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RESUMEN

Las bacterias del suelo de la familia Rhizobiaceae son capaces de
establecer una asociacién simbidética con plantas leguminosas, lo cual da como
resultado la formacién de nédulos radiculares que son 6rganos especializados
en la fijacién de nitrégeno. La nodulina 30 es una protefna de la planta de
frijol (Phaseolus vulgaris) cuyo gene se expresa abundantemente en etapas
tardfas del proceso simbiético, por lo que se le clasifica como nodulina tardfa.

Con la finalidad de obtener datos acerca de su posible funcién y
localizacién, se expresé la nodulina 30 en levadura. Este organismo excreté la
nodulina 30 hacia el medio de cultivo, donde fue detectada como un par de
bandas parecidas a las de nédulo pero con un peso mayor al esperado (34 y 32
kDa aproximadamente). Estas bandas, al ser analizadas en 2D SDS-PAGE, se
enfocaron en varios puntos en el gradiente isoeléctrico.

Por otro lado, con la intencién de purificar la nodulina 30, se desarrollé
un protocolo para enriquecerla a partir de nédulos, el cual consistié en
fraccionamiento por precipitacién con etanol, cromatografia en adsorbente de
zinc y cromatograffa en hidroxilapatita. La nodulina 30 presenté dos picos de
enriquecimiento en las precipitaciones con etanol, uno a baja concentracién
(20%) y otro a concentracién alta (80%). Esto sugiere que la nodulina 30 puede
estar formando complejos macromoleculares. También se observé que esta
proteina es muy susceptible a la degradacién, y que el par de bandas presentes
en extractos de nédulo se comportan de manera similar en electroforesis
bidimensional a la N30 expresada en levadura. Durante los ensayos de
fraccionamiento se detectaron una banda de aproximadamente 34 kDa y otra
de 60 kDa que fueron reconocidas con alta afinidad por el anticuerpo contra
N30, y que se comportaron de manera diferente al doblete en la cromatograffa
con hidroxilapatita y en el fraccionamiento con etanol. Tomando en cuenta
que hay datos que sugieren que la banda de 60 kDa puede dar origen al
doblete de aproximadamente 30 kDa, es posible que Jla banda de 60 kDa sea
una forma glucosilada de N30 que al ser degradada origina el doblete, o que se
trate de un dimero estable de N30 que se disgrega lentamente en condiciones
desnaturalizantes. Otra posibilidad es que las bandas de 60 y 34 kDa sean
proteinas relacionadas antigénicamente con N30. .

Para determinar la localizacién de la nodulina 30 en el tejido del
nédulo, se llevé a cabo la inmunolocalizacién de ésta en cortes de nédulos de
frijol. La N30 fue detectada solamente en las células infectadas del nédulo, al
parecer dispersa en el citoplasma, pero ailin cabe la posibilidad de que se
encuentre en el espacio peribacteroidal, lo cual podria verificarse por técnicas
de microscopfa electrénica.



INTRODUCCION

I. IMPORTANCIA DEL NITROGENO

El nitr6geno es el cuarto elemento mdads abundante en la composicién
de los seres vivos (después del carbono, el hidrégeno y el oxigeno), pues
forma parte esencial de proteinas, 4cidos nucleicos, y muchas otras
sustancias orgédnicas fundamentales. Los animales obtienen el nitrégeno
que necesitan alimentdndose de plantas u otros animales, mientras que las
plantas lo absorben del suelo generalmente en forma de amonio (NH4*) y

nitrato (NO3"). El nitré6geno es muy escaso en la roca madre de la cual se
forman los suelos, por lo que su contenido resulta de la accién biolégica,
abono artificial, o fenémenos ionizantes tales como la radiacién césmica,
meteoritos y rayos, que momentineamente proporcionan la energfa
necesaria para que el nitrégeno reaccione con el oxfgeno o el hidrégeno del
agua. El nitr6geno molecular (N2) ocupa un 79% de la atmésfera, pero a
pesar de su abundancia la mayoria de los seres vivos no pueden utilizarlo
de una manera directa, sino s6lo después de haber sido *“fijado™ en
compuestos asimilables. El hombre logra reducir el nitr6geno molecular a
amonio mediante un proceso quimico denominado ‘“Haber-Bosch,” el cual
requiere de presién y temperatura elevadas, por lo que resulta altamente
costoso y contaminante (Delwiche, 1981).
Algunas especies de bacterias tienen la capacidad de utilizar el
nitr6geno atmosférico y reducirlo a compuestos asimilables, lo cual se
conoce como fijacién biolégica del nitrégeno, proceso en el que el
dinitrégeno atmosférico libre es convertido en amonio gracias a la accién
de la enzima nitrogenasa. Esta enzima estd formada por dos componentes:
una protefna que contiene hierro (Fe-protefna) y otra que contiene hierro y
molibdeno (Mo-Fe-protefna), las cuales se inactivan irreversiblemente por
exposicién a O3, La reaccién general catalizada por esta enzima es: ®

N>+ 8H*+ 8¢ + 16 Mg-ATP —P> 2 NH; + H> + 16 Mg-ADP + 16 P;

Muchas bacterias fijadoras de nitr6geno, tales como Azotobacter
y Klebsiella pneumoniae, fijan nitrégeno en condiciones de vida

vinelandii
necesitan establecer una asociacién simbiética

libre; otras, por el contrario,
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con determinado tipo de plantas para llevar a cabo esta funcién. Tal es el
caso de la actinobacteria filamentosa Frankia, la cual se asocia
simbiéticamente con plantas de diversos géneros como Casuarina, Alnus,
Ceanothus, Myrica, Elaeagnus, etc. (Hirsch, 1992), induciendo en ellas la
formacién de nédulos radiculares donde se lleva a cabo la fijacién biolégica
del nitrégeno. La cianobacteria Nostoc también se asocia simbiéticamente
con la planta Gunnera (Bergman et al., 1992), pero a diferencia de Frankia,
Nostoc no induce la formacién de nédulos radiculares, sino que reside en
unas glindulas que se encuentran en el tallo de la planta huésped. Otra
asociacién simbiética es la que se da entre el helecho acuidtico Azolla y la
cianobacteria Anabaena (Eskew et al., 1993), en la que el procarionte se
establece en las cavidades de las hojas de dicha planta. Esta asociacién
simbidética tiene mucha importancia en el cultivo del arroz, ya que
enriquece el suelo con nitrégeno que posteriormente puede ser
aprovechado por la graminea.

La asociacién simbiética mdas importante y mejor estudiada es la que
se da entre algunas bacterias de la familia Rhizobiaceae y plantas de la
familia Leguminosae, ya que la mayorfa del nitrégeno fijado
biol6gicamente disponible para la agricultura proviene de ella (Bauer,
1981). En esta relacién la planta proporciona a la bacteria un nicho
adecuado y la energfa requerida para llevar a cabo la fijacién de nitrégeno,
mientras que la bacteria aporta a la planta el nitr6geno reducido (en forma

de NH4%).

II. SIMBIOSIS RHIZOBIUM-LEGUMINOSA

Las bacterias del suelo de la familia Rhizobiaceae que son capaces de
inducir la formacion de nédulos radiculares en plantas leguminosas se
dividen en cuatro géneros: Rhizobium, Bradyrhizobium, Azorhizobium y
Sinorhizobium, denominados colectivamente rhizobia (Dénarié et al.,, 1996).
La capacidad de establecer una asociacién simbiética con los rhizobia es
exclusiva de las plantas de la familia Leguminosae, con excepcién del

género Parasponia de la familia Ulmaceae que puede ser nodulada por la

bacteria Rhizobium sp. cepa NGR234 (Dénarié et al., 1992).
En la etapa inicial de la simbiosis se lleva a cabo un intercambio de

seiiales quimicas entre ambas partes:

la planta secreta compuestos
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fendlicos, flavonas e isoflavonas (Peters y Verma, 1990), que atraen a las
bacterias hacia las rafces e inducen la expresién de los genes de nodulacién,
los cuales se requieren para la infeccién, la formacién del nédulo y el
control de la especificidad de hospedero (Dénari€é et al., 1996). Como
consecuencia de la induccién de los genes de nodulacién, la bacteria libera
unos compuestos de bajo peso molecular (oligémeros de quitina mono-N-
acilados) que causan la deformacién y enroscamiento de los pelos
radiculares, asi mismo, inducen a las células corticales a dividirse
repetidamente, dando origen al primordio del nédulo (Fig. 1) (Nap y
Bisseling, 1990; Verma, 1992; Dénarié y Cullimore, 1993).

1) Genes de nodulacién

Los genes de nodulacién (genes nod) no se expresan en bacterias de
vida libre, a excepcién del gen nodD que codifica para un activador
transcripcional que se expresa constitutivamente (Fisher y Long, 1992;
Vijn et al.,, 1993). Algunas especies como R. leguminosarum Yy R. trifolii
tienen sélo un gen nodD, mientras que R. meliloti, R. fredii y B. japonicum,
poseen dos o tres copias (Dénarié et al., 1992). Hay otros genes cuyos
productos también son reguladores de la expresiéon de 1los genes de
nodulacién: los genes nodV y nodW identificados en B. japonicum (Dénarié
et al., 1996); el gen nolA, reportado en B. japonicum, (Sadowsky et al.,
1991); y los genes de R. meliloti denominados nolR (Cren et al., 1995) y
syrM (Mulligan y Long, 1989).

Los compuestos flavonoides secretados por la planta interaccionan
con la proteina NodD de Rhizobium, la cual entonces activa la transcripcién
de los genes nod y lleva a la bacteria a sintetizar y liberar los factores de
nodulacién (Fig. 2) (Dénarié y Cullimore, 1993; Dénarié et al., 1996). Por su
distribucién taxondémica se ha dividido a los genes nod en “comunes™ y
“especie-especificos”. .

a) Genes de nodulacién comunes
Estos genes se denominan nodABC, se encuentran en todas las

especies y estdn involucrados en la sintesis del “esqueleto” del factor Nod
(el oligémero de quitina mono-N-acilado).
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Figura 1. Establecimiento de la simbiosis entre una planta leguminosa de clima templado y

Rhizobium.
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nodC: codifica para una UDP-GIcNAc transferasa involucrada en la sfntesis
de oligémeros de N-acetil-D-glucosamina con un tamaiio midximo de cinco

residuos (Carlson et al., 1994; Dénarié et al., 1996).

nodB: el producto de este gen es una N-desacetilasa especifica que se
encarga de remover el grupo acetil del residuo terminal en el extremo no
reductor del quitooligosacdrido (Pueppke, 1996; Spaink et al., 1994).

nodA: codifica para una N-acil transferasa que cataliza la adicién de un
4cido graso de cadena larga al extremo no reductor del quitooligosacdrido

(Atkinson et al., 1994).

b) Genes de nodulacién ‘“especie-especificos”

Los productos de estos genes tienen que ver con la “decoracién”
(sustituciones) del factor Nod (Fig. 2), lo cual es importante para que una
determinada especie de Rhizobium sea reconocida por su hospedero
especffico, y se encuentran presentes en diferentes combinaciones en las

distintas especies.

nodS: codifica para una proteina que cataliza la N-metilacién en el extremo
no reductor del esqueleto del factor Nod (Mergaert et al., 1995), y ha sido
reportado en R. sp NGR234, R. rropici, A. caulinodans, B. japonicum, R. fredii

Yy R. etli.

nodFE: los productos de estos genes se encargan de la sfntesis de grupos
acil poli-insaturados que eventualmente serdn adheridos al factor Nod por
la accién de NodA (Demont et al.,, 1993; Bloemberg et al., 1995), siendo
NodF una protefna acarreadora de grupos acil que se ha reportado en R.
leguminosarum bv viciae y R. loti, mientras que NodE es una-

meliloti, R.
meliloti, R. leguminosarum bv

cetoacil sintasa que se ha reportado en R.
viciae y R. 1. bv trifolii.

nodlL: codifica para una protefna que cataliza la 6-O-acetilacién en el
extremo no reductor del factor Nod (Ardourel et al.,, 1995) y se ha
reportado en R. meliloti, R. leguminosarum bv viciae y R. . bv trifolii.



nodU: el producto de este gen se encarga de la 6-O-carbamilacién en el
extremo no reductor del factor (Jabbouri et al., 1995) y ha sido reportado
en R. sp NGR234, R. rropici, A. caulinodans, B. japonicum y R. fredii.

nodPQ y nodH: han sido reportados en R. meliloti y R. tropici, y sus
productos estdn involucrados en la 6-O-sulfatacién en el extremo reductor
del factor Nod (Schwedock y Long, 1990; Schwedock et al., 1994; Ehrhardt
et al.,, 1995), siendo NodP una ATP sulfurilasa, NodQ una ATP sulfurilasa-
APS cinasa, y NodH una sulfotransferasa.

nodX: este gen codifica para una enzima que cataliza la O-acetilacién en el
extremo reductor del factor y se ha reportado sélo en R. leguminosarum bv
viciae cepa TOM (Firmin et al., 1993).

nodZ y nolK: son dos genes cuyos productos estidn involucrados en la O-
glucosilacién en el extremo reductor del factor Nod (Dénarié et al.,, 1996;
Goethals et al., 1992), siendo NodZ una fucosil transferasa en B. japonicum
y R. sp NGR234, y posiblemente una glucosil transferasa en A. caulinodans,
mientras que NolK es una azucar-epimerasa en A. caulinodans.

c) Otros genes involucrados en la simbiosis

nodM: se ha reportado en R. meliloti, R. l. bv. viciae y R.l. bv rrifolii, y
codifica para una glucosamina sintasa (Baev et al., 1991) que pudiera estar
incrementando la concentracién de GIlcNAc para la produccién de los
factores Nod (Dénarié et al., 1996; Marie et al.,, 1992).

nodl y nodJ: son genes comunes que codifican respectivamente para una
protefna de unién a ATP y una proteina de membrana, y tienen homologfa
con protefnas bacterianas involucradas en la secrecién de polisacéridos
(Vézquez et al., 1993). Se ha comprobado que en R. L bv rrifolii 1a secrecién
de los factores de nodulacién depende de nodl y nodJ (McKay y Djordjevic,
1993), mientras que en Rhizobium etli al mutar estos genes la secrecién es
menor (Cairdenas et al., 1996).



nodT: es un gen que se ha reportado en R. leguminosairum bv viciae y bv
trifolii el cual codifica para una protefna de membrana ecxterna, y se ha
propuesto que NodT junto con Nodl y NodJ forman un sistema para la
secrecién de los factores de nodulacién (Downie, 1994).

nolFGHI: son genes reportados en R. meliloti que codifican para protefnas
de membrana las cuales se supone permiten el transporte, en conjunto con
la protefna NolF, de los factores de nodulacién a través de las membranas

interna y externa (Saier, 1994).

2) Eventos iniciales en la simbiosis

los genes nod, la bacteria

Como consecuencia de la induccién de
la

sintetiza y libera los factores de nodulacién (Fig. 2) que provocan
deformacién de los pelos radiculares e inducen la formacién de un nuevo
meristemo en la corteza de la rafz (Fig. 1) (Brewin, 1991). El primer signo
visible en la interaccién planta-Rhizobium es precisamente la deformacién
y encurvamiento de los pelos radiculares (Dénarié et al., 1996). Se han
hecho ensayos con factores Nod purificados y se ha encontrado que éstos
causan una depolarizacién de 1la membrana plasmadtica de los pelos
radiculares y otras cé€lulas epidérmicas (Ehrhardt et al., 1992; Felle, 1994;
Kurkdjian, 1995), asi como cambios en el flujo de calcio (Ehrhardt et al.,
1996). Se ha observado también un mayor flujo citopldsmico (Heidstra et
al., 1994) y el rearreglo de los filamentos de actina, indicando que hay

reorganizacién del citoesqueleto (Cardenas et al.,, en prensa).

3) Hipdétesis sobre el inicio de la formacién del nédulo

No se sabe con certeza cémo es que los factores Nod inducen la
formacién del nédulo, pero las bajas concentraciones de factor (10°'°-10-'2
M) que se requieren para provocar las respuestas en la epidermis de la
rafz sugieren que debe haber receptores de alta afinidad. Puede ser que los
factores Nod se difundan por vfa apopldstica o simplédstica hasta alcanzar
las células de la corteza induciéndolas a dividirse, o que éstos no alcancen
dichas células directamente, sino que el estimulo se lleve a cabo a través
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de una cadena de segundos mensajeros. Una hipétesis para la iniciacién del
nédulo es que los factores Nod regulan el mecanismo endégeno gque
normalmente controla la divisién celular en la corteza de la rafz, y el
descubrimiento de que ciertas 1fneas de alfalfa forman ndédulos
espontineamente (Truchet et al., 1989) indica que el nédulo se puede
formar sin la necesidad de compuestos exégenos, tal vez porque ‘estas
lfneas producen altos niveles de compuestos similares a los factores Nod o
tienen un sistema de segundos mensajeros que se activa de forma
espontianea.

Se propone que los factores Nod pudieran estar mimetizando alguna
molécula sefial propia de la planta, y el hecho de que éstos sean
quitooligosacdridos modificados apoya esta idea, ya que ciertos
oligosacdridos especificos (designados oligosacarinas) pueden actuar como
moléculas regulatorias en las plantas, afectando el crecimiento y desarrollo
(Schmidt et al., 1993). Tales oligosacdridos pueden ser liberados de 1la
pared celular por la accién de hidrolasas y actuar en concentraciones muy
bajas (Eberhard et al.,, 1989; Marfa et al., 1991). Un dato interesante es que
los genes nodA y nodB de R. meliloti, al ser expresados en plantas
transgénicas de tabaco, producen anormalidades morfolégicas, indicando
que las moléculas sustrato (quitooligosacaridos) para las enzimas NodA y
NodB probablemente estin presentes en tabaco, y debido a la accién de
éstas se sintetizan factores que controlan el crecimiento y desarrollo de la
planta (Schmidt et al.,, 1993). También se ha observado que en sistemas
animales los oligosacdridos juegan un papel importante en Ila
embriogénesis, ya que en Xenopus, pez cebra y ratén, se han detectado
proteinas similares a Nod C de Rhizobium que estdn involucradas en la
sintesis de quitooligosacdridos durante la embriogénesis temprana (Semino
et al.,, 1996); y se ha observado que al microinyectar anticuerpos contra
esta proteina (denominada DG42) en huevos fertilizados de pez cebra se
producen defectos en la formacién del tronco y de la cola (Bakkers et al.,
1997). .
Se ha sugerido también que las hormonas propias de la planta
controlan el desarrollo del nédulo, y hay evidencias que sugieren
fuertemente que los factores Nod causan un cambio en el balance de
auxinas/citocininas. Asf, tanto las citocininas (Cooper y Long, 1994) como
los compuestos que bloquean el transporte polar de auxinas (Hirsch et al.,
1989) inducen la formacién de estructuras parecidas a nédulos en las
cuales hay expresién de nodulinas tempranas.
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En otro experimento, el gen ENOD<0 de soya (Yang et al., 1993) fue
expresado en protoplastos de tabaco bajo el promotor 35S; estos
protoplastos fueron capaces de dividirse eficientemente a concentraciones
altas de auxina, mientras que para los protoplastos control esta cantidad de
auxina fue suficiente para suprimir su capacidad de dividirse (van de
Sande et al., 1996). La aplicacién de factores Nod en las raices de
leguminosas provoca la activacién del periciclo induciéndolo a expresar la
nodulina ENOD40 (Crespi et al.,, 1994; Vijn et al.,, 1993), la cual podria estar
causando un cambio en la relacién citocinina/auxina que resulta en la
divisién de las células corticales, o tal vez podria estar volviendo mads
susceptibles a estas células, las cuales entonces se dividen debido a la
accién de los factores Nod o de los segundos mensajeros generados en la

Otra evidencia es la que se obtuvo cuando el gen 7zs de A .

epidermis.
la cual cataliza

rtumefaciens que codifica para una isopentenil transferasa,
la reaccién limitante en la biosfntesis de las citocininas isopentenil-adenina

y zeatina (Akiyoshi et al., 1985), fue introducido en bacterias E. coli y R.
meliloti GMI255 (cepa que carece de la regién de los genes nod con una
delecién de 250 kb en el plismido pSymA), y al inocular las raices de
alfalfa con estas bacterias pTZS* se indujo la division de las células
corticales (Cooper y Long, 1994), lo cual se parece, al menos en parte, a los
eventos morfolégicos y moleculares de la iniciacién del nédulo. En este
sentido, pTZS complementa parcialmente las funciones morfogenéticas de

los genes nod de Rhizobium.

4) Infeccién

La infeccién es el proceso mediante el cual las bacterias logran

establecerse dentro del tejido del nédulo en una forma intracelular. Este
proceso involucra la adhesién de las bacterias al pelo radicular, la
formacién de un hilo de infeccidén, y la liberacién de las bacterias dentro
de las células vegetales. Como primer evento las bacterias se adhierén al
pelo radicular, éste se encurva y las bacterias quedan atrapadas, entonces
hay una hidrélisis de la pared celular en este punto (Van Spronsen et al,
1994), la membrana plasmdtica se invagina y se deposita material (de
origen vegetal) para la formacién de nueva pared celular. Esto resulta en
la formacién de una estructura tubular, el hilo de infeccién, mediante el

cual las bacterias infectan a las células vegetales.
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En leguminosas de clima templado (ej. chfcharo y alfalfa), antes de
que se forme el hilo de infeccién, algunas células de la corteza externa
sufren cambios morfolégicos: el micleo se mueve al centro de las células y
los microtibulos y el citoplasma se rearreglan para formar una estructura
cénica orientada radialmente, denominada puente citopldsmico (van
Brussel et al., 1992). El hilo de infeccién atraviesa las células corticales
mediante estos puentes citopldsmicos alineados radialmente, por lo cual se
les denomina “hilos de preinfeccién”. Las células que forman los hilos de
preinfeccién entran en ciclo celular y muy probablemente quedan
detenidas en la fase G2, mientras que las células de la corteza interna sf
llegan a completar el ciclo celular y dan origen al primordio del nédulo
(Mylona et al., 1995). En leguminosas de clima tropical (ej. frijol y soya), a
diferencia de las de clima templado, el primordio del nédulo se forma en la
corteza externa y no existe la formacién de hilos de preinfeccion.

En el hilo de infeccién las bacterias se reproducen y posteriormente
son liberadas de éste a través de las ‘“gotas de infeccién” (extremos de los
hilos de infeccién que carecen de pared celular) a través de un mecanismo
de endocitosis (Rae et al., 1992; Verma, 1992), después de lo cual quedan
rodeadas por la membrana peribacteroidal dentro de las células vegetales.
En leguminosas de clima templado los hilos de infeccién se ramifican y
llegan hasta las células que ya se han dividido liberando en ellas las
bacterias, mientras que en leguminosas de clima tropical los hilos de
infeccién liberan las bacterias en las células del meristemo antes de que
éstas se dividan, por lo que la generacién de mds celulas infectadas ocurre
por divisién de las que fueron infectadas primero (Rae et al., 1992). Ya en
el estado intracelular las bacterias contimian multiplicindose, crecen, y
eventualmente ocupan mucho del volumen de 1a célula infectada.
Posteriormente, estas bacterias se diferencian a bacteroides, los cuales son
capaces de asimilar el nitrégeno awmosférico y reducirlo a amonio

(Dilworth y Glenn, 1984).

5) Tipos de nédulos

Los nédulos que se forman al establecerse la simbiosis Rhizobium-
leguminosa pueden ser de dos tipos, dependiendo de la especie de esta
idltima: nédulos de tipo indeterminado o nédulos de tipo determinado (Fig.
3). Los nédulos de tipo indeterminado se caracterizan por presentar un
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Figura 3. Comparacién entre nédulos determinados e iIndeterminados

Se muestran las diferencias mds significativas entre los nodulos determinados
e indeterminados. Abreviaciones: M, meristemo; TI, zona de hilos de infeccién; ES,
zona simbidtica temprana; NF, zona de fijacién de nitrégeno; S, zona senescente; NC,
corteza del nédulo; NE, endodermis del nédulo; NP, parénquima del nédulo; VE,
endodermis vascular; VB, haces vasculares; Sc, esclerénquima; P, peridermo.

(Tomado de Hirsch , 1992).
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meristemo persistente, y son de forma un poco alargada debido a que
constantemente se adicionan células al extremo distal del nédulo. Todas las
etapas del desarrollo del nédulo se representan en uno de ellos, ya que
ocurre un gradiente de edad del meristemo distal al punto proximal (donde
emerge ¢l nédulo de la rafz). Dentro de las plantas que presentan este tipo
de ndédulos estin el trébol, alfalfa y chicharo. Los nédulos determinados son
de forma esférica, pues carecen de un meristemo persistente (Hirsch,
1992). Las divisiones celulares cesan tempranamente durante el desarrollo
del nédulo y la forma final de éste resulta del crecimiento celular y no de
la divisién celular. Ejemplos de nédulos determinados son aquellos
formados por soya y frijol. Tanto en los nédulos determinados como en los
indeterminados hay células infectadas y no infectadas en el tejido central;
en nédulos determinados las células no infectadas tienen una funcién
especfifica: la asimilacién de amonio en ureidos (Newcomb and Tandon,
1981), mientras que en los nédulos indeterminados no se sabe si las células
no infectadas desempeiian una funcién similar.

6) Nodulinas

Durante la reactivacién mitética de las células corticales de la rafz se
inducen genes que controlan la progresién a través del ciclo celular, tales
como cdc2 y ciclinas mitéticas (Yang et al., 1994). Asi mismo, durante las
etapas tempranas de la simbiosis, la infeccién y la formacién del nédulo, se
induce la expresién de los denominados genes de nodulinas tempranas. En
etapas mas avanzadas de la simbiosis, cuando los nédulos ya se han
formado, se inducen los genes de nodulinas tardias, cuyos productos estidn
implicados en el funcionamiento del nédulo.

a) Nodulinas tempranas .
Muchos genes de la planta se inducen secuencialmente en las etapas
iniciales del proceso simbidético y durante la diferenciacién del nédulo. Al
producto de dichos genes se les denomina nodulinas tempranas, y se ha
sugerido que algunas de ellas estidn involucradas en los procesos
tempranos de infeccién, mientras que otras participan en la morfogénesis
del nédulo (Verma, 1992). Algunas de estas nodulinas son protefnas ricas
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en prolina, tales como ENOD2, ENODS y ENOD12. También una peroxidasa
de alfalfa (ripl) se induce riapidamente y de forma transitoria (Cook et al.,

1995) poco antes de la infeccién por Rhizobium.

ENODZ2: se caracterizé primero en soya, y codifica para una protefna con un
posible’ péptido sefial en el extremo amino-terminal seguido por una
secuencia que contiene motivos repetidos de cinco aminodcidos ricos en
caracterfsticas por las cuales se ha propuesto que puede ser una

prolina,
1990). Este gen se expresa

proteina de la pared celular (van de Wiel et al.,
en el parénquima del ndédulo (corteza interna) de nédulos determinados e

indeterminados, por lo cual se propone que la funcién de la proteina ENOD2
es contribuir a la morfologia especial del parénquima del nédulo que sirve
como una barrera para evitar la difusién del oxigeno hacia el tejido central

(van de Wiel et al., 1990).

ENODS5: este gen codifica para una protefina con un posible péptido sefial en
su extremo amino-terminal, por lo tanto, podria estar siendo transportada
a través de alguna membrana. Ademas de ser rica en prolina, es
relativamente rica en alanina, glicina y serina, sugiriendo que podria ser
una protefna arabinogalactana (Scheres et al., 1990). El gen PsENODS se
expresa solamente en células que contienen hilos de infeccién (Scheres et
al., 1990), y puesto que las proteinas arabinogalactanas pueden ser
componentes de la membrana plasmidtica, ENODS podria ser parte de la
membrana plasmaitica del hilo de infeccién (Nap y Bisseling, 1990) y podria
jugar un papel en el proceso de infeccién (Scheres et al.,, 1990).

ENOD2: codifica para una protefna que se compone en su mayoria por dos
pentapéptidos repetidos, cada uno de los cuales contiene dos prolinas
(Scheres et al., 1990). Esta estructura sugiere que dicha nodulina es una
protefna de la pared celular rica en hidroxiprolina. La expresién del gen
ENOD12 de Pisum sativum se induce en las células por las que el hilo de
infeccién estd migrando y en las células que aln no contienen hilos de

infeccién, por lo que se ha sugerido que ENODI12 es una protefna de la
aunque también se

pared celular involucrada en el proceso de infeccién,
detectaron dos transcritos de PsENODI2 que se expresan a un nivel bajo en
tallos y flores (Scheres et al.,, 1990). También en alfalfa se encontré6 que

ENOD1I2 se expresa riapidamente en células epidérmicas antes y durante la
emergencia de los pelos radiculares (Pichon et al., 1992).
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ENOD40: se expresa muy temprano durante la iniciacién del nédulo. Por
medio del anilisis de hibridacién in situ se demostré6 que el ARNm de
ENOD40 se acumula primero en el periciclo y después en las células
corticales que se estin dividiendo (Yang et al.,, 1994; Cooper y Long, 1994).
Mylona et al. (1995), proponen que la expresién de ENOD40 en el periciclo
de las rafces de leguminosas puede causar el cambio en la relacién de -
citocinina/auxina de las células corticdles, llevandolas a dividirse. De los
¢DNAs de ENOD40 que se han aislado de diferentes leguminosas, .solamente
los de soya (Kouchi y Hata, 1993; Yang et al.,, 1993) podrfan tener un marco
de lectura suficientemente grande, por lo que se ha postulado que este gen
es activo a nivel de ARN (Crespi et al., 1994; Matvienko et al., 1994). Sin
embargo, van de Sande et al. (1996), han demostrado que ENOD<40 codifica
para un péptido que modula la accién de auxinas, y debido a su naturaleza
proteica y a la baja concentracién a la que es activo, proponen que ENOD40
podria ser considerado como un regulador del crecimiento de la planta que
altera las respuestas a fitohormonas y se encuentra tanto en leguminosas
como en no-leguminosas. También se propone que ENOD40O estd
involucrado en procesos generales de organogénesis, pues se ha observado
su expresién en tejidos meristemadticos de Medicago diferentes al nédulo,
como son los margenes de hojas jévenes y primordios de raices laterales
(Asad et al., 1994). En Phaseolus vulgaris también se localizaron transcritos
de ENOD40 en primordios de rafces laterales (Papadopoulou et al., 1996).

b) Nodulinas tardias

En etapas mds avanzadas del proceso simbiético, concomitante con la
liberacidn de las bacterias del hilo de infeccién o después de ésta, pero
antes del inicio de la fijacién de nitrégeno, se induce otro grupo de
nodulinas: las denominadas nodulinas tardias. Muchas de estas nodylinas
tienen que ver con el funcionamiento del nédulo (Sianchez et al., 1991), y
algunas poseen actividad enzimidtica, como uricasa II, leghemoglobina,
glutamina sintetasa, sacarosa sintasa, etc.

l.eghemoglobina: es una hemoprotefna con alta afinidad por oxigeno que

constituye madas del 25% del total de la proteina soluble en un nédulo
maduro. Su funcién es la de controlar la concentracién de oxfgeno libre en
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el nédulo (lo cual protege a la nitrogenasa contra el daflo por oxigeno) y al
mismo tiempo proporcionar un flujo de oxfgeno hacia los bacteroides para
hacer posible su respiracién (Nap y Bisseling, 1990).

Glutamina sintetasa (GS); es una enzima octamérica cuya funcién es la de
asimilar rdpidamente el amonio que es excretado por los bacteroides
dentro del citosol de las células infectadas del nédulo (Schubert, 1986). En
los nédulos se pueden distinguir dos tipos de glutamina sintetasas: aquellas
que se expresan como proteinas nodulo-especificas (GS-n) y aquellas cuya
expresién se incrementa significativamente en la simbiosis (Sdnchez et al.,
1991). En ambos casos, la expresion de los genes de GS se inicia o se
aumenta antes de que comience la actividad de la nitrogenasa (Padilla et
al., 1987). Esta enzima se expresa tanto en células infectadas como en no
infectadas (Miao et al., 1991).

Glutamato  sintasa (GOGAT): también es responsable de la asimilacién del
amonio derivado de la reduccién de N2 en los bacteroides (Schubert, 1986).
Se han caracterizado dos tipos de ella en nédulos de leguminosas y en otros
tejidos de la planta; una de estas enzimas es dependiente de ferredoxina
(FA-GOGAT), mientras que la otra utiliza NADH como reductor (Suzuki et al.,
1984; Anderson et al., 1989).

: estd involucrada en los procesos de
flujo de carbono hacia los nédulos, donde es necesario para sustentar la
respiraciéon del nédulo y de la bacteria, hacer posible la sintesis de ATP y
reductores para la actividad de la nitrogenasa, y proveer una fuente de
esqueletos de carbono para la asimilacién y transporte del nitrégeno
(Dilworth y Glenn, 1984). Mediante el andlisis por electroforesis en geles de
poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes, se ha detectado una
banda de actividad de PEP carboxilasa en raices de alfalfa, chicharo y soya,
mientras que en los nédulos de estas mismas plantas se detectaron, dos
bandas. De manera similar, en frijol se detectaron dos bandas en rafces y
tres en ndédulo; estas bandas adicionales de actividad PEP carboxilasa se
consideran especfificas de nédulo (Deroche y Carrayol, 1989).

Sacarosa_sintasa: la sacarosa es la fuente de carbono que se transporta de

las hojas a los nédulos, y es degradada por la enzima sacarosa sintasa para
ser introducida al metebolismo del nédulo. La nodulina 100 identificada en
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soya es la subunidad de la sacarosa sintasa, la cual es una proteina
homotetramérica. Esta enzima se disocia ridpidamente en presencia de
hemo, sugiriendo que la presencia de hemo libre puede regular su
actividad (Thummler y Verma, 1987). Se ha propuesto que esta enzima
juega un papel clave en el mantenimiento de la economia del carbono de
los nédulos, y que el hemo libre podrfa estar involucrado en el flujo de
carbono hacia los bacteroides (Thummler y Verma, 1987).

es una enzima que participa en la via
de sintesis de los compuestos nitrogenados que son transportados de los
nédulos a las partes aéreas de la planta. Se han caracterizado aspartato
aminotransferasas de ndédulos de varias plantas, y una de éstas se
considera como especifica de nédulos en alfalfa (Griffith y Vance, 1989).

Uricasa: Las leguminosas de clima templado (ej. chicharo, alfalfa, etc.)
transportan principalmente amidas, mientras que las de clima tropical (ej.
soya, frijol, etc.) transportan preferencialmente ureidos (Atkins, 1987). En
frijol y soya se ha detectado una uricasa en nédulos (uricasa II), la cual se
localiza en los peroxisomas de las células no infectadas del tejido central
del nédulo (Nguyen et al., 1985) y se ha demostrado que la baja
concentraciéon de oxigeno induce su sintesis y actividad (Larsen vy
Jochimsen, 1986). Recientemente se detecté la expresién de uricasa II en
cotiledones de frijol (Phaseolus vulgaris) donde probablemente participe
en la movilizacion de los nutrientes de reserva; también se observé que
hay expresién de esta enzima en raices e hipocotilos durante el
establecimiento de la plantula de frijol, 1o cual sugiere que estos oérganos
son capaces de sintetizar ureidos. Ademds, mediante experimentos de
hibridaciones in situ en raices de pldantulas de frijol, se encontré6 que los
transcritos de uricasa Il estin presentes en las células del metaxilema-
parénquima que rodean a los vasos del xilema y en las fibras del floema en
el sistema vascular (Capote-Mainez y Sanchez, 1997). -
Nodulina 26: la membrana peribacteroidal es la interfase entre la bacteria
y la célula de la planta, y sirve para controlar el flujo de metabolitos y
nutrientes entre la planta hospedero y el simbionte (Day y Udvardy, 1993),
asf como para proteger a la bacteria de las respuestas de defensa de la
planta (Djordjevic et al., 1987). Esta membrana se deriva originalmente de
la membrana plasmaitica, pero ademdas tiene ciertas caracterfsticas que la
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hacen udnica, como son las diferentes nodulinas especificas que posee. La
nodulina 26 es una protefna integrante de la membrana peribacteroidal y
pertenece a la familia de la protefna intrinseca mayor (MIP, por sus siglas
en inglés) de la membrana de fibras del cristalino de bovino (Sandal y
Marcker, 1988). Se ha demostrado que la nodulina 26 forma canales
iSnicos después  de la reconstitucién en bicapas lipidicas planas (Weaver et
al.,, 1994), y que la fosforilacién en la serina 262 afecta su actividad de
canal sensible a voltaje (Lee et al., 1995). En otro estudio se establecié que
la nodulina 26 funciona como una acuaporina, mediando el flujo de agua
cuando se expresd en oocitos de Xenopus y en su membrana nativa, el
simbiosoma (Rivers et al.,, 1997). Un ADNc de nodulina 26 de soya se
expresé en plantas transgénicas de tabaco bajo el control del promotor 35S
(Zhang y Roberts, 1995), y se encontré que su expresion fue alta en
meristemos apicales, flores y tallos, bajo en hojas maduras, y ausente en
rafces; estudios de fraccionamiento celular indicaron que la nodulina 26 se
localizé en la membrana de la vacuola. La expresién de la nodulina 26 no
parecié afectar el crecimiento vegetativo de la planta, pero afecté la
produccién de semillas, el tamaiio de las céapsulas de las semillas, y la

abscisién de las flores, las cuales poseian anteras mas cortas que las flores
de plantas control.

Nodulina 24: esta proteina posee un péptido sefial en su extremo amino
terminal, del cual se ha determinado que el sitio de corte es entre los
residuos alanina-25 y arginina-26, y que se requiere toda la secuencia de
la nodulina 24 para que el péptido seilal sea removido (Cheon et al.,, 1994).
Se ha sugerido que esta proteina estd asociada a la membrana
peribacteroidal del lado que da hacia los bacteroides (Fortin et al., 1987),
por lo tanto no puede tener una funcién como proteina de transporte
transmembranal. La nodulina 24 no tiene ninguna regién transmembzganal,
y Cheon et al. (1994) han obtenido datos experimentales que sugieren que
esta protefna se sintetiza como una proteina lumenal en el reticulo
endopldsmico y se adhiere covalentemente a los lipidos durante la ruta que

sigue hasta la membrana peribacteroidal. El1 papel que juega esta proteina
es todavia desconocido.
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ili i i . se ha reportado una familia de
nodulinas tardfas en soya cuyos miembros presentan distinto peso
molecular y aparentemente tienen distinta localizacién dentro del nédulo
(Sandal et al.,, 1987; Jacobs et al.,, 1987). Este grupo de nodulinas, donde se
encuentran la N-20, N-22, N-23, N-26b, N-27 y N-44, tiecnen las siguientes
caracterfsticas: poseen dos dominios muy conservados entre ecllas (70-90%
homologfa) que estin separados por una regién la cual es tinica para cada
nodulina. Las dos regiones conservadas se centran alrededor de cuatro
residuos de cistefnas distribuidos de manera semejante a los dominios que
unen metales conocidos como “dedos de zinc” (Berg, 1990; Coleman, 1992;
Struhl, 1989). Todas estas nodulinas tienen un posible péptido sefial que
podria servirles para atravesar alguna membrana o asociarse a ella, pero
esta asociacién sélo se ha demostrado para N-23 y N20 (Richter et al.,
1991), mientras que N-27 se ha localizado en la fraccién citopldsmica
(Jacobs et al., 1987). En frijol (Phaseolus vulgaris) se detecté una nodulina
homdéloga a éstas, denominada nodulina 30, la cual es el objeto de estudio
del presente trabajo (ver antecedentes).
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ANTECEDENTES

a) Deteccién de nodulina 30

La nodulina 30 fue detectada como el producto de la traduccién in
vitro de un transcrito muy abundante especifico de nédulos de Phaseolus
vulgaris. En un gel de dos dimensiones esta protefna no se enfoca en el
gradiente isocléctrico, por 1o que en vez de resolverse en un punto discreto
se aprecia como un barrido de un peso aproximado de 30 kDa (Fig. 4)
(Campos et al.,, 1987). En el patrén de bandas que se obtiene al correr un
extracto de protefnas totales de nédulo en un gel con SDS, no se observa
ninguna banda de protefna tan abundante que pudiera corresponder al
producto de los ARNm de N30. Esto podria deberse a (1) que el ARN
mensajero se encuentre bajo una regulacién parecida a la que se ha
reportado para los ARNm de ferritina en células de mamiferos y del gen
GCN4 en levadura, donde hay elementos que actian en cis dentro de 1la
secuencia lider (5°) que controlan la velocidad del inicio de la traduccién
(ver Gallie, 1993) 6 (2) que la proteina tenga un tiempo de vida media muy
corto, es decir, que sea degradada rdpidamente por alguna via proteolitica
(ver Vierstra, 1993 y Hershko y Ciechanover, 1992).

b) Clonacién y secuenciacién

A partir de una genoteca de ADNc de nédulos de frijol (variedad
Negro Jamapa) se aislaron varias clonas especificas de este 6rgano, lo cual
se consiguié mediante hibridacién diferencial usando como sondas ADNc de
nédulo y de rafz no infectada. Las clonas obtenidas se utilizaron para
seleccionar ARNs mensajeros por hibridacién, y una de éstas (pNF-N30-1,
con un inserto de 700 pb) hibridé con un ARNm que al ser traducido in
vitro produjo una proteina con la migracién caracteristica del grupo de N-
30 (Campos et al.,, 1987). Tanto esta clona de ADNc (pN311) como otra
genémica (npv30-1) que se obtuvo posteriormente de la variedad “Saxa
(Carsolio et al., 1994) fueron secuenciadas. Al comparar la secuencia
deducida de aminoicidos de ambas clonas se encontré6 que la de ADNc
codifica para una proteina con 19 aminodcidos mis que la genémica y con
mds residuos de prolina en el extremo carboxilo-terminal (Campos et al.,
1995).

21




Figura 4. Patrén bidimensional de productos de traduccién in vitro de ARN polisomal
de rafz de frijol no inoculada (A) y nédulos de frijol de 18 dias después de la
inoculaciéon (B). El grupo de nodulina 30 se aprecia como un barrido (]) (Tomado de
Campos et al., 1987). .
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c) Secuencia de aminodcidos de N30 y comparacién con otras
protefinas

La nodulina 30 presenta las siguientes caracteristicas en su secuencia
deducida de aminodcidos: posee dos dominios muy conservados que
presentan pares de cistefnas espaciadas regularmente (Cys-X7-Cys),
parecidos a los dominios que unen metales conocidos como dedos de zinc
(Berg, 1990; Coleman, 1992; Struhl, 1989), un posible péptido sefial en su
extremo amino terminal, y una regién rica en prolinas (18 prolinas en 24
residuos) en su extremo carboxilo terminal. Al comparar la secuencia de N-
30 (Fig. S) con otras secuencias de protefnas, se encontré6 que ésta se
asemeja a la familia de nodulinas tardias de soya descrita por Sandal et al.

(1987) y Jacobs et al. (1987).

d) Cinética de expresién

Mediante hibridaciones tipo northern se observé que la cinética de

expresién de N-30 se asemeja a la de otras nodulinas tardias de frijol, como
uricasa Il y leghemoglobina, apareciendo alrededor del dfa 11 después de
la infeccién y aumentando gradualmente. A diferencia de estas iiltimas,
cuya expresién disminuye hacia el dia 28, la de la N-30 se mantiene alta
(Campos et al., 1987). Ademds, los transcritos de N30 son
aproximadamente 6 veces mdis abundantes que los de leghemoglobina,
como quedSé demostrado al hibridar diferentes diluciones de ARNm total de
nédulos de 21 dfas con sondas radioactivas de nodulina 30 y de
leghemoglobina (Campos et al., 1995). Por otra parte, se sabe que Ila
expresién de N-30 requiere la presencia de Rhizobium dentro del nédulo,
ya que en nédulos vacfos (sin células infectadas) generados con tres
diferentes mutantes de Rhizobium no se expresa N-30 (Padilla et al., 1991).

e) La nodulina 30 forma parte de una pequeiia familia

multigénica
La clona de ADNc (pN311) se us6é para hibridar contra ARNm
polisomal y se observé que daba seiial con varios transcritos; ademds, se

empleé6 como sonda en una hibridacién de ADN genémico de frijol en el que
hibrid6 con al menos tres bandas (Campos et al., 1995). Estos datos, junto
con la migracién aberrante de la N-30 en un gel de dos dimensiones y su
aparente separacién en distintas zonas de éste (cuya intensidad cambia
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Figura 5. Secuencia deducida de aminodcidos de la clona de nodulina
30 pN30T

Los dominios que conforman los posibles “dedos de zinc” se encuentran
subrayados, resaltdandose las cisteinas en negritas. El péptido seiial esta indicado con
doble subrayado y la regién rica en prolinas con letra sombreada. .
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durante el desarrollo del nédulo), sugieren que los polipéptidos observados
como el grupo de N-30 podrfan estar codificados por una familia

multigénica (Campos et al.,, 1987 y 1998).

f) Expresién nédulo-especifica de N3O
Para estudiar la expresién de nodulina 30 en el tejido vegetal,

construyé un gen quimérico fusionando el promotor de ésta a la secuencia
codificadora de la enzima B-Glucuronidasa (GUS). Esta construccién fue
introducida a plantas de la especie Lorus corniculatus (usando como vector
Agrobacterium rhizogenes) que fueron posteriormente noduladas con
Rhizobium loti. Al analizar los tejidos de las plantas transgénicas se
observé que la actividad de GUS dirigida por el promotor de nodulina 30 es
especifica de nédulos, y en éstos s6lo se observé expresién en las células
infectadas (Carsolio et al., 1994). Un resultado similar se obtuvo al hacer la
localizacién in situ de los transcritos de N30 en cortes de nédulos de 21
dfas; para ello se empleé una sonda antisentido de N30 marcada
radioactivamente la cual hibridé sé6lo con transcritos en las células
infectadas del nédulo (Campos et al., 1995).

g) Caracterizacién inmunolégica
Se obtuvo un anticuerpo generado en conejo contra una protefna de

fusién B-Gal/Npv30 (expresada en E. coli) que en un extracto de protefnas
de nédulo de la fraccién total y soluble detecta dos bandas de 28 y 30 kDa
aproximadamente (Campos et al.,, 1992 y 1995). Sin embargo, al llevar a
cabo la inmunodeteccién con oro coloidal en secciones de nédulo este
anticuerpo fue incapaz de reconocer antigeno alguno, por lo que no se logré
determinar 1la localizacién especifica de la N-30 dentro de las células

(Campos et al., 1992).
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h) Expresién de N30 en levadura

Una estrategia para obtener suficiente nodulina 30 a fin de
caracterizarla fue expresarla en levadura (Saccharomyces cerevisiae),
ademds de precisar si era dirigida a algun organelo en especial. Para
conseguir Jo anterior, previamente se hizo una construccién introduciendo

el inserto de la clona pN30T en el plismido para expresién en levadura . -

PYES2, y se obtuvo la clona pESN30 (Olivares, 1994) que nos permite
expresar la nodulina 30 en este organismo bajo el control de un promotor
inducible con galactosa (Gal 1). Después que el ARNm de nodulina 30 fue
detectado en levadura por andlisis tipo northern, se procedié a analizar las
protefnas a diferentes tiempos de induccién. Sin embargo, a pesar de que el
ARNm de nodulina 30 se detecté en las levaduras transformadas con la
construccién pESN30 después de 3 h de induccién, no fue posible encontrar
la protefna en extractos de levadura a ningidn tiempo de induccién
(Olivares, 1994) aun usando urea para solubilizar las protefnas.
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JUSTIFICACION

El hecho de que el ARNm de nodulina 30 sea mis abundante que el
de leghemoglobina (la cual es a su vez la protefna mds abundante del
nédulo) y que la proteina sea apenas detectable por inmunodeteccién en
un extracto de protefinas totales de nédulo (Campos et al., 1995), hacen de
la nodulina 30 una proteina interesante, ya que ésta debe ser regulada
fuertemente a nivel postranscripcional o postraduccional.

Debido a que la secuencia de N30 sé6lo se parece a la familia de
nodulinas tardfas de soya cuya funcién se desconoce, no se ha podido
inferir ain el papel que esté llevando a cabo esta proteina en el nédulo. En
base a la secuencia deducida de aminoicidos se sabe que la N30 posee un
posible péptido sefial, pero se desconoce hacia qué parte de la célula esta
siendo dirigida. También se propone que la nodulina 30 puede ser una
metaloprotefina que estd ligando alguin ion metilico a través de sus
residuos de cisteina (Sanchez et al., 1991), y que pudiera interaccionar con
otras protefnas mediante su regién rica en prolinas (por ejemplo con
profilina, que in vitro se une a secuencias de poli-L-prolina). Ademis, la
nodulina 30 presenta similitud con proteinas arabinogalactanas (proteinas
glucosiladas) y podria estar glucosilada.

En el presente trabajo se aborda la purificacién de la nodulina 30
como punto inicial para caracterizar biogquimicamente esta proteina, lo cual
podria conducirnos a determinar su funcién. Al poder obtener una
preparacién pura de la nodulina 30 se podria determinar si las dos bandas
que detecta el anticuerpo son proteinas diferentes relacionadas
antigénicamente o se trata de la misma proteina que ha sido procesada; si
presenta glucosilaciones; si estd ligando algin metal; si es capaz de unisse a
profilina o a dominios SH3; conocer sus caracterfsticas como punto
isoeléctrico, solubilidad, peso molecular en condiciones no
desnaturalizantes, etc. También se aborda el estudio de esta protefna en un
sistema heterdlogo (levadura), y el anidlisis mediante microscopia confocal
en cortes de nédulo para determinar si la N30 tiene una localizacién
intracelular o se excreta hacia la pared celular.
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Consideramos que el estudio de la nodulina 30 a nivel de protefna es
algo que contribuird a entender ¢l papel de ésta y de las protefnas
homélogas de soya, puesto que aunque a algunas de ellas se les ha
asignado una localizacién dentro de la célula mediante experimentos de
inmunoprecipitacién de los productos de traduccién in vitro de los ADNc
(Jacobs et al., 1987), ninguna ha sido objeto de un estudio bioqufmico mids
detallado, por lo que se desconocen sus caracterfsticas tales como punto
isoeléctrico, solubilidad, estabilidad, abundancia, modificaciones

postraduccionales, etc.
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OBJETIVOS

a) Objetivo general:

Para que se lleve a cabo la asociacién simbiética entre bacterias del
suelo de la familia Rhizobiaceae y plantas de la familia Leguminosae, es
necesaria la induccién de muchos genes, tanto de la planta como de la
bacteria, que tienen funciones especificas en el establecimiento de 1la
simbiosis y en el funcionamiento del nédulo, el 6rgano de la planta
especializado en la fijacién biolégica del nitr6geno. En la planta de frijol
(Phaseolus vulgaris) uno de estos genes que se inducen durante la
simbiosis es el de nodulina 30, una nodulina tardia cuyo transcrito es muy
abundante y la protefna muy escasa, sugiriendo que debe tener una
regulacién a nivel postranscripcional o postraduccional.

El objetivo del presente trabajo fue el de conocer las propiedades
bioqufmicas de la nodulina 30, asf como su localizacién dentro del tejido del
nédulo, lo cual podrd ayudar a entender el papel que desempeifia esta
protefna en el funcionamiento de dicho érgano.
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b) Objetivos especificos:

1. Establecer las condiciones Sptimas de crecimiento e induccién de la cepa
de levadura transformada con la clona pESN30 que permita obtener la
mayor cantidad posible de N30.

2. Analizar la nodulina 30 obtenida de levadura mediante SDS-PAGE, 2D-
SDS-PAGE y electrotransferencia e inmunodeteccién con el fin de conocer
su peso molecular y punto isoeléctrico.

3. Purificar la nodulina 30 a partir de nédulos de frijol mediante métodos
convencionales, haciendo fraccionamientos con sulfato de amonio Yy
solventes orgidnicos, asi como empleando diferentes resinas que separen las
proteinas por sus diferencias en afinidad, carga o hidrofobicidad.

4. Hacer el anilisis de la nodulina 30 de nédulos de frijol por SDS-PAGE,
2D-SDS-PAGE y electrotransferencia e inmunodeteccién.

5. Llevar a cabo la inmunodeteccién de esta protefna en cortes de nédulos

de frijol empleando el anticuerpo contra N30 y un segundo anticuerpo
acoplado a un fluoré6foro (CY3, Amersham).
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b d

ESTRATEGIA GENERAL

a) Consideraciones generales para la purificacién y
caracterizacién de proteinas

Para determinar las caracteristicas y propiedades de una proteina es
necesario contar con una preparacién pura de ella. Frecuentemente la
purificacién de una protefna no es el objetivo final, sino que es el medio
para obtener dicha protefna pura para estudios posteriores. Estos estudios
podrian ser sobre la actividad de la proteina, sobre su estructura, o sobre
la relacién entre su estructura y fucién.

Los métodos para separar protefnas se basan en la diferencia de
propiedades tales como carga, tamafio y solubilidad, las cuales varian de
una protefna a otra. Algunas protefnas tienen la capacidad de unirse a
otras biomoléculas, por lo que pueden ser separadas en base a esta
propiedad. La fuente de una proteina es generalmente un tejido o células
microbianas. Las células deben ser rotas y la protefna liberada en una
solucién llamada extracto crudo. Si es necesario, se pueden preparar
fracciones subcelulares o aislar organelos mediante centrifugacién
diferencial. Una vez que el extracto o la preparacién del organelo esta lista,
se puede continuar con la purificacién empleando algunos de los muchos
métodos de separacién de protefnas que existen. La cromatografia de
intercambio iénico se puede usar para separar proteinas con diferentes
cargas. Otros métodos cromatogriaficos se basan en la diferencia de tamailo,
afinidad de unién a otras moléculas, y solubilidad. Los métodos no
cromatogrificos incluyen la precipitacién selectiva de proteinas con sal,
solventes orgidnicos, dcidos, o altas temperaturas.

En muchos casos es necesario usar secuencialmente varios métodos
diferentes para purificar una proteina por completo. La eleccién del
método es algo un poco empirico, y se deben probar muchos prototolos
antes de que se determine cuil es el mas efectivo. Si existe un-
procedimiento para purificar una protefna similar a la que se desea
purificar, éste se pude usar como guia. Conforme se completa cada paso de
purificacién, el -tamaifio de la muestra se torna mas pequeilo.y se pueden
aplicar procedimientos cromatogrificos mas sofisticados.

Con el fin de purificar una proteina, es esencial tener un método para
detectar y cuantificar aquella protefna en presencia de muchas otras. Con
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frecuencia la purificacién debe proceder en ausencia de informacién acerca
del tamaifilo y propiedades ffsicas de la protefna, o la fraccién de la masa de
proteina total que ésta representa en el extracto.

En el caso de enzimas, la cantidad de enzima en una solucién dada o
extracto puede ser conocida en términos del efecto catalftico que produce,
ya que es proporcional a la velocidad a la cual su sustrato es convertido a
productos de reaccién. Para este propésito es necesario conocer: (1) la
ecuacién total de la reaccién catalizada, (2) un procedimiento analftico para
determinar la desaparicién del sustrato o la aparicién de los productos de
la reaccién, (3) si la enzima requiere cofactores tales como iones matalicos
o coenzimas, (4) la dependencia de la actividad enzimdtica sobre la
concentracién de sustrato, (5) el pH 6ptimo, y (6) una zona de temperatura
en la cual la enzima es estable y tiene alta actividad.

Para proteinas que no son enzimas se requieren otros métodos de
cuantificacién. Las protefnas de transporte se pueden analizar por su unién
a la molécula que transportan, y las hormonas y toxinas por el efecto
biolégico que producen. Algunas proteinas estructurales representan una
fraccién tan grande de la masa de un tejido, que pueden ser fiacilmente
extraidas y purificadas sin un andlisis.

b) Purificaciéon de nodulina 30

Inicialmente se propuso la expresién de nodulina 30 en levadura
como una fuente para purificarla y caracterizarla, ya que los intentos que
se hicieron para enriquecerla a partir de nédulos de frijol no dieron
resultados satisfactorios (Olivares, 1994). Se hizo una construccién para
expresar la N30 (Olivares, 1994) y con ella se transformé levadura. Se
hicieron cinéticas para determinar las condiciones mds adecuadas para Ia
expresién de N30 y se procedié a analizar las protefnas (Fig. 6).

Debido a que la expresién de nodulina 30 en levadura no fue
consistente, se intenté de nuevo purificarla a partir de nédulos de frijol. Se
probaron métodos de fraccionamiento con sulfato de amonio y con
solventes orgédnicos, ademds de varias resinas como hidroxilapatita, fenil-
agarosa, DEAE-sefacel, azul de sefarosa y adsorbente de zinc. Finalmente,
la secuencia de purificacién que dio mejores resultados fue: (1)
fraccionamiento por precipitaciones con etanol, (2) cromatograffa en
adsorbente de zinc, y (3) cromatograffia en hidroxilapatita (Fig. 7).
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MATERIALES Y METODOS

1. Caracterfsticas de la cepa de levadura y del vehfculo para
expresién

La cepa de levadura empleada fue la RS16, que tiene fenotipo Ura-
Leu- (sin capacidad para sintetizar uracilo ni leucina).

El plismido empleado para expresién en levadura fue el pYES 2, que
tiene un tamafio de 6.0 Kb, origen de replicacién tanto para E. coli como
para levadura, un gen URA3 (que confiere capacidad para sintetizar
uracilo) para mantenimiento y seleccién en cepas hospederas con genotipo
ura3- de levadura (que no pueden sintetizar uracilo), un gen que confiere
resistencia contra el antibidtico ampicilina, una secuencia promotora del
gen GAL! para transcripcion de alto nivel fuertemente regulada (inducible
con galactosa), miiltiples sitios de clonacién para cortar con las enzimas de
restricciéon Xba I, Sph I, Xho I, Not I, Bst X I, Eco RI, Bam HI, Sac I, Kpn I y
Hind III, y una seital de terminacién de la transcripcién del gen CYC1/.

2. Condiciones de crecimiento de levadura

La cepa transformada con la construccién pESN30 6 con el plismido
PYES2 se crecié en medio liquido SDura- (0.7% YNB [DIFCO], 2% glucosa, 50
mM MES pH 6.0, suplementado con 0.1 mg/ml de leucina) a 30°C con
agitacion constante hasta alcanzar la fase estacionaria. Posteriormente las
células fueron colectadas por centrifugacién, se lavaron con agua estéril y
se transfirieron a medio liquido SGura- (0.7% YNB [DIFCO]}, 2% galactosa, 50
mM MES pH 6.0, suplementado con 0.1 mg/ml de leucina) en una dilucién
apropiada para alcanzar una absorbancia inicial de 0.3 a 660 nm
(A660=0.3), después de lo cual se siguieron incubando por diferentes
periodos de tiempo a 30°C con agitacién constante para permitir el
crecimiento del cultivo. .

3. Extraccién de proteinas de levadura

Después de inducir los cultivos en medio SGura- por diferentes
periodos de tiempo, las células fueron colectadas por centrifugacién y se
pasaron a tubos eppendorf. A los tubos se les agregdé solucién de Laemmli
(50 mM Tris-HC1 pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 0.1%
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azul de bromofenol) y perlas de vidrio de 0.5 mm de .didmetro para
romper las células por agitacién fuerte, después de lo cual se incubaron por
S min a 95-100°C. Los tubos se dejaron enfriar en hielo, se eliminé el
material insoluble por centrifugacién, y se colecté el sobrenadante el cual
contenfa las protefnas listas para analizarse.

Para analizar las protefnas secretadas al medio de cultivo, éstas se
concentraron por precipitacién con sulfato de amonio al 60% de saturacién,
incubando en hielo durante 30 min con agitacién y centrifugando 20 min a
9000 rpm. La pastilla obtenida se resuspendié en agua y fue precipitada
con &cido tricloroacético a una concentracion final de 10% para eliminar el
exceso de sal. El precipitado se resuspendié en 500 mM Tris-HCl pH 9.5

para neutralizar el pH y se agregé un volumen de solucién de Laemmi 2X
para preparar la muestra y ser analizada.

4. SDS-PAGE y 2D SDS-PAGE
Tanto la electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE),

como la electroforesis en dos dimensiones (2D SDS-PAGE),

se hicieron
bdsicamente como se describe en Ausubel et al. (1989).

5. Electrotransferencia e inmunodeteccién (western)

Después de separar las protefnas por SDS-PAGE, éstas se transfirieron
a membranas de nitrocelulosa utilizando una cdmara de transferencia
semiseca (OWL). El tiempo de transferencia fue de 40 min con una
corriente constante de 200 miliamperios, utilizando una membrana de
plastico para aislar la superficie de los electrodos que no se encontraba en
contacto con el gel. LLa membrana fue bloqueada durante 1 h a temperatura
ambiente con 5% de leche descremada en polvo (Carnation) en TBST (30
mM Tris-HC1 pH 8.0, 150 mM NaCl y 0.1% Triton X-100), incubada 1 h con
el suero crudo anti-N30 diluido 1:5000 en TBST, y lavada 3 veces durante
10 min cada una con TBST. Posteriormente se incubdé por otra hora con el
segundo anticuerpo (anti-conejo conjugado a fosfatasa alcalina, adquirido
de Boehringer) diluido 1:5000 en TBST, se lavé otras 3 veces durante 10
min cada una con TBST, y se revelé con los reactivos para fosfatasa alcalina
NBT y BCIP diluidos en solucién AP (100 mM Tris-HC1 pH 9.5, 100 mM
NaCl, 5 mM MgCl,) segiin las recomendaciones del fabricante (Boehringer).
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6. Obtencién de ndédulos de frijol .

Las semillas de Phaseolus vulgaris L. cv Negro Jamapa se germinaron
durante 2 dfas, se transfirieron a macetas con vermiculita, se inocularon
con Rhizobium tropici cepa CIAT 899 (Martinez-Romero et al., 1991), y se
crecieron en el invernadero como se describe en Lara et al. (1984). Los
nédulos se colectaron 21 dias después de la inoculacién, se congelaron en
nitr6geno lfquido, y se guardaron a -70°C hasta ser usados.

7. Extraccién de proteinas totales de nédulo

Para obtener un extracto de protefnas totales y evitar la protedlisis,
fue necesario triturar los nédulos congelados, pasarlos a tubos eppendorf, e
incubarlos directamente con 2 volimenes de la solucién de Laemmli (50
mM Tris-HC1 pH 6.8, 2% SDS, 10% glicerol, 5% 2-mercaptoetanol, 0.1% azul
de bromofencl) a 95-100°C durante 5 min. Después de enfriar la solucién
en hielo y centrifugarla por 3 minutos a 14 000 rpm para quitar material
insoluble, se colecté el sobrenadante que estaba listo para analizarse.

8. Extraccién de proteinas solubles de nédulo

Los nédulos se trituraron en un mortero © molino para café
manteniéndolos congelados con nitrégeno liquido o con hielo seco, se
incubaron por 10 min en una solucién que contenfia 200 mM KC1/100 mM
Tris-HC1 pH 7.4 6 100 mM Tris-HC] en una relacién de 1:4 (peso/volumen),
y la mezcla fue centrifugada por 10 min a 9 000 rpm para eliminar el
material insoluble. El sobrenadante obtenido, denominado extracto crudo
de protefnas solubles, se usé para continuar la purificacién de la N30.

9. Fraccionamiente con etanol

Al extracto de proteinas se le agregé etanol absoluto hasta alcanzar
una concentracién de 20%, se incubé a -70°C por S min y fue centrifugado a
9 000 rpm durante 5 minutos, precipitidndose asfi la fraccién de 0-20% de
etanol. Al sobrenadante se le agregé mas etanol hasta alcanzar una
concentracién de 40% y se repitié el procedimiento para obtener la fraccién
de 20-40% de etanol. De igual manera se obtuvieron las fracciones de 40-
60% y 60-80% de etanol.
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10. Cromatografia en azul de sefarosa

El extracto crudo de proteinas se pasé por una columna de azul de
sefarosa (Bio-Rad) equilibrada con S0 mM Tris-HC1 pH 7.4, usando una
relacién de un volumen de extracto por un volumen de resina. La columna
se lavé con 20 volimenes de la misma solucién, y las protefnas adsorbidas
se eluyeron primero con una solucién de 100 mM KCV50 mM Tris-HCl pH
7.4 y después con 600 mM KCV50 mM Tris-HC1 pH 7.4. Alternativamente
(secuencia azul de sefarosa-hidroxilapatita), se hizo la cromatografia
adsorbiendo las proteinas en 200 mM KCIl/50 mM Tris-HC1l pH 74 y
haciendo una sola elucién con 600 mM KCl/SO mM Tris-HC1 pH 7.4.

11. Cromatografia en hidroxilapatita

La muestra de proteinas fue pasada por una columna de
hidroxilapatita (Bio-Rad), que previamente habfa sido equilibrada con 600
mM KCI/S50 mM Tris-HC1 pH 7.4, usando una relacién de un volumen de
muestra proteica por un volumen de resina. La columna se lavé con 20
volimenes de la misma solucién y las proteinas que quedaron adsorbidas
se eluyeron con distintas concentraciones (10, 25, y 50 mM) de fosfato de
potasio pH 7.4.

12. Cromatografia en adsorbente de zinc

LLa columna de adsorbente de zinc (Zinc Chelate Affinity Adsorbent,
de Boehringer) se equilibré con 500 mM NaCl/100 mM Tris-HC1 pH 7.4, se
pasé la muestra de protefinas usando una relacién de 3 volimenes de
muestra proteica por 1 volimen de resina. La columna se lavé
extensivamente con la misma solucién con que se equilibré, y las proteinas
adsorbidas fueron eluidas con 500 mM NaCl/100 mM acetato de sodio pH
5.0 6 con 500 mM NaCl/100 mM Tris-HC1 pH 7.4/70 mM imidazol.

13. Fraccionamiento de proteinas por precipitacién con etanol
y cromatografia en adsorbente de zinc e hidroxilapatita

30 g de nédulos congelados se pulverizaron en un molino para café y
se incubaron en 150 ml de 200 mM NaCl/100 mM Tris-HCl1 pH 7.4 durante
10 minutos a 4°C, después de lo cual fue centrifugado a 9000 rpm por 10
min. El sobrenadante se precipité con etanol para obtener la fraccién de
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70-80%, y las pastillas obtenidas se dejaron secar 10 min a temperatura
ambiente. Las pastillas se resuspendieron en 20 ml de 500 mM NaCl/100
mM Tris-HC] pH 7.4, y esta fraccién se pasé por una columna con 2 ml de
resina de zinc previamente cquilibrada con la misma solucién. Después de
lavar la columna con 20 volimenes de esta ultima solucién, las protefnas
adsorbidas se eluyeron con 500 mM NaCl/100 mM Tris-HCl pH 7.4/70 mM
imidazol, recuperando 4 ml los cuales se pasaron por una columna con 500
ul de hidroxilapatita equilibrada con 500 mM NaCl/100 mM Tris-HC1 pH
7.4. Se lavé la columna con la misma solucién y la elucién se hizo con 50
mM fosfato de potasio pH 7.4, recuperindose 800 ul. La muestra obtenida
se precipité con 4cido tricloroacético (10% conc. final) para concentrar las
proteinas y prepararlas con solucién de Laemmli.

14. Protocolo final para enriquecer la nodulina 30

Se pulverizaron 20 g de nédulos y se incubaron en 100 ml de 200
mM NaCl/S50 mM Tris-HCl pH 7.4 durante 10 min sobre hielo y con
agitacién, después de lo cual fue centrifugado a 9 000 rpm durante 10 min.
El sobrenadante se precipité con etanol para obtener la fraccién de 70-80%,
y las pastillas obtenidas fueron secadas al vacfo durante 5 min. Estas
pastillas se resuspendieron en 20 ml de 500 mM NaCl/20 mM Tris-HC1 pH
7.4/4 mM fosfatos pH 7.4 durante 20 min en hielo con agitacién. Después
de remover el material insoluble por centrifugacién, el sobrenadante se
pasé por una columna de adsorbente de zinc (3 ml) equilibrada con 500
mM NaCl/’20 mM Tris-HC1 pH 7.4/4 mM fosfatos pH 7.4. La columna se lavé
con 20 voliimenes de la misma solucién y las proteinas adsorbidas se
eluyeron con 500 mM NaCl/20 mM Tris-HC1 pH 7.4/4 mM fosfatos pH
7.4/70 mM imidazol, recuperando 6 ml. Esta elucién se pasé por una
columna de hidroxilapatita (1 ml) equilibrada con 500 mM NaCl/20 mM
Tris-HC1 pH 7.4/4 mM fosfatos pH 7.4, se lavé con 20 volimenes de la
misma solucién y se hizo la elucién con 50 mM fosfatos pH- 7.4,
recuperindose 2 ml. La muestra obtenida se precipité6 con A4cido
tricloroacético (10% conc. final) para concentrar las protefnas y prepararlas
con solucién de Laemmli.
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15. Cuantificacién de protefnas
La concentracién de protefnas totales se determiné por el método

descrito por Bradford (1976). La concentracién relativa de nodulina 30 se
estimé por densidad a partir de las imdgenes del gel teflido con Azul de
Coomassie y de la inmunodeteccién (western), mediante el programa de

computadora “Image”.

16. Deteccién de actividad proteolitica en geles con sustrato
Los geles para detectar actividad proteolitica se hicieron como los
geles normales para SDS-PAGE, con la idnica diferencia de que se adicioné
gelatina (Knox) como sustrato para proteasas a una concentracién final de
0.3% (Heussen y Dowdle, 1980). La muestra de proteinas a ser analizada se
mezclé con la solucién de Laemmli pero no se incubé a 95-100°C. Una vez
que las protefinas fueron separadas por electroforesis, los geles se
incubaron tres veces durante media hora cada una en solucién de
reactivacién (20 mM Tris-HC! pH 6.8, 0.5% Triton X-100), se decanté la
solucién, y los geles fueron incubados 12 h a 37°C. Después de teiir los
geles con Azul de Coomassie (de acuerdo a Sambrook et al.,, 1989), las
regiones del gel donde hubo actividad proteolitica se apreciaron como

bandas claras.

17. Ensayo para ver la degradaciéon de la banda de 60 kDa que
es reconocida por el anticuerpo contra N30

Se obtuvo una fracciéon de 60-80% de etanol, se dej6 secar la pastilla
10 minutos a temperatura ambiente, y se resuspendié en 50 mM Tris-HC1
pH 7.4. La muestra de proteinas se dividié en tres partes iguales,
agregiandole SDS a una (concentracién final de 0.29%) y urea a otra
(concentracién final de 4 M). Las muestras con SDS y urea se incubaron a
37°C, mientras que la que no se le agregé nada se incubé a 4°C. Se tomaron
alfcuotas de cada una de las muestras a O, 4, 10 y 23 h, para ser analizadas
por inmunodeteccién. En este experimento también se incluyé la fraccién
de 60-80% de etanol incubada a 37°C para ver la degradacién del doblete
de aproximadamente 30 kDa que es reconocido por el anticuerpo contra

N3o0.
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18. Extraccién de protefnas con dcido tricloroacético al 10% y
fraccionamiento con etanol

Los nédulos congelados se trituraron en mortero y posteriormente se
incubaron en 4cido tricloroacético al 10% durante 10 minutos a 4°C. El
homogeneizado se filtré6 a través de “miracloth” y después fue centrifugado
S5 minutos a 14 000 rpm. La pastilla resultante se lavé una vez con 4cido
tricloroacético al 5% y dos veces con acetona fria (-20°C) al 90%, después de
lo cual fue secada por vacfo durante 5 minutos a temperatura ambiente.
Esta pastilla se resuspendié durante 10 minutos con agitacién en 100 mM
Tris-HC1 pH 7.4, y el material insoluble se eliminé por centrifugacién. El
sobrenadante fue precipitado secuencialmente con 40, 60 y 80% de etanol,
y las fracciones resultantes se analizaron por SDS-PAGE e inmunodeteccién.

19. Inmunolocalizacién de la nodulina 30 en cortes de ndédulo
Noédulos frescos de 21 dfas se fijaron con una solucién de 0.25%
glutaraldehfdo/4% formaldehido y se lavaron con PBS (130 mM NacCl, 5 mM
Na2HPO4, 5 mM NaH;PO.4, pH 7.2); posteriormente el tejido fue
deshidratado gradualmente usando concentraciones de 10, 30, 50, 70, 90 y
100% de etanol, finalizando con xilol al 100%. El tejido deshidratado se
traté con diferentes mezclas de xilol-parafina en proporciones de 75%-25%,
50%-50% y 25%-75%, dejandolo 1 hora a 55°C en cada una. Después de la
dltima mezcla xilol-parafina, el tejido se impregné con parafina sola y se
transfirié a moldes de pldstico para almacenarlos. Del tejido almacenado se
obtuvieron cortes de 8 um, se expandieron en H>O a 42°C, se recuperaron
en portaobjetos previamente tratados con ‘“subbing solution” o poli-L-lisina
(Sigma) y fueron secados a 42°C toda la noche. Después de eliminar la
parafina con xilol, el tejido se rehidraté gradualmente usando alcoholes de
100, 90, 80, 70, 50, 30 y 10%, y se lavé con TBS. Para llevar a cabo la
inmunolocalizacién, el tejido se bloqueé con 5% de albimina en TBST (10
mM Tris-HC] pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.05% Tween 20) durante 1 hora a 42°C,
se incubé toda la noche en cidmara himeda con el primer anticuerpo (suero
anti-N30) diluido 1:500 en TBST y se lavé 3 veces con TBST durante 15
minutos cada una. Posteriormente se incubé por 3 horas con el segundo
anticuerpo acoplado al fluoréforo CY3 (Cy3TM-Affinity Pure Goat Anti-
Rabbir IgG, de Amersham), se lavé 3 veces durante 30 minutos cada una
con TBST y se monté con Paramount. Las muestras fueron analizadas en un
Microscopio Confocal de Laser Krypton-Argon MRC-600 de Bio-Rad y se
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RESULTADOS

I. EXPRESION DE NODULINA 30 EN LEVADURA

Con el fin de expresar la nodulina 30 en levadura, se transformé la
cepa RS16 con ¢l pliasmido pESN30, se crecié primero en medio SDura- (con
glucosa) y posteriormente se indujo por diferentes periodos de tiempo en
medio SGura- (con galactosa). Como control se usé la misma cepa
transformada con el vehiculo pYES2.

1) La N30 se excreta al medio extracelular cuando se expresa

en levadura
La nodulina 30 fue detectada en el medio de cultivo de las levaduras

transformadas con el plismido pESN30 e inducidas por 12 h en medio con
galactosa (Fig. 8). En esta fraccién el anticuerpo contra N30 reconocié
también un par de bandas como ocurre en ndédulos, pero el peso molecular
de éstas fue de 36 y 32 kDa aproximadamente, a pesar de que la clona
PESN30 codifica para una proteina de 25.7 kDa. Ademis de este par de
bandas, el anticuerpo reconocié otra banda de alto peso molecular menos
abundante. Muy probablemente el posible péptido seital que posee la
nodulina 30 sea el que esté dirigiendo a esta proteina hacia el medio

extracelular.

2) La N30 expresada en levadura no se enfoca bien en el
gradiente isoeléctrico de un gel de dos dimensiones

En otro experimento independiente se obtuvo la fraccién de protefnas
extracelulares y se analizé por 2D SDS-PAGE. El anticuerpo contra N30
detect6é las bandas de 36 y 32 kDa, mismas que no se enfocaron bien en el
gradiente isoeléctrico, sino que presentaron varios puntos de enfoque (Fig.
9). Al analizar una muestra de proteinas de nédulo por 2D SDS-PAGE, se
doblete de aproximadamente 30 kDa se comporta de
bandas de levadura (Fig. 9). Un comportamiento
parecido se habia observado con los productos de traduccién in vitro de
ARNm de nédulos de frijol (Fig. 4) (Campos et al.,, 1987). Al observar las
levaduras al microsc6pio no se detectaron diferencias morfolégicas entre
las que expresaban N30 y las levaduras control (transformadas con el

vehiculo pYES2).

observé que el
manera similar a las
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Figura 8. Deteccién de la nodulina 30 expresada en levadura.

La cepa de levadura transformada con el pladsmido para expresién de nodulina 30
(PESN30) y la cepa control transformada con el vehiculo (pYES2) se crecieron primero en
medio con glucosa (SD) y luego fueron inducidas por 12 horas en medio con galactosa (SG).

- LLas células se rompieron con perlas de vidrio y se incubaron a 95-100°C en solucién de

Laemmli para extraer las proteinas (extraccién con SDS). El material insoluble se incubé con
10 M urea para solubilizar mdas proteinas (extraccion con UREA). Las proteinas del medio de
cultivo se analizaron después de concentrarlas por precipitacién con 60% de sulfato de
amonio (proteinas del MEDIO). MPM, marcadores de peso molecular. A) Proteinas de
levadura separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% y tefiidas con Azul de
Coomassie. B) Inmunodeteccién empleando el suero anti-N30 contra una membrana de
nitrocelulosa electrotransferida con las mismas fracciones del gel A.
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Figura 9. Anidlisis en gel de dos dimensiones de la N30 de nédulo y de la expresada en
levadura

A) Proteinas de levadura presentes en el medio de cultivo separadas por electroforesis
en gel de dos dimensiones y tenidas con Azul de Coomassie; en el carril de la izquierda se
cargé una muestra de proteinas de ndédulo como control positivo. B) Inmunodeteccién
empleando el suero anti-N30 contra la electrotransferencia del gel A. C) Inmunodeteccién
empleando el suero anti-N30 contra una fracciéon de proteinas de ndédulo separadas por 2D-
SDS-PAGE y transferidas a nitrocelulosa.
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La expresién de nodulina 30 en levadura fue muy dificil de
reproducir, pues aunque se probaron diferentes condiciones de cultivo y
tiempos de induccién, asf como diferentes métodos para concentrar las
proteinas del medio de cultivo, sélo en 3 ocasiones se logré detectar la N30,
a pesar dc que el ARNm sf se detectaba. Es probable que el ARNm de
nodulina 30 tenga algin impedimento para ser traducido por levadura y
por ello no sea consistente su expresién; también puede ser que sea dificil
detectar la protefna debido a que se esté degradando muy rdpidamente.

II. ENRIQUECIMIENTO DE LA NODULINA 30 A PARTIR DE
NODULOS DE FRIJOL

Alternativamente se decidié desarrollar un protocolo de purificacién
qQque nos permitiera, a partir de nédulos de frijol, obtener una buena

cantidad de N30 pura para caracterizarla.

1) Fraccionamiento de proteinas mediante precipitaciones con

etanol

Previamente se habfa observado que la nodulina 30 se encontraba en
la fraccién de proteinas solubles de ndédulos de frijol y que el anticuerpo
contra ella reconocfa dos bandas de alrededor de 30 y 28 kDa (Campos et
al.,, 1992 y 1995). Se comenzé a diseilar el protocolo de purificaciéon
empleando diferentes resinas y métodos de fraccionamiento. Para iniciar,
el extracto de protefnas solubles de nédulo se precipité secuencialmente

con 20, 40, 60 y B0O% de saturacién con sulfato de amonio, pero la nodulina

significativamente en ninguna de ellas (dato no
la precipitacién

30 no se enriquecié
donde el

mostrado). Otro método de fraccionamiento empleado fue
con diferentes concentraciones de etanol (20, 40, 60 y 80%),
doblete de nodulina 30 fue detectado en las fracciones precipitadas con 20,
40 y 80%, mientras que en la fraccién de 60% no estuvo presente (Fig. 10).
Aproximadamente un 60% de la nodulina 30 precipité en la fraccién de
80% de etanol, un 35% en la de 20%, y un 5% en la de 40%. Este
comportamiento de la proteina sugiere que una parte de ella esta
formando agregados macromoleculares y por ello precipita a baja
concentracién de etanol, mientras que la otra parte requiere mdis
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N30

Figura 10. Fraccionamiento de proteinas de nédulo por precipitacién
con etanol

Inmunodeteccién empleando el suero anti-N30 contra distintas
fracciones de proteinas de nédulo separadas por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 12%. E! extracto crudo se precipitd secuencialmente con
20, 40, 60 y 80% de etanol.
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concentracién de etanol porque se encuentra en forma monomérica. En la
fraccién precipitada con 60% de etanol, aunque no aparecié el doblete de
N30, el anticuerpo reconocié una banda de aproximadamente 60 kDa;
también en la fraccién precipitada con 20% de ectanol el anticuerpo
reconocié dos bandas de peso intermedio entre el doblete de N30 y la
banda de 60 kDa (Fig. 10). La banda de 60 kDa puede ser otra protefna
relacionada antigénicamente con N30, una forma glucosilada de esta
protefna, o un dfmero muy estable que resiste las condiciones
desnaturalizantes de la electroforesis, mientras que las bandas entre 60 y
30 kDa podrfan ser otras protefinas relacionadas antigénicamente a N30 6

productos de degradacién de la banda de 60 kDa.

2) Cromatografia en azul de sefarosa e hidroxilapatita

Se decidié probar las resinas azul de sefarosa e hidroxilapatita debido
a que se sabia, por experimentos anteriores del Dr. Héctor Pérez, que la
proteasa mayoritaria presente en nédulos no se adsorbe a estas resinas.
Por lo tanto, si la nodulina 30 se adsorbia a dichas resinas éstas podrfan
usarse como primer paso para separar la N30 de la proteasa y asi tener
una fraccién mads estable para continuar con la purificacién.

El ligando de la resina azul de sefarosa es un colorante (Cibacron Blue
F3GA dye) que funciona como un sitio activo de ligado iénico, hidrofébico o
estérico, por lo tanto, la forma de adsorcién de las protefnas a esta resina
es compleja; se ha usado para purificar una gran variedad de proteinas
como adenilato ciclasa, albtmina, fosfatasa alcalina, ADN polimerasa, etc. En
cuanto a la hidroxilapatita, ésta es una forma de fosfato de calcio cristalino,
y se cree que el mecanismo de adsorcién de las proteinas involucra los
grupos Ca2+ y PO43- en la superficie del cristal. Es probable que entre el
adsorbente y la protefna existan interacciones dipolo-dipolo, aunque las
interacciones electrostiticas puras no se pueden descartar.

Primero se hicieron ensayos con estas resinas para determinar las
condiciones de adsorcién y elucién mads adecuadas. Se encontré6 que la
mayorfa de la N30 es capaz de adsorberse a la resina azul de sefarosa
equilibrada con 200 mM KCl1 y se eluye con 600 mM KCIl. También se
determiné que es posible adsorber la nodulina 30 a la hidroxilapatita en
condiciones de alta sal (600 mM KCIl) y que se eluye cambiando la solucién
a una de fosfatos (25 mM). Una vez determinado lo anterior se procedié a
hacer un ensayo usando en forma secuencial las dos resinas. Se obtuvo el
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extracto crudo y se pasé por una columna de azul de sefarosa, eluyendo
posteriormente las protefnas adsorbidas al aumentar la concentracién de
sal. Este eluido se pasé por una columna de hidroxilapatita y las protefnas
adsorbidas se cluyeron en forma secuencial con diferentes concentraciones
de fosfato de potasio. Las distintas fracciones se analizaron por
inmunodeteccién, y aunque se encontré que una parte de la nodulina 30 no
se adsorbié ni al azul de sefarosa ni a la hidroxilapatita, lo interesante fue
encontrar que la N30 resulté6 degradada durante el ensayo y que el
anticuerpo reconocié una banda de aproximadamente 34 kDa que se
comporté de manera diferente al doblete de N30, es decir, se adsorbié con
mis afinidad a la hidroxilapatita (Fig. 11).

3) Cromatografia en azul de sefarosa y precipitaciones con
acetona

En esta ocasién se hizo un ensayo mediante cromatografia en azul de
sefarosa y precipitaciones con acetona para intentar enrigquecer la N30. En
base a experimentos anteriores se decidié usar la fraccién eluida de la
resina azul de sefarosa con 100-600 mM KCIl. El extracto crudo se pasé por
una columna de azul de sefarosa equilibrada en baja sal y posteriormente
se hicieron dos eluciones, una con 100 mM KCI1 y otra con 600 mM KCIl. Esta
dltima elucién fue precipitada secuencialmente con 20, 40, 60 y 80% de
acetona (Fig. 12). Los datos importantes obtenidos de este ensayo fueron
que se detecté nuevamente la banda de 34 kDa que, al igual que en el
experimento anterior, se comporté de manera diferente al doblete de N30,
ya que precipité con menor concentracién de acetona. También se observé
degradacién del doblete de N30 durante el ensayo, pues cambié la relacién
de concentracién entre las dos bandas de N30 (se hizo menos abundante la
de arriba) y ademais, aparecié otra banda de menor peso molecular (Fig.
12). .

Tanto en este ensayo como en el anterior quedé claro que la nodulina
30 sufre degradacién durante el proceso de fraccionamiento, por lo tanto,
hubo que probar otros métodos para intentar obtener una fraccién mais
estable.

48



#’ “’ ’,’

-»

vy ¥

v v v ¥ ¥

%
2
z
e
w

1)
E. CRUDO
N. A. AZUL SEF.
N. A. HIDROX!,
E. 10mM FOSF,
E.25mM FOSF,
E. 50 mM FOSF.

Banda
34 kDa

N30

Figura 11. Fraccionamiento de proteinas de nédulo por cromatografia en azul de sefarosa e

hidroxilapatita

El extracto crudo se adsorbié a azul de sefarosa equilibrada con 200 mM KCI/30 mM Tris pH
7.4 y las proteinas adsorbidas se eluyeron con 600 mM KCI/30 mM Tris pH 7.4; este eluyente se
adsorbié a hidroxilapatita equilibrada con 600 mM KCI/30 mM Tris pH 7.4 y se hlcieron eluciones
secuenciales con 10, 25 y 50 mM fosfatos. A) Fracciones proteicas separadas por electroforesis en
gel de poliacrilamida al 12% y teflidas con Azul de Coomassie. B) Inmunodeteccién empleando el
suero anti-N30 contra una membrana de nitrocelulosa electrotransferida con las mismas fracciones
del gel A. MPM, marcadores de peso molecular; E. CRUDO, extracto crudo; N. A. AZUL SEF.,
fraccién no adsorbida al azul de sefarosa, N. A. HIDROXL., fraccién no adsorbida a la hldroxilapama'

E. 10, 25 y 50 mM, eluciones de la resina hidroxilapatita
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Figura 12. Fraccionamiento de proteinas de nédulo por cromatografia en azul de
sefarosa y precipitacién con acetona

El extracto crudo se incubé con la resina azul de sefarosa equilibrada con 30 mM
Tris pH 7.4 y las proteinas adsorbidas se eluyeron primero con 100 mM KCI130 mM Tris
pH 7.4 y luego con 600 mM KCI/130 mM Tris pH 7.4. Este ultimo eluyente se precipité
secuencialmente con 20, 40, 60 y 80% de acetona. A) Proteinas de nddulo separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% y tefidas con Azul de Coomassie. B)
Inmunodeteccién empleando el suero anti-N30 contra una membrana de nitrocelulosa
electrotransferida con las mismas fracciones del gel A. MPM, marcadores de peso
molecular; E. CRUDO, extracto crudo; N. A. AZUL SEF., fraccién no adsorbida a la resina
azul de sefarosa; E. 100 y 600 mM KCI, eluciones de la resina azul de sefarosa.
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4) Fraccionamiento de protefnas mediante precipitaciones con
etanol y deteccién de actividad proteolitica en geles con
sustrato para proteasas

de poliacrilamida conteniendo

Mediante electroforesis en geles
gelatina como sustrato para proteasas, se¢ habfa detectado previamente una

actividad proteolftica muy fuerte en nédulos, rafces y hojas de frijol, que se
enriquecfa en la fraccién precipitada con 40-60% de acetona (Héctor Pérez,
comunicacién personal). Dado que se encontré que el doblete de N30 se
enriquecié en la precipitacién de 60-80% de etanol, se quiso fraccionar aun
mdis ecsta muestra y asf intentar separar la nodulina 30 de la actividad
proteolitica. Para ello se obtuvo la pastilla de 60-80% de etanol, se
resuspendié, y se volvié a precipitar secuencialmente con 60, 70 y 80% de
etanol (Fig. 13). En la inmunodeteccién se observa que el doblete de N30 se
enriquece en la fraccién de 70-80% de etanol, aunque también aparece en
las fracciones de 60 y 70% (Fig. 13). Se observan muchas bandas de
degradacién hacia abajo del doblete, pero algo que llama la atencién es que
también aparecen algunas bandas hacia arriba de é&ste, sobre todo en la
fraccién de 70-80% (Fig. 13). Estas bandas podrian ser agregados de los
productos de degradacién de N30, degradacién de la banda de 60 kDa que
es reconocida por el anticuerpo, o simplemente un ‘“barrido” propiciado
por el exceso de carga del antigeno.

Al analizar las fracciones en geles con sustrato para proteasas se
encontré que la actividad proteolitica mayoritaria precipité con 60 y 70%
de etanol, pero no con 80% que es donde se enriquecié la nodulina 30; es
decir, se logré separar esta actividad proteolitica de la N30 (Fig. 13). No
obstante, en la fraccién precipitada con 80% de etanol se enriquecié otra
actividad proteolitica de alto peso molecular que también estuvo presente

en la precipitacién con 70% (Fig. 13).

5) Cromatograffa en adsorbente de zinc .
Dado que se logré enriquecer la nodulina 30 y ademds separarla de la

actividad proteolitica mayoritaria en la fraccién de 70-80% de etanol, ésta
se usé para probar otras resinas y continuar con la purificacién. Se llevé a
cabo el ensayo con un adsorbente de zinc (Zinc Chelate Affinity Adsorbent)
‘porque se esperaba que la nodulina 30 tuviera afinidad por este metal, ya
que posee motivos parecidos a “dedos de zinc”. Se obtuvo la fraccién de 70-
80% de etanol y se pasé por una columna de adsorbente de zinc

51



Figura 13. Fraccionamiento de proteinas de néduto por precipitacién con etanol
El extracto crudo se precipité con etanol para obtener la fraccion de 60 a 80%, la

cual posteriormente se volvié a precipitar secuencialmente con 60, 70 y 80% de etanol.

A) Gel de poliacrilamida al 15% tefiido con Azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion
empleando el suero anti-N30 contra una membrana de nitrocelulosa electrotransferida con
una réplica del gel A. C) Deteccién de la actividad proteolitica presente en las fracciones del
gel A. Las proteinas fueron separadas por electroforesis en gel de poliacrilagnida con
sustrato para proteasas (gelatina), y después de eliminar el SDS con Triton X-100, el gel
fue tefiido con Azul de Coomassie; la actividad proteolitica se aprecia como bandas claras
sobre el fondo obscuro del gel. MPM, marcadores de peso molecular.
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equilibrada a pH 7; las proteinas adsorbidas se eluyeron usando una
solucién con pH mis 4dcido (pH S5). Como se puede observar en la
inmunodeteccioén, prdcticamente toda la N30 se adsorbié a la resina de zinc
(Fig. 14), aunque también muchas otras protefnas tuvieron afinidad por
este adsorbente. En el gel teilido con Azul de Coomassie se observan varias
bandas enriquecidas en la fraccién eluida de la columna de zinc, entre ellas
algunas que migran a la misma altura que el doblete de N30 (Fig. 14).

La cromatografia en adsorbente de zinc fue un paso de purificacién
qQue sirvié para separar la nodulina 30 de muchas protefnas contaminantes
que no se adsorben a esta resina, como se puede observar en el gel teilido
con Azul de Coomassie (Fig. 14).

6) Fraccionamiento de protefnas por precipitacién con etanol
y cromatograffa en adsorbente de zinc e hidroxilapatita

De las resinas que se probaron, la hidroxilapatita fue la que mejores
resultados dio después del adsorbente de zinc. En base a experimentos
previos, la muestra obtenida de la precipitacién con etanol y Ila
cromatografia en adsorbente de zinc, se pasé por una columna de
hidroxilapatita equilibrada con 500 mM NaCl, y la elucién de las protefnas
adsorbidas se hizo con 50 mM de fosfato de potasio (Fig. 15). Una parte de
la N30 no se adsorbié a la hidroxilapatita, pero la mayoria si se adsorbié y
se eluyé con 50 mM de fosfato de potasio (Fig. 15). Varias protefnas
contaminantes, entre ellas la leghemoglobina y una banda que migra justo
entre el doblete de N30, se quedaron en la fraccién de lo no adsorbido a la
hidroxilapatita, mientras que las bandas que corresponden a N30 son de
las mds abundantes en la fraccién eluida de la columna. En esta ocasién
también aparecieron algunas bandas que fueron reconocidas por el
anticuerpo arriba del doblete de N30 y bandas de degradacién hacia abajo

de éste (Fig. 15).
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Figura 14. Fracclonamiento de proteinas de nédulo por cromatografia en adsorbente

de zinc
El extracto crudo se precipitd con etanol para obtener la fraccién de 70-80%, misma
que se pasod por una columna de 2zinc (Zinc Chelate Affinity Adsorbent) equilibrada con 500

mM NaCl/l20 mM Tris pH 7.4. Las proteinas adsorbidas a fa resina fueron eluidas con S00
mM NaCl/ 100 mM acetato de sodio pH 5. A) Fracciones proteicas separadas por
electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% y tefidas con Azul de Coomassie. B)
Inmunodeteccién empleando el suero anti-N30 contra una membrana de nitrocelulosa
electrotransferida con las mismas fracciones del gel A. MPM, marcadores de peso
molecular; N. A. ZINC, fraccién no adsorbida a la columna de zinc.
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Figura 15. Fracclonamiento de proteinas de nédulo por cromatografia en adsorbente
de zinc e hidroxilapatita

El extracto crudo se precipité con etanol para obtener la fracciéon de 70-80%, que
posteriormente se pasé por una columna de zinc. La elucion de la columna de zinc se pasé
por una columna de hidroxilapatita equilibrada con 500 mM NaCl/30 mM Tris pH 7.4 y las
proteinas adsorbidas se eluyeron con 50 mM fosfatos. A) Fracciones proteicas separadas
por electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% y tefidas con Azul de Coomassie. B)
Inmunodeteccién empleando el suero anti-N30 contra una membrana de nitrocelulosa
electrotransferida con una réplica del gel A. N.A. ZINC, fraccion no adsorbida a la resina de
zinc; N.A. HIDROXIL.., fraccién no adsorbida a la resina hidroxilapatita.
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7) Enriquecimiento de nodulina 30 y estimacién de su
concentracién

Se llevé a cabo la secuencia de purificacién consistente en: 1)
fraccionamiento por precipitacién con etanol, recuperando la fraccién de
70-80%; 2) cromatografia en adsorbente de zinc, haciendo la elucién con 70
mM imidazol; y 3) cromatograffa en hidroxilapatita, haciendo la- elucién con
50 mM fosfatos. La concentracién de proteinas de las diferentes fracciones
obtenidas durante el proceso de enriquecimiento se determiné por el
método de Bradford (1976). Se analizé el extracto crudo (10 ug), la fraccién
precipitada con 70-80% de etanol (10 pug), la elucién de la columna de zinc
(10 ug), y la elucién de la columna de hidroxilapatita (4 pg). En el gel teiido
con Azul de Coomassie se observa que en la fraccién final (elucién de la
hidroxilapatita) la banda inferior del doblete de nodulina 30 es una de las
bandas mayoritarias (Fig. 16). Sé6lo se observan una o dos bandas
contaminantes de mis de 50 kDa y otra de menos de 15 kDa. En el anilisis
por inmunodeteccién se puede ver que en las fracciones eluidas de las
columnas de zinc y de hidroxilapatita hay bandas de degradacién de
nodulina 30, e incluso en la elucién de la hidroxilapatita la banda superior
del doblete ya no se encuentra presente (Fig. 16). A pesar de la
degradacién, se observa claramente como aumenta de concentracién la
nodulina 30 en cada paso del proceso de enriquecimiento (Fig. 16). De
acuerdo a la estimacién de la concentracién de nodulina 30, obtenida al
analizar por computadora (usando el programa “Image™) las imdgenes del
gel teflido con Azul de Coomassie y de la inmunodeteccién (western), se
logré aumentar la concentracién de nodulina 30 de 0.32% a 12.62%, es
decir, se enriquecié 39.45 veces (Fig. 16). En esta estimacién no se tomaron
en cuenta las bandas de degradacién.

8) Ensayo para ver degradacion de la banda de 60 kDa que
reconoce el anticuerpo contra N30 -
Con respecto a la banda de 60 kDa que era reconocida fuertemente
por el anticuerpo y que se comportaba de manera distinta al doblete de
N30 en las precipitaciones con etanol, se decidié probar si al permitir la

degradacién de esta banda se generaban otras como las observadas en la
fraccién de 20% de etanol o incluso el doblete. Para ello se obtuvo la
se

fraccién de 40-60% de etanol, la cual contiene la banda de 60 kDa, y
incubé a 37°C con 0.2% de SDS o con 4 M de urea para permitir su
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FRACCION CONCENTRACION CONCENTRACION CONCENTRACION FACTOR DE
DE PROTEINA OE N30 POR CARRIL RELATIVA PURIFICACION
TOTAL POR CARRIL DE N30
Extracto crudo 10 ug 0.032 ug 0.32% 1.00
Precipitacién
70-80% de etanol 10 ug 0.243 ug 2.43% 7.59
Elucién columna
e Zinc 10 pg 0.965 ug 9.65% 30.16
Elucién columna de
hidroxilapatita 4 ug 0.505 ng 12.62% 39.45

Figura 16. Proceso de enriquecimiento de nodulina 30 y estimacién de su
concentracién en las diferentes fracciones

El extracto crudo se precipité con etanol para obtener la fraccion de 70-
80%, la cual posteriormente se pasoé por las columnas de zinc y de hidroxilapatita. A)
Fracciones proteicas separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% y
tefidas con Azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion empleando el suero anti-N30
contra una membrana de nitrocelulosa electrotransferida con una réplica del gel A. La
concentracién de proteinas totales se determiné por el método de Bradford (1976),
mientras que la concentracién de N30 fue estimada por computadora usando el
programa "lmage". MPM, marcadores de peso molecular.
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degradacién. Se agregé urea o SDS porque se sabe que algunas proteasas
son muy activas en presencia de estos compuestos (Wu y Wang, 1984;
Héctor Pérez, comunicacién personal). También se incubé la misma fraccién
de 40-60% de etanol a 4°C y se incluyé como control la de 60-80% de
ectanol (donde se enriquece el doblete de N30) incubada a 37°C (Fig. 17). El
doblete de N30 estuvo presente en la fraccién de 40-60% de etanol desde
el principio, pero se pudo observar que a 4°C la banda de 60 kDa no se
degradé y que el doblete sf disminuyé en intensidad conforme aumenté el
tiempo de incubacién. Incubando a 37°C la fraccién de 40-60% con SDS la
banda de 60 kDa fue disminuyendo hasta desaparecer a 23 h de
incubacién; por el contrario, el doblete se mantuvo con la misma intensidad
a todos los tiempos analizados y en ninguno se observaron bandas
intermedias entre la banda de 60 kDa y el doblete (Fig. 17). Con 4 M de
urea la degradacién fue mads rédpida, pues desde las 4 h de incubacién a
37°C casi no se ve la banda de 60 kDa y, aunque el doblete aparecié en
todas las fracciones, si se observa que disminuyé su concentracién
conforme aumenté el tiempo de incubacién. En la fraccién de 60-80% de
etanol se observa claramente que el doblete de N30 se degradé conforme
transcurrié el tiempo de incubacién a 37°C (Fig. 17).

Un dato que apunta a que el doblete se origina de la banda de 60 kDa
es el que se obtuvo cuando se extrajeron las protefnas de nédulos con 4cido
tricloroacético al 10% para evitar degradacién, y posteriormente fueron
fraccionadas con etanol. El doblete se detecté solamente en la fraccién de
60-80% de etanol (Fig. 18), mientras que la banda de 60 kDa se concentré
sélo en la fraccién de 40-60% (Fig. 18), como se esperaba; pero cuando esta
dltima fraccién se analizé después de unos dias de almacenada, se encontrd
que el doblete, aunque muy tenue, ya estaba presente (Fig. 19). Podrfa ser
en este caso que la proteasa que degrada a la banda de 60 kDa pueda
volver a tomar su conformacién activa al resuspenderla en una solucién
con pH neutro después de haber sido desnaturalizada con 4cido
tricloroacético. De acuerdo con esta proposiciéon, el doblete de N30 .seria
producto de la degradacién de la banda de 60 kDa.

Por otro lado, se obtuvo una muestra de protefnas extrafdas de
nédulos frescos que se congelaron inmediatamente en nitrégeno liquido, se
homogeneizaron en mortero, y se incubaron a 95°C con la solucién de
Laemmli para extraer las protefnas y evitar al miximo la degradacién.
Cuando se analiz6 esta muestra por inmunodeteccién, se encontré que la
banda de 60 kDa era mds abundante que el doblete (Fig. 19), y al analizar
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Figura 17. Ensayo para observar degradacién proteolitica de |la banda de 60 kDa
o muestra la inmunodeteccion empleando el suero anti-N30 contra fracciones de

S
proteinas de ndédulo separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12%. El extracto
crudo se precipité con etanol para obtener las fracciones de 40-60% y 60-80%. La fraccién de

40-60% se incubd por diferentes tiempos a 4°C 6 a 37°C con 0.12% de SDS 6 4 M de urea,
mientras que la fraccién de 60-80% sdlo se incubd a 37°C. R
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Figura 18. Extraccién de proteinas de nédulo con 15% TCA y fraccionamiento con etanol
Las proteinas de nédulo fueron extraidas con acido tricloroacético al 10% y precipitadas
por centrifugacién. El dcido tricloroacético se elimind lavando la pastilla con acetona al 90%. La
pastilla resultante se solubilizé con 100 mM Tris pH 7.4 y se precipitdé con etanol para obtener
las fracciones de 0-40%, 40-60% y 60-80%. Se incluye también una muestra de proteinas de
nédulo extraidas con solucién de Laemmli a 95-100°C (E. SDS) como control positivo. A)
Fracciones de nédulo separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida al 15% y tefidas con
Azul de Coomassie. B) Inmunodeteccion empleando el suero anti-N30 contra una membrana de
nitrocelulosa electrotransferida con una réplica del gel A. MPM, marcadores de peso molecular.
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:ll:gur- 19. La banda de 60 kDa puede dar origen al doblete de aproximadamente 30
a.

Inmunodetecccién empleando el suero anti-N30 contra algunas muestras de
proteinas de nédulo. A) Muestra de proteinas totales de nédulo extraidas con solucién de
Laemmli a 95-100°C. En el carril 1 se observa el perfil de la muestra recién obtenida,
mientras que en los carriles 2 y 3 se observa el perfil de la misma muestra después de
haber sido almacenada por algunos dias. B) Muestra de proteinas de nédulo extraidas con
dcido tricloroacético al 10% y fraccionadas posteriormente con etanol. Los tres carriles se
cargaron con {a fraccién de 40-60% de etanol. Carri! 1, muestra recién obtenida; carriles 2 y
3, la misma muestra del carril 1 después de haber sido aimacenada por algunos dias.
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esta misma muestra posteriormente, se detectaron otras dos bandas hacia
abajo de la de 60 kDa, ademds de que la banda superior del doblete habfa
aumentado de concentraciéon (Fig. 19). Una explicacién podrfa ser que
hubiera en el extracto proteasas que sean activas adn después del
tratamiento desnaturalizante al que se somete la muestra (ebullicién en
presencia de SDS y 2-mercaptoctanol) y puedan posteriormente degradar

la banda de 60 kDa.

9) Inmunolocalizacién de 1la nodulina 30 en cortes de ndédulos

de frijol
La nodulina 30 presenta una regién rica en prolinas (o tal vez

hidroxiprolinas) en su extremo carboxilo terminal, la cual podrfa ser un
sitio adecuado para interaccionar con otras proteinas (Yu et al., 1994). Por
otra parte, no se puede descartar que la nodulina 30 pueda estar
interaccionando con la pared celular, como sucede con otras proteinas ricas
en hidroxiprolina (Showalter, 1993).

Con el fin de determinar si la nodulina 30 se excreta hacia la pared
celular o permanece en el interior de la célula, se llevé a cabo la
inmunolocalizacién de la N30 en cortes de nédulos de 21 dfas incluidos en
parafina, los cuales se incubaron con el suero crudo anti-N30 y
posteriormente con un segundo anticuerpo acoplado al fluor6foro CY3. Los
cortes fueron observados en microscopio confocal y la seiial emitida por el
fluor6foro se encontré dispersa en las células infectadas del nédulo,
mientras que en las células no infectadas no hubo seifial (Figs. 20 y 21). Con
este resultado se descarta la posibilidad de que la nodulina 30 esté
interaccionando con la pared celular, pero aiun queda la duda si se
encuentra localizada en el citoplasma, en el espacio peribacteroidal, o
asociada a la membrana peribacteroidal. Para determinar su localizacién
exacta es necesario hacer un estudio mis detallado (mediante microscopfa

electrénica).
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Figura 20. Inmunolocalizacién de la nodulina 30 en cortes de nédulos de frijol

Se empled el suero anti-N30 y un segundo anticuerpo acoplado al fluoréforo
CY3. Los cortes fueron observados por microscopia confocal. La sefal en color
verde (A) es la autoflorescencia del tejido. mientras que la de color naranja es la

emitida por el fluoroforo (B). La nodulina 30 se encuentra solo en las células
infectadas (B).




Figura 21. Inmunolocalizacién de la nodulina 30 en cortes de nédulos de frijol
Se empled el suero anti-N30 y un segundo anticuerpo acoplado al fluoréforo

. CY3. Los cortes fueron observados por microscopia confocal. Se muestra el
detalle de una célula infectada donde se observa la sefial del fluoréforo en forma

dispersa dentro de ella (B). También se muestra la autofiorescencia emitida por el
tejido (A).
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DISCUSION

Previamente se reporté que la nodulina 30 es codificada por
abundantes transcritos, los cuales al ser traducidos in virro dan origen a
una banda de 30 kDa que no se enfoca en el gradiente isoeléctrico de un
gel de dos dimensiones (Campos et al., 1987). Se logré aislar una clona de
ADNc de N30 (Campos et al., 1995) y otra genémica (Carsolio et al., 1992),
las cuales fueron caracterizadas. La secuencia deducida de aminod4cidos
revelé que la nodulina 30 posee las siguientes caracterfsticas: (1) un
péptido sefial en el extremo amino terminal, (2) dos secuencias parecidas a
“dedos de zinc” que presentan pares de cistefnas espaciadas regularmente
(Cys-X7-Cys), y (3) una regién rica en prolinas en su extremo carboxilo
terminal (18 prolinas en una secuencia de 24 resfduos). También se
determiné que la nodulina 30 se comporta como nodulina tardfa,
expresindose a partir del dfa 11 después de la infeccién, y que los
transcritos que la codifican son incluso m&ds abundantes que los de
leghemoglobina (Campos et al.,, 1987 y 1995). La nodulina 30 se expresa
s6lo en las células infectadas del nédulo, como quedé demostrado por
estudios en plantas transgénicas de Lorus corniculatus (Carsolio et al.,
1992) y por hibridaciones in situ de ARNm en cortes de nédulos (Campos
et al.,, 199S5).

En el presente trabajo se abordé el estudio de la nodulina 30 a nivel
de protefna, para lo cual previamente se logré obtener un anticuerpo
contra una proteina de fusién B-galactosidasa/nodulina 30, y al usarlo
contra fracciénes proteicas de nédulos de frijol se determiné que la
nodulina 30 se encuentra en la fraccién soluble (Campos et al.,, 1992 y

1995).

I. EXPRESION DE NODULINA 30 EN LEVADURA

Como una opcién para purificar la nodulina 30 y poder caracterizarla,
se propuso su expresién en levadura (Saccharomyces serevisiae). Se logré
expresar la N30 en este organismo, pero las condiciones mds adecuadas no
se determinaron debido a que la expresién fue diffcilmente reproducible. A

pesar de ello se obtuvieron algunos datos interesantes.
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1. Deteccién de nodulina 30 expresada en levadura

La cepa de levadura transformada con la clona pESN30 (Olivares,
1994) produce y excreta la nodulina 30 hacia el medio de cultivo, lo cual
muy probablemente se deba a la presencia del posible péptido seiial;
aunque para comprobarlo habrfa que expresar la N30 sin el péptido seiial
y/o alguna otra proteina (p. ej. PB-galactosida) fusionada al péptido seiial de
N30. Al analizar las protefnas presentes en el medio de cultivo se detecté
un par de bandas similares a las observadas en extractos proteicos de
nédulos, aunque con un peso molecular aparente mayor (Fig. 8). Esta
diferencia de peso podria deberse a que la levadura esté glucosilando a la
N30 en la via de secrecién hacia el medio de cultivo, o que la proteina
originada por la clona pESN30 migre con un peso mayor al de la N30 de
nédulos porque posee un extremo N-terminal “modificado”, ya que dicha
clona se produjo al unir la regién que codifica para el péptido sefial de la
clona genémica (npv30-1) con la parte codificante de la clona de ADNc
pPN311 (Francisco Campos, comunicacién personal) la cual estd truncada y
no tiene la parte que codifica para el péptido seiial. Dado que la N30
expresada en levadura es entonces una protefna “hibrida” y ‘esti siendo
producida en un sistema heterélogo, es posible esperar que tenga un
comportamiento diferente a la del nédulo, como es la diferencia en el peso
molecular aparente. El hecho de que se detecten dos bandas de nodulina 30
en levadura sugiere que también las dos bandas que se detectan en
nédulos pueden ser productos del mismo gen, y que la diferencia de peso
entre ellas se deba a algin tipo de procesamiento como remocién del

peptido seilal o protedlisis en algiin otro sitio especifico.

2. Comportamiento en 2D SDS-PAGE de la nodulina 30
expresada en levadura

De manera similar como se habfa observado con los productos de
traduccién in virro de ARNm de nédulos de frijol (Fig. 4) (Campos et al,,
1987), se encontré6 que la nodulina 30 expresada en levadura no se enfoca
en un solo punto en el gradiente isoeléctrico de un gel de dos dimensiones,
sino que presenta alrededor de 8 puntos de enfoque (Fig. 9). En este caso
dicho comportamiento no se puede explicar por la presencia de
polipéptidos relacionados codificados por diferentes ARNm, ya que la N30
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proviene de la misma clona (pESN30); pero sf cabe la posibilidad de que los
diferentes puntos de enfoque se deban a distintos niveles de fosforilacién
(Fig. 22), ya que la N30 posee varios sitios potenciales para ecsta
modificacién. En ¢l gel de dos dimensiones, la banda de arriba de la
nodulina 30 producida en levadura presenté puntos mayoritarios de
enfoque hacia el lado bidsico, mientras que en la banda de abajo los puntos
de enfoque miés visibles se concentraron hacia el lado dcido (Fig. 9 y 22).
Esto concuerda un poco con el andlisis hecho en computadora, donde la
nodulina 30 completa tiene un plI de 6.1, mientras que sin el posible
péptido sefial su pl es un poco mds dcido (5.9). De igual manera, y
apoyando los resultados obtenidos en levadura, el par de bandas presentes
en nédulos se comportan de manera similar en un gel de dos dimensiones a
las de levadura, siendo mdas bidsica la banda de arriba (Fig. 9).

II. ENRIQUECIMIENTO DE LA NODULINA 30 A PARTIR DE

NODULOS DE FRIJOL

con la expresién de N30 en

los problemas encontrados
su

Debido a
levadura, fue necesario buscar otra alternativa para continuar con
caracterizacién. Se decidié desarrollar un protocolo de purificacién a partir
de nédulos de frijol que permitiera obtener una buena cantidad de

protefna para caracterizarla bioquimicamente.

1) Ensayo con azul de sefarosa e hidroxilapatita
Las primeras resinas que se probaron para emplearlas en la
hidroxilapatita y azul de sefarosa,. esto

purificacién de N30 fueron la
porque la proteasa mayoritaria que estd presente en nodulos no se adsorbe

a ellas (Héctor Pérez, comunicacién personal), y podrfan ser itiles para
separar la N30 de esta proteasa y asi obtener una fraccién madés estable. La
nodulina 30 sf se adsorbié a estas resinas, y un resultado interesante fue
que en los ensayos realizados se detecté una banda de alrededor de 34 kDa
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Figura 22. Posible explicacién para el comportamiento en 2D SDS-PAGE de |a
nodulina 30 expresada en levadura

La banda inferior podria ser la proteina procesada (sin el péptido sefal), mientras
que los distintos puntos de enfoque podrian deberse a niveles de fosforilacion diferentes.
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que fue reconocida por el anticuerpo contra N30 y que se comporté de
manera diferente al doblete (Fig. 11). Por otro lado, se observé que la N30
es susceptible a la degradacién durante el proceso cromatogrifico, ya que
en algunas fracciones se observaron varias bandas hacia abajo del doblete
que son reconocidas por el anticuerpo (Fig. 11). En otro ensayo donde las
proteinas fueron fraccionadas mediante la resina azul de sefarosa y
precipitaciones con acetona, se detecté la misma banda de 34 kDa que se
comporté de manera diferente al doblete, pues precipité con menor
concentracién de acetona (Fig. 12). El hecho de que esta banda tenga un
comportamiento diferente al doblete sugiere que se trata de otra protefna
relacionada antigénicamente a N30, de una forma modificada (p. ej.
glucosilada) de N30, o de productos de degradacién de la banda de 60 kDa
que se detecté en el fraccionamiento con etanol (Fig. 10).

2) Precipitaciones con etanol

Para continuar con la purificacién se hicieron diferentes tipos
fraccionamientos, de los cuales, la precipitacién con etanol fue la que dio
El doblete de N30 se enriquecié en la fraccién de 70-
80% de etanol, pero también en la fraccién de 0-20% se encontré de
manera considerable, mientras que en la fraccién de 40-60% estuvo
totalmente ausente (Fig. 10). Llama la atencién que la nodulina 30 presente
dos picos de enriquecimiento, uno a baja concentracién de etanol (20%) y
otro a concentacién alta (80%) (Fig. 10). Este comportamiento puede
deberse a que si la nodulina 30 se encuentra en forma monomérica sea
muy soluble y requiera de una alta concentracién de etanol para precipitar,
mientras que si se encuentra formando agregados macromoleculares
(consigo misma o con otras proteinas) precipite a una menor concentracién
de etanol (Fig. 23). El hecho de que el doblete de N30 se concentrara, sélo
en la fraccién de 60-80% de etanol cuando las protefnas fueron extrafidas
con una solucién de &cido tricloroacético al 10% y posteriormente
fraccionadas con etanol, es consistente con esta hipétesis, ya que el &dcido
tricloroacético desnaturaliza y disgrega las protefnas que pudieran estar
formando complejos, haciendo que la nodulina 30 (en forma monomérica)
precipite sé6lo a 80% de etanol y no a concentraciones menores (Fig. 18).
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La alta solubilidad de la N30 fue aprovechada para separarla de la
proteasa mayoritaria, ya que esta .iiltima requiere de poco mas de 60% de
etanol para precipitar, mientras que para precipitar la nodulina 30 es
necesario alcanzar una concentracién de 80%:;: sin embargo, no fue posible
separar por este método la N30 de otra proteasa de alto peso molecular
que es menos abundante y que precipita con 60-80% de etanol (Fig. 13).

3) Cromatografia en adsorbente de zinc

Se ha sugerido que la nodulina 30 podria estar ligando algdin metal
por medio de sus dominios parecidos a “dedos de zinc” (Sdnchez et al.,
1992), y se encontré6 que esta protefina es capaz de adsorberse a una resina
que contiene zinc (Zinc Chelate Affinity Adsorbent), de lo cual se infiere
que por lo menos algunas de sus cisteinas y/o histidinas estdn accesibles
para interaccionar con el zinc. Con esta resina se logré enriquecer
considerablemente 1la N30, aunque también se enriquecieron otras
protefnas entre las cuales se encuentra una (o unas) que también pesa(n)
30 kDa (Fig. 14). Esto se comprobé cuando una muestra de protefnas, que
habfa sido obtenida a través del fraccionamiento con etanol y la columna
de zinc, se pasé por una columna de intercambio iénico (DEAE-sefacel) y se
enriquecié una banda de 30 kDa que resulté ser distinta a la nodulina 30,
pues el anticuerpo no la reconocié (dato no mostrado).
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4) Protocolo para enriquecer la nodulina 30

Finalmente se volvié a probar la resina hidroxilapatita con la muestra
de protefnas obtenida de la precipitacién con etanol y la columna de zinc.
En esta ocasién la N30 se enriquecié mucho en la fraccién cluida de la
hidroxilapatita, y las bandas correspondientes al doblete de nodulina 30 se
pudieron distinguir ficilmente en el gel teiiido con Azul de Coomassie (Fig.
15). Las bandas difusas que son reconocidas por el anticuerpo hacia arriba
del doblete (Fig. 15) pueden ser productos de degradacién de la banda de
60 kDa o pueden deberse a que hay un exceso de antigeno (N30) que
ocasiona que éste se “embarre” a lo largo del carril, pues esto también se
observé en otras ocasiones donde la N30 estaba muy concentrada (ej.
precipitacién con 70-80% etanol) (Fig. 13). Esta resina fue la que mejores
resultados dio, ya que en el gel tefiido con Azul de Coomassie se puede
observar que muchas bandas contaminantes se quedan en la fraccién de lo
no adsorbido a la hidroxilapatita y que las bandas correspondientes a N30
son mayoritarias en la fraccién eluida de esta resina. Tomando en cuenta
los resultados obtenidos, el protocolo de enriquecimiento al que se llegé
finalmente fue: 1) precipitacién con etanol (70-80%); 2) adsorcién a 1la
resina de zinc y elucién con 70 mM de imidazol; 3) adsorcién a la resina
hidroxilapatita y elucién con 50 mM de fosfatos de potasio.

Aunque en la fraccién final obtenida de la columna de hidroxilapatita
se pueden distinguir las bandas que corresponden al doblete de N30 y hay
pocas protefnas contaminantes, €l mayor problema para continuar con la
purificacién es la escasa cantidad de proteina recuperada, la cual apenas
era suficiente para hacer el anailisis en gel y la inmunodeteccién.

5) Estimaciéon de la concentracién de nodulina 30

Debido a que ain no se ha obtenido la nodulina 30 en forma pura, la
concentracién de ésta se estimé por computadora en base a las imagenes
del gel teilido con Azul de Coomassie y de la inmunodeteccién (western). De
acuerdo a esta estimacién, la nodulina 30 forma un 0.32% de la protefna
total, y se logré enriquecer 39 veces con el protocolo de enriquecimiento
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empleado (Fig. 16). En la estimacién de la concentracién no se tomé en
cuenta la nodulina 30 degradada, por lo que si se lograra controlar su

degradacién el enriquecimiento serfa mayor.
Al final del protocolo de enriquecimiento sélo se obtuvo la banda
16). Lo mds probable es que la

inferior del doblete de nodulina 30 (Fig.
banda superior se haya degradado durante el proceso de enriquecimiento,

ya que en algunos experimentos previos se observé que ésta se degrada
primero que la banda inferior; como ejemplos estdn el caso de la
cromatograffa en azul de sefarosa y precipitaciones con acetona (Fig. 12), y
la filtracién en gel reportada en otro trabajo (Olivares, 1994), donde al final
s6lo se detecté la banda inferior del doblete y algunas bandas de
degradacién hacia abajo de ésta.

6) Banda de 60 kDa que reconoce el anticuerpo

Llama la atencién la banda de aproximadamente 60 kDa que es
reconocida por el anticuerpo contra N30 en la fraccién precipitada con 40-
60% de etanol (Fig. 10) y en la muestra de proteinas totales extrafdas con
solucién de Laemmli a 95°C (Figs. 17 y 19). Podrfa pensarse que la banda
de 60 kDa es un artefacto de agregacién de la N30 promovido al calentar la
muestra de protefnas en la solucién de Laemmli alrededor de los 100°C,
como se ha reportado en otros trabajos (Gallagher y Leonard, 1987; Takano
et al., 1988), que dicha banda es otra protefna relacionada con N30, 6 que
se trata de una forma glucosilada de N30 (Fig. 24). Esto iiltimo puede
proponerse debido a que la nodulina 30 comparte algunas caracterfsticas
con las protefnas arabinogalactanas (Showalter, 1993; Carpita y Gibeaut,
1993), como son su alto contenido de prolinas, alaninas y serinas, bajo
contenido de tirosinas, y alta solubilidad, ademds de que en levadura esté
siendo excretada y presente un peso mayor al esperado probablemente
debido a glucosilaciones. ILa nodulina 30 podrfa estar siendo glucosilada en
sus residuos de serina (O-glucosilacién), y de acuerdo con esta posibilidad,
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las bandas de peso molecular entre 60 y 30 kDa que se¢ observan en la
fraccién de 0-20% de etanol (Fig. 10) podrfan ser productos intermediarios
de procesamiento de la banda de 60 kDa (Fig. 24).

Un dato que sugiere que la banda de 60 kDa no es un artefacto de
agregacién es el hecho de que ésta se comporta de manera diferente al
doblete de N30 en la precipitacién con etanol (Fig. 10), lo cual indica que ya

estd presente antes de la preparacién de la muestra con solucién de
Laemmli a 95°C. :

7) Ensayo de degradacién de la banda de 60 kDa

Se sabe que algunas proteasas endégenas son muy activas en SDS
(Wu y Wang, 1984) 6, como en el caso de la proteasa mayoritaria de
nédulo, su actividad es alta en presencia de urea (Héctor Pérez,
comunicacién personal); por lo tanto, en el ensayo de degradacién de la
banda de 60 kDa que se llevé a cabo para ver si ésta podia dar origen al
doblete de alrededor de 30 kDa se agregé 0.2% de SDS 6 4 M de urea en
algunas fracciones. La muestra de protefnas incubadas a 4°C no mostraron
degradacién de la banda de 60 kDa, pero el doblete sf disminuyé en
intensidad, mientras que a 37°C con SDS la banda de 60 kDa sf se degradé
hasta desaparecer a las 23 h de incubacién y el doblete se mantuvo igual
(Fig. 17). Una explicacién para este resultado podria ser que a 37°C con SDS
la banda de 60 kDa se esté degradando y dé origen al doblete de N30, por
lo tanto, aunque el doblete si se esté degradando, no se ve diferencia en su
concentracién conforme transcurre el tiempo (Fig. 25). En cambio, a 4°C si
se observa la disminucién en la sefial del doblete (Fig. 17) porque la banda
de 60 kDa no se esti degradando y por lo tanto el doblete no se estd
restituyendo (Fig. 25). El hecho de que con 4 M de urea a 37°C se observe
degradacién tanto del doblete como de la banda de 60 kDa, podria
explicarse que se debe a que con este tratamiento la degradacién es méis
rdpida tanto para la banda de 60 kDa como para el doblete (Fig. 25). En la
fracciébn que se incluyé como control (60-80% de etanol incubada a 37°C),
se observa claramente que el doblete si se degrada (Fig. 17).
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Figura 25. Modelo de degrdacién de la banda de 60 kDa el cual propone que ésta
da origen al doblete de aproximadamente 30 kDa
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Con los datos obtenidos hasta ahora no se puede excluir la posibilidad
de que las bandas de mayor peso que el doblete sean agregados muy
ecstables de N30, pero hay uno que apunta a que el doblete se origina de la
banda de 60 kDa. Este dato se obtuvo cuando se analizé la muestra de
protefnas extrafdas directamente con solucién de Laemmli después de
haber sido almacenada por unos dfas y se observé que aparecieron ‘otras
dos bandas de peso molecular entre 30 y 60 kDa, ademads de que la banda
superior del doblete aumenté de concentracién (Fig. 19). También
concuerda con esta hipétesis el hecho de que el doblete haya sido
detectado en la fraccién de 40-60% de etanol de las protefnas extrafdas con
dcido tricloroacético al 10% (Fig. 19) en la que originalmente sélo se habfa
detectado la banda de 60 kDa y otras dos bandas de peso un poco menor
(Fig. 18). Sin embargo, algo que no estid claro es cémo puede haber
degradacién de la banda de 60 kDa cuando las protefnas han sido
desnaturalizadas con 10% de 4cido tricloroacético y/o por calor en
presencia de SDS y reductor (2-mercaptoetanol). Tal vez haya proteasas
presentes en las muestras que son capaces de recobrar su actividad aiin en
estas condiciones desnaturalizantes.

8) Inmunolocalizacién de la nodulina 30

En cuanto a la inmunolocalizacién, el hecho de que la nodulina 30
haya sido detectada en las células infectadas (Figs. 20 y 21) es consistente
con los resultados obtenidos de la hibridacién in situ de los transcritos de
N30 en cortes de nédulo (Campos et al., 1995) y con la expresién de GUS
bajo el promotor de nodulina 30 en plantas transgénicas (Carsolio et al.,
1994), en los cuales se habja detectado su expresién s6lo en este tipo de
células. Con este resultado también se descarta la posibilidad de que la, N30
estuviera siendo excretada hacia la pared celular. Es miés, la nodulina 30 al
parecer se encuentra en el citosol de las células infectadas (Fig. 21), pero,
dado que una célula infectada posee gran cantidad de simbiosomas, ain
cabe la posibilidad de que esta protefna se encuentre en el espacio
peribacteroidal, lo cual puede ser posible debido a que posee un posible
péptido seiial (Fig. 5). Para determinar la localizacién exacta de la N30
dentro de las células infectadas del nédulo es necesario hacer la
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inmunolocalizacién con oro coloidal en  microscopio electrénico. Esto se
intent6 anteriormente (Campos et al., 1992), pero los resultados no fueron
conclusivos, tal vez porque el anticuerpo no reconozca al antfgeno después
de haber sido fijado por los métodos empleados en microscopfa o porque
los epftopes que reconoce el anticuerpo no queden accesibles para &1 (Jaime
Padilla, comunicacién personal).

9) Posibilidad de la N30 para interaccionar con otras proteinas

Otra posibilidad que surge en cuanto a las caracterfsticas de la
nodulina 30 es que pudiera interaccionar con otras protefnas a través de su
extremo carboxilo-terminal rico en prolinas, ya que éste es similar a
secuencias de unién a dominios SH3 (Fig. 26), los cuales estdn involucrados
en la interaccién especifica entre proteinas (Pawson ¥y Schlessinger, 1993)
y han sido identificados en protefinas de células animales que est4n
involucradas en la transmisién de sefiales de receptores con actividad de
tirosina-cinasa. Algunas de estas proteinas tienen actividades enzimaticas
(ej. c-Src, PLCy1l y Ras-GAP), mientras que otras funcionan sélo como
adaptadores moleculares (ej. Crk, Grb2 y Nck). También se han encontrado
dominios SH3 en protefnas de citoesqueleto, tales como miosina 1B, fodrina
y la protefna de levadura ABP-1 que se une a actina (ver Pawson ¥y
Schlessinger, 1993). Los dominios SH3 se unen a secuencias ricas en prolina
(Yu et al.,, 1994), y la regién rica en prolinas de la nodulina 30 tiene cierta
similaridad con una secuencia de la proteina de ratén 3BP-1 (Fig. 26), la
cual in vitro presenta actividad GAP (proteina activadora de GTPasa) con
especificidad para proteinas G relacionadas a Rac (Cicchetti et al.,, 1995), y
es capaz de unirse a dominios SH3 (Ren et al., 1993; Cicchetti et al., 1992).
Sin embargo, hasta ahora no se han podido aislar proteinas con dominios
SH3 6 con secuencias de unién a dominios SH3 en plantas, a pesar de haber
usado una gran variedad de técnicas para conseguirlo (Avonce, 1997).,

Otra proteina con la que podria interaccionar nodulina 30 es 1la
profilina, ya Qque in vitro esta 1ultima interacciona fuertemente con
secuencias de poli-L-prolina (Vidali et al., 1995).

La posibilidad de que la nodulina 30 esté interaccionando con otras
protefnas es apoyada por los experimentos de fraccionamiento con etanol,
donde la nodulina 30 precipita en dos fases, comportindose como complejo
de alto peso molecular y como proteina monomérica (Figs. 10 y 23).
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a dor)ninios SH3 de la proteina 3BP-1 de ratén (Ren et al., 1993; Cicchetti et al., 1992 y
1995).
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CONCLUSIONES

En base a los resultados obtenidos durante la realizacién de este
trabajo, se pueden hacer las siguientes conclusiones:

1. La nodulina 30 producida por levadura se excreta al medio de cultivo,
muy probablemente debido a su péptido seiial.

2. La clona pESN30, al ser expresada en levadura, da origen a un par de
bandas similares a las de nédulo, pero con un peso ligeramente mayor. En
un gel de dos dimensiones estas bandas presentan varios puntos de
enfoque a Jlo largo del gradiente isoeléctrico, originando un barrido
parecido al observado con los productos de traduccién in vitro de ARNm de

nédulos de frijol.

3. Debido a que la clona pESN30 expresada en levadura da origen a un par
de bandas parecidas a las que detecta el anticuerpo en extractos proteicos
de nédulos, es probable que también estas iiltimas provengan del mismo

gen.

4. La nodulina 30 presenta un comportamiento peculiar en las

precipitaciones con etanol, pues precipita en dos fases: a concentracién baja
de etanol (209%), comportindose como complejo macromolecular, y a
concentracién alta (80%), comportidndose como una protefna muy soluble.

4. En muchos de los ensayos realizados se pudo apreciar que la nodulina 30
es muy susceptible a la degradacién, pues con frecuenciala el doblete
disminufa de concentracién y aparecfan bandas hacia abajo de éste.

6. Al parecer, la banda de 60 kDa que reconoce el anticuerpo es capaz de
dar origen al doblete de alrededor de 30 kDa, sugiriendo que dicha banda
es una forma modificada de N30 (glucosilada) o que se trata de un
complejo estable de N30 que se disocia muy lentamente.
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7. Mediante los experimentos de inmunolocalizacién se determiné que la
proteina N30 se encuentra en el interior de las células infectadas del
nédulo, corroborando los resultados anteriores en los que sélo se detecté su
expresién en estas células, y descartando la posibilidad de que estuviera
siendo excretada hacia la pared ceclular. Al parecer, la nodulina 30 se
encuentra dispersa en el citopldsma, pero adn cabe la posibilidad de que se
encuentre en el espacio peribacteroidal o asociada a la membrana
peribacteroidal.

8. En base a la secuencia deducida de aminoicidos, se determiné que la
nodulina 30 presenta caracteristicas parecidas a las protefnas
arabinogalactanas, como son: alto contenido de prolinas, alaninas y serinas,
y bajo contenido de tirosinas. Ademds, otra caracterfstica que comparte la
nodulina 30 con las protefnas arabinogalactanas es su alta solubilidad.

9. También en base a la secuencia deducida de aminodcidos, se encontré
que la N30 posee un posible sitio de unién a dominios SH3 parecido al de la
protefna 3BP1 de ratén.

PERSPECTIVAS

1. Microsecuenciar las bandas de nodulina 30 que se obtienen al llevar a
cabo el protocolo de enriquecimiento desarrollado en este trabajo para
determinar si las dos bandas son precursor y producto o se trata de
protefnas diferentes, . ademds de precisar el sitio de corte (procesamiento)
si fuera el caso.

2. Probar, mediante experimentos tipo “western’”, si la nodulina 30 se une
a dominios SH3 o a profilina. -

3. Determinar, mediante el uso de lectinas, si las bandas de nodulina 30
presentan glucosilaciones.

4. Determinar si la nodulina 30 se encuentra formando complejos

macromoleculares, lo cual se podria llevar a cabo por filtracién en gel o por
electroforesis en geles no desnaturalizantes (nativos).
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5. Llevar a cabo mis experimentos para corroborar que la banda de 60 kDa
puede dar origen al doblete. Una forma serfa correr la fraccién donde se
enriquece la banda de 60 kDa, cortar esa region, homogeneizarla, y

volverla a correr después de haber sido incubada por diferentes tiempos a
37°C para ver si aparece el doblete.

6. Valdrfa la pena intentar nuevamente la inmunolocalizacién en cortes de
nédulo mediante microscopfa electrénica y oro coloidal para determinar
exactamente la localizacién de la N30 dentro de la célula.

7. También seria bueno estandarizar la expresién de nodulina 30 en
levadura, ya que los resultados que se obtuvieron usando este sistema
fueron muy interesantes. Asi, se podria caracterizar el péptido seiial de
nodulina 30 al expresar ésta sin dicho péptido y otra protefna diferente
fusionada al péptido seiial de nodulina 30. Para llevar a cabo una expresién
consistente de N30 se podrifan probar otras cepas de levadura y/o algin
otro pliasmido para expresién cuya induccién se pueda modular.

8. Finalmente, ya que la purificacioén de la nodulina 30 por métodos
convencionales resulté ser miés diffcil de lo esperado, una forma para
purificarla (o terminar de purificarla) seria mediante una columna de
inmunoafinidad hecha con anticuerpos dirigidos contra ella. Para ello serd

necesario obtener una buena cantidad de anticuerpos que nos permita
llevar a cabo este fin.
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