de la profilina endogena. El fragmento
se amplifico con los oligonucledtidos que se localizan en la region 3° UTR y otro que esta
en una zona interna de la region codificante de la profilina (Tabla 1). El producto de la
reaccion es un fragmento de 411 pb (Figura 16). Este producto se clon6 en el vector pEntr
TOPO vy se transformaron bacterias de la cepa XL-1 Blue, para posteriormente purificar el
plasmido que contuviera el inserto.

La secuencia que daréd lugar al RNAi y que se encontraba en el vector de entrada
pEntr, fue clonada por recombinacion al vector pTDT (Fig. 17A), que permitira generar la
estructura de RNA que serd procesada para la obtencion del RNAi. Se comprobd por

reacciones de PCR la correcta insercion de la secuencia (Fig. 17 B).
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Figura 16. cDNA para el RNAI de la profilina. Carril 1: marcador de pesos moleculares.
En el carril 2 se obtuvo la banda correspondiente al peso que se esperaba para el cDNA que permitird
dar lugar al iRNA (aproximadamente 400pb).

500pb _,

..l"l ." HimdIT1 (11195)
“‘/ pTDT-RNAi
14696 bp

iRl Hindml (s565)

© o - Dl (R46)

CAMVAES HindIII (6657

500pb —»
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Figura 17. Inserciéon en el vector pTDT. Izquierda: mapa del vector pTDT-RNA..
Derecha: Se llevaron a cabo un par de reacciones de PCR para corroborar la insercion de la secuencia
de interés. Arriba: Se utilizaron los oligos WRKy-3-fwd y RNAi Fwd. Abajo: Se utilizaron los oligos
WRKy-5-rev y RNAi Fwd.
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Obtencion de la construccion YFP2xFYVE

La construccion que contiene a la proteina amarillo fluorescente (YFP) fusionada a
un tandem de dos dominios FYVE nos fue proporcionada por el grupo del Dr. Vermeer. El
cDNA que nos fue enviado, contiene una secuencia terminadora denominada tNOS y viene
insertada en el vector pG29. Nuestro interés es el de utilizar la fusion en el plasmido binario
pJCGLOX, el cual ya cuenta con una secuencia terminadora (Anexo mapa del vector
binario), por lo que se disefiaron oligonucledtidos (Tabla 1) que nos permitieran obtener
solo la region que corresponde a la fusion YFP2xFYVE. De esta manera, mediante PCR,
utilizando como templado la construccion proporcionada por el grupo del Dr. Vermeer se
procedid a la obtencion de un producto que contendria solo la secuencia de nuestro interés
(YFP2xFYVE) (Figura 18). El producto resultante fue clonado en el vector de entrada,
siguiendo el protocolo que se describe en materiales y métodos. Algunas de las colonias
obtenidas fueron comprobadas mediante PCR; y de las que resultaron positivas, se les
extrajo el plasmido y se secuenciaron (en este caso inicialmente se enviaron dos). Las
secuencias obtenidas fueron comparadas con la secuencia recibida a través del grupo del
Dr. Vermeer (Anexo secuencia de la construccion YFP2xFYVE) y el alineamiento mostrd

la correcta obtencion del fragmento de interés.

Figura 18. Producto de PCR de la fusion YFP2xFYVE. Carril 1 Marcador de pesos
moleculares. Carril 2 se observa producto de PCR de alrededor de 1200 pb, el tamafio esperado para
la secuencia de interés.

Recombinacion con el vector binario

Para la expresion de las mutantes en planta, se llevaron a cabo las reacciones de
recombinacion con el plasmido binario pJCGLOX (Anexo mapa del vector binario) (Joubes

et al 2004), el cual permite la expresion regulada del inserto, mediante la adicion de
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dexametasona. La finalidad de insertar nuestras secuencias de interés en dicho vector, es la
de poder observar el efecto de la expresion de las mutantes en la planta y del cDNA que
dara lugar al RNAi de manera individual. Ademas, el silenciar al gen de la profilina podria
ser letal y por tanto no se obtendrian raices transgénicas, de esta manera se puede inducir el
silenciamiento de manera controlada y posterior a la generacion de las raices peludas.

La reaccion de recombinacion, se llevo a cabo de acuerdo al protocolo de la enzima
LR clonasa (Gateway LR Clonase II Enzyme Mix Invitrogen) (Materiales y métodos).
Cada mezcla de reaccion se utilizo para la transformacion de células electrocompetentes.
Las colonias positivas al crecimiento en cloramfenicol 30 (Clm30) fueron comprobadas
para la expresion del inserto de interés mediante PCR de colonia.

A partir de las colonias positivas, se purificé el plasmido y se procedid a la
transformacion de Agrobacterium rhizogenes cepa K599, desafortunadamente las colonias
obtenidas resultaban falsos positivos en las reacciones de comprobacion del inserto
mediante PCR para nuestras secuencias de interés. La causa mas probable era que las
células fueran una mezcla de distintas cepas, por lo tanto se llevé a cabo una depuracion de
las mismas para obtener una cepa que resultara no resistente al antibidtico de interés
(Clm30) y que tenga la caracteristica de generar raices peludas, mediante el protocolo
habitual utilizado en nuestro grupo de trabajo. Pese a esta dificultad, se lograron obtener
colonias que contienen la secuencia esperada de algunas de las mutantes de profilina

(Y6FY125F, Y6DY 125D y Y6D) y de la construccion YFP2xFYVE.
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CONCLUSIONES

» Se obtuvo la bateria completa de mutantes que se deseaba, cada mutante (Y6D,
YO6F, Y125D, Y125F, Y6DY 125D, Y6DY125F, Y6FY 125D y Y6FY 125F) fue
clonada en el vector de entrada pEntr TOPO-D. De esta manera se logra
mantener cada cDNA para posteriores trabajos. Algunas de las mutantes ya han

sido clonadas en el vector pJCGLOX para su posterior estudio en frijol.

» La construccion YFP2xFYVE se logré clonar en el vector pJCGLOX, bajo un
promotor inducible, para poder llevar cabo la obtencién de raices peludas y
caracterizar el comportamiento en distintas etapas de la infeccion por

Rhizobium.

» Se obtuvo una construccion que permitira el silenciamiento de la profilina
endogena, con la desventaja de que el vector pTDT contiene promotor

constitutivo para la expresion del inserto.
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PERSPECTIVAS

La clonacioén de cada una de las secuencias mutantes en el vector pEntr TOPO-D,
ademas de permitir mantener el cDNA de cada una de ellas para su uso en
posteriores trabajos, abre la posibilidad de utilizar estas secuencias en otro tipo de
vectores binarios, por pertenecer a la tecnologia Gateway, que es una potente
herramienta para los estudios en plantas, particularmente en nuestro grupo de

trabajo.

Con cada uno de los cDNAs obtenidos en el presente trabajo (mutantes de profilina
y construccion YFP2xFY VE), clonados en el vector binario pJCGLOX se puede dar
paso a la caracterizacion de cada secuencia, durante su expresion en frijol, en la

generacion de raices y nodulos transgénicos.

El estudio de la expresion en plantas seria de manera individual, es decir, en una
planta se generardn raices peludas expresando s6lo un cDNA. Posteriormente se
buscaria la expresion de dos o tres cDNAs en una misma planta, es decir, la
expresion conjunta de la construccion YFP2xFYVE, el cDNA para generar un
RNAI y alguna de las mutantes de profilina, o simplemente de la construccion del
FYVE con alguna mutante; todo esto para tener un panorama mas completo de lo
que sucede en la interaccion de profilina con PI3K y el proceso de formacion de

vesiculas, mediante el seguimiento de la YFP en las raices y nodulos transgénicos.

Estudios recientes han localizado a la profilina, tanto a su ARNm como a la
proteina, en tejido vascular de frijol, especificamente en el floema, esto durante
analisis de proteinas que incrementan su presencia durante estrés por déficit hidrico
(Montalvo-Hernandez et al 2008). Esto podria ser un indicio de un posible papel de
profilina en la sefializacién a nivel del organismo (sistémica), por tal motivo resulta
de gran interés llevar a cabo un estudio mas detallado, mediante el monitoreo de la

expresion de la profilina en distintos tejidos durante la simbiosis con Rhizobium.

38



ANEXOS

Composicion y preparacion de los medios de cultivo

Medio LB (Luria-Bertani)
1.0% triptona

0.5% extracto de levadura
1.0% NaCl

pH 7.0

1. Paraun litro de medio, disolver 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura 'y 10g
de NaCl en 950 ml de agua destilada.

2. Ajustar el pH de la solucion a 7.0, con NaOH vy aforar a un litro.

3. Esterilizar en autoclave durante 20 min.

4. Almacenar a temperatura ambiente.

Placas de LB so6lido

1. Preparar medio LB como se indica anteriormente, adicionando 15 g de agar por
litro de medio, antes de esterilizar en autoclave.

2. Esterilizar en autoclave durante 20 min.

3. Almacenar a temperatura ambiente.

Medio S.O.C.
2% triptona
0.5 % extracto de levadura
10 mM NaCl
2.5 mM KCI
10 mM MgCl12
10 mM MgSO4
20 mM glucosa



Secuencia profilina de Phaseolus vulgaris

GenBank: X81982.1

1 attttcagag agaagcaaag cacagtgagt ttggtgagaa aatcagaagc atgtcgtgge

61 aaacgtacgt cgacgaccac cttctctgtg agatcgaagg taaccacctc actcacgecg
121 ccatcctegg ccaagacgge agegtttggg ctaagagege cagettcect cagttcaaac
181 cggaagaaat aactgggatc atgaatgatt ttaatgagcc tggaacactt gctcctactg
241 gattgtacat tggtggcact aaatatatgg tcatccaagg tgaacccgge tctgteatte
301 gaggcaagaa gggtcctggt ggtgttactg tgaagaagac gaatctggece ttggtgatag
361 gcatttatga tgaacccatg actccaggtc aatgcaacat gatagttgaa aggcttggtg
421 attatctcat tgaacagggt ctctaatgcc cttgttatga ttggttatag tgcatatttc
481 attggcttct gtacagtttt ttgcatcgac cctcgactgg aatgcetttga ttgcaggttt
541 aataatcttg tgggtgtcaa aagtcagggg atctgegtgt agtgaagaaa gtgttttgat
601 gcttgagaaa tgatgactat aatgtcctat gcttgtactt tttagtgggg tactgtatac
661 attacagtgt ttaattttat gctatggtat atggttggca atatttaaca aaactttcca

721 gattcttctc tatctcgcac aaaaaaaaaa aaaaaaaaa
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Mapa del vector de entrada.

M13 forward (-20) priming site: bases 537-552
attL1: bases 569-668 (c)

TOPQ® recognition site 1: bases 680-684
Overhang: bases 685-688

TOPQ® recognition site 2: bases 689-693
attL2: bases 705-804

T7 Promater/priming site: bases 821-840 (c)
M13 reverse priming site: bases 845-861
Kanamycin resistance gene: bases 974-1783
pUC origin: bases 1904-2577

El vector pEntr/D/TOPO permite la insercion unidireccional del cDNA de interés,
contiene una secuencia que confiere a las bacterias que lo portan resistencia a Kanamicina. El
vector también contiene sitios que permiten la secuenciacion del inserto por medio de los
oligonucledtidos M13. Tomado de http://products.invitrogen.com
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Secuencia de la fusion YFP-2xFYVE-Tnos:

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGA
GCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAG
GGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAA
GCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTTCGGCTACGGCCTGCAGTG
CTTCGCCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCAT
GCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACT
ACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATC
GAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGGCACAAGCT
GGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGA
ACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTG
CAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCT
GCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCTACCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCA
ACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATC
ACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGGAATTCGAAAGTGATGCCATGTTCGC
TGCTGAAAGAGCCCCTGACTGGGTGGATGCTGAGGAATGCCATCGGTGCAGAG
TACAGTTTGGGGTGGTGACCCGCAAGCATCACTGCCGAGCATGTGGGCAGATC
TTCTGTGGCAAGTGCTCCTCCAAGTACTCCACCATCCCCAAGTTCGGCATTGAG
AAGGAGGTGCGCGTGTGTGAGCCCTGCTATGAGCAGCTGAACAAGAAGGCACA
AGGACAAGGATCCGAAAGTGATGCCATGTTCGCTGCTGAAAGAGCCCCTGACT
GGGTGGATGCTGAGGAATGCCATCGGTGCAGAGTACAGTTTGGGGTGGTGACC
CGCAAGCATCACTGCCGAGCATGTGGGCAGATCTTCTGTGGCAAGTGCTCCTCC
AAGTACTCCACCATCCCCAAGTTCGGCATTGAGAAGGAGGTGCGCGTGTGTGA
GCCCTGCTATGAGCAGCTGAACAAGAAGGCAGTCGACCTGCAGCCCAAGCTTG
TATTCTATTGATCCAATTCCCGATCGTTCAAACATTTGGCAATAAAGTTTCTTAA
GATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGCGATGATTATCATATAATTTCTGTTGAATTA
CGTTAAGCATGTAATAATTAACATGTAATGCATGACGTTATTTATGAGATGGGT
TTTTATGATTAGAGTCCCGCAATTATACATTTAATACGCGATAGAAAACAAAAT
ATAGCGCGCAAACTAGGATAAATTATCGCGCGCGGTGTCATCTATGTTACTAG
ATCGGGGATCGATCCCCGGGC
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Mapa del vector binario

Sphf )
RB

Neie ! (16011) pHSP18.2
Nrui(1428)

CRE-INTRON-GR

Nefel (13522)

o pJCGLOX,0

17564 bp

Lox seq

Sohl (10647) Egfp
Spel 5618
salictonas % tocs
p3ss ; Lox seq
Sral (3057) CmR-ccdB
Xrmal (9035) Xmal (T892)
Srmal (FE94)
Sall (8151)
tocs

El vector contiene una secuencia promotora que permite la induccion por dexametasona. La
resistencia a cloranfenicol es la que se confiere a las bacterias transformadas por este vector,
mientras que para la seleccion en plantas, la resistencia es a kanamicina. Tomado de
http://www.psb.ugent.be/gateway/index.php
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