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Resumen

p33/p36 son glico-proteinas de la pared celular de frijol, se encuentran
relacionadas antigénicamente y se acumulan en forma soluble en la pared,
como respuesta a estrés hidrico y a acido abscisico (Covarrubias et al,
1995). La secuencia parcial dc estas proteinas las relacionan con la familia
de las Proteinas Ricas en Prolina (PRPs) como PRP2 y PRP4 de soya.

Se ha observado que p33/p36 se adhieren a protoplastos de hoja de frijol y
a microsomas de membrana plasmatica, esta uni6on es competida por
péptidos y proteinas que incluyen la secuencia RGD y es anulada por
tratamientos con tripsina (Garcia-Gomez, B. er af, 2000).

Con la finalidad de identificar la(s) proteina(s) en la membrana plasmatica
capaces de interactuar con p33/p36, se decidi6 usar una columna de
afinidad con p33/p36 como anzuelo, en este trabajo se establecieron las
condiciones para ello. )

Se optimiz6 la extraccion y purificacién de p33/p36, a partir de plantulas
de frijol sometidas a estrés hidrico, y se establecieron las condiciones para
acoplar este par de proteinas en una matriz de afinidad.

Se obtuvieron fracciones enriquecidas en proteinas de membrana
plasmética y se ensayaron varios detergentes para soubilizarlas., Los
solubilizados se aplicaron a la matriz de afinidad preparada con p33/p36 y
se obtuve fraccionamiento de patrén de proteinas totales, indicando que
hay interaccion diferencial entre la sefarosa-p33/p36, y la sefarosa-
albumina que se uso como control.



1. Introduccion

1.1. Pared Celular Vegetal

1.1.1. Pared o matriz extracelular vegetal

Las primeras observaciones de tejidos vegetales fueron realizadas
en el siglo XVII a través de uno de los primeros microscopios
Opticos que se¢ construyeron. Hoy sabemos que lo que Hooke
observd, cuando introdujo ¢l nombre de células, fueron paredes
celulares de corteza de corcho (Darnel er al. 1988). Con el
desarrollo de la microscopia en el siglo XIX, se establecid que las
células vegetales se encuentran rodeadas y circunscritas por una
capa firme a la que las plantas deben su rigidez y flexibilidad. Por
la misma época se identificaron las partes de la pared y su
diversidad en los diferentes tejidos. )

Con base en los conocimientos que se han acumulado sobre éste
organelo, se ha propuesto reemplazar el nombre de pared
celular por matriz extracelular, con la intencién de eliminar
el prejuicio derivado de la anatomia clasica de que la pared es
solamente una caja rigida que contiene a las células vegetales.
Independiente de cdémo se le llame, hoy en dia sabemos que la
pared o matriz extracelular vegetal, esta involucrada en eventos
tan importantes como la elongacién celular, la morfogénesis, la
respuesta de la planta a factores bidticos y abidticos, entre otros.
La complejidad de éstos procesos, y la regulacion tan estrecha
que deben tener al interior y al exterior de la célula, obligan a
pensar en la pared celular vegetal como un componente
dinamico, co-responsable de multiples procesos importantes
(Roberts 1994).

1.1.2.La pared celular cambia con el desarrollo
de células y tejidos, y lo condiciona.

La pared celular vegetal se constituye durante la divisiéon de las
células, a partir de vesiculas que provienen del aparato de Golgi.



Estas vesiculas acarrean los componentes de la membrana
plasmatica y contienen a los componentes de pared celular, se
localizan en el plano de divisién de la célula, al que son guiadas
por un arreglo del citoesqueleto conocido como fragmoplasto.
Cuando las vesiculas del fragmoplasto se fusionan constituyen el
plato celular el cual crece desde el interior de la célula en
divisidn, hasta ponerse en contacto con las paredes laterales.

En su primera etapa, la matriz extracelular es delgada
(usualmente entre 100 y 200 nm), se le llama pared primaria y
es producto de la acumulacién de 3 o 4 capas sucesivas de
microftbrillas de celulosa. En cada capa, las microfibrillas de
celulosa se orientan dependiendo de la disposicion de los
microtibulos corticales, los cuales alinean al complejo de la
celulosa sintetasa. La elongacidon celular ocurre en el eje
perpendicular al de las microfibrillas de la capa de pared que se
estd depositando. En la medida que se acumulan nuevas capas en
la matriz extracelular, en las capas anteriores las microfibrillas de
celulosa se re-acomodan.

Una vez que ha cesado el crecimiento, algunas células sintetizan
capas adicionales de pared celular, a las que se llama pared
secundaria. Esta pared secundaria se relaciona con la
especializacion de cada tipo celular, a diferencia de la pared
primaria contiene una mayor proporcién de celulosa, lignina y/o
suberina, y otros compuestos dependiendo del tipo de célula y de
su funcién (Carpita & Mccann 2000),

En sistemas animales se ha establecido que algunos componentes
de la matriz extracelular afectan los patrones de desarrollo de la
célula, definiendo una u otra linea de diferenciacién (Alberts er
al. 1994).

En vegetales hay reportes que indican, que en embriones del alga
parda Fucus sp, la presencia de pared celular proveniente del
rizoide, es suficiente para convertir protoplastos de células del
tallo en células de rizoide (Quatrano & Shaw 1997). En cultivos
embriogénicos de células de zanahoria, un factor soluble que se
libera a la matriz extracelular por algunas de las cétulas
presentes en el cultivo, es necesario para el desarrollo de
embriones somdaticos (Mccabe et al. 1997). Otro factor soluble



localizado en la pared celular de Zinnia sp, es capaz de
transformar células de mesdfilo, en células de protoxilema
parecidas a traqueidas (Pennell 1998). Estas observaciones
muestran, que también en vegetales la matriz extracelular es
capaz de condicionar el desarrollo de las células.

1.1.3. Composicion de la pared celular vegetal

La pared celular vegetal estd compuesta por una red de
polisacaridos y proteinas, que estd embebida en una matriz
gelatinosa de carbohidratos, proteinas y otras moléculas. La
composicion de la pared varia entre tipos celulares y entre
diferentes grupos taxonomicos (Carpita & Mccann 2000).

El principal componente de la pared celular vegetal es la
celulosa, que representa entre el 15% y el 30% del peso seco de
las paredes primarias, dependiendo del tejido y de la especie. La
red de celulosa estd conformada por microfibrillas, en las cuales
cadenas de poly 1-4-B-D-glucosa se ensamblan mediante puentes
de hidrogeno.

Las fibras de celulosa se encuentran atadas por carbohidratos no
fibrilares a los que se denomina genéricamente hemicelulosa.
Los componentes mayoritarios de la hemicelulosa son
xiloglicanos (XiGs) en las dicotiledoneas y algunas
monocotiledoneas, y glucuronarabinoxilanos (GAXs) en las
restantes monocotiledoneas y en gimnospermas (Carpita &
Mccann 2000).

El otro grupo de carbohidratos abundantes en las paredes
celulares vegetales, es lo que se conoce como pectina. La pectina
es un polisacarido no fibrilar, rico en acido D-galacturénico,
heterogéneamente ramificado y muy hidratado. Los componentes
mayoritarios de la pectina son: los homogalacturonanos (HGA) y
ramnogalacturonanos I (RG I) (Carpita & Mccann 2000). La
matriz de pectina determina la porosidad de la pared,
proporciona cargas que modulan el pH y con ¢l la dinamica
ionica. Se ha propuesto que la pectina actia en la regulacién de
la adhesién entre células, porque se acumula en la lamela media,
y se le ha relacionado con el reconocimiento de simbiontes,



parasitos ¢ insectos. También se ha planteado que participa en la
retencion de las enzimas de la matriz extracelular regulando su
actividad por localizacién (Showalter 1993, Carpita & Mccann
2000).

Lignina y suberina son polimeros complejos compuestos por
fenilpropanoides y alcoholes aromaitico. Se acumulan en algunas
paredes secundarias y, en casos excepcionales, en paredes
primarias. La lignina, la suberina y ceras como la cutina, le
confieren impermeabilidad al agua a los tejidos en los que se

depositan (Carpita & Mccann 2000).

Incluidas en la red de polisacaridos, se encuentran diversas
proteinas, entre ellas: enzimas relacionadas con la produccién de
nutrientes como la glucosidasa, enzimas relacionadas con el
metabolismo de la pared como las xiloglucan-transferasas,
peroxidasas y lacasas, proteinas relacionadas con defensa como
thioninas, proteinas de transporte como las transportadoras de
lipidos, etc. (Showalter 1993, Liyama et al. 1994).

Formando parte de esta red que es la pared celular, se
encuentran las llamadas proteinas estructurales de la pared
celular vegetal. Estas proteinas estructurales comparten algunas
caracteristicas: son ricas en uno o© dos aminodcidos, tienen
dominios con secuencias repetidas y estdn glicosiladas en mayor
o menor grado (ver mas adelante) (Cassab 1998, Reiter 1998,
Sommer-Knudsen et al. 1998, Carpita & Mccann 2000).

La pared, como otros componentes de la célula vegetal, responde
a las condiciones ambientales modificando su estructura vy
composicion (Liyama er al. 1994, Cassab 1998, Sommer-Knudsen
et al. 1998). Estas modificaciones dependen de la planta, el tejido
y la condicién ambiental que los afecta, por lo cual las respuestas
son diversas y complejas. Por ejemplo, en la respuesta a
patégenos se acumulan en las paredes diferentes proteinas
relacionadas con la defensa, como tioninas y quitinasas. También
se acumulan proteinas que modifican la estructura de la pared
como una peroxidasa de frijol, que se insolubiliza a si misma en



la matriz extracelular por efecto de elicitores (Morimoto et al.
1999). Y en algunos casos se forman barreras de celulosa y/o
otros componentes estructurales, que evitan el paso del patdgeno
(Brownleader et al. 1997, Cassab 1998, Sommer-Knudsen et al.
1998, Robertson er al. 1999, Carpita & Mccann 2000).

En respuesta al déficit hidrico se ha encontrado que se induce la
transcripcion de genes que codifican para diferentes proteinas de
pared celular, entre ellas varias PRPs (José-Estanyol &
Puigdoménech 2000). También se ha encontrado que en la pared
se acumulan proteinas como p33 y p36 de frijol, y otras
proteinas como la de 10 kDa que se acumula en lineas celulares
de chile, que son osmotolerantes; hasta la fecha, no se ha
establecido el mecanismo de accién de ninguna de estas
proteinas {Covarrubias et al. 1995, Quintero-Higuera et al. 1997).
En respuesta a la sequia también se ha encontrado que la pared
modifica su estructura. Ejemplo de ello, es que durante el estrés
hidrico se acumulan e insolubilizan varias proteinas de Pinus
banksiana {(Marshall et al. 1999).

1.2. Proteinas estructurales de la pared celular
de plantas.

Como se menciond arriba, las llamadas proteinas estructurales de
la pared celular son ricas en un algin aminoidcido o en
combinaciones de ellos y, en concordancia, se les denomina:
glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (HRGPs por
* hidroxiproline-rich proteins’) o extensinas, proteinas ricas en
prolina/hidroxiprolina (PRPs por ‘proline-rich glicoproteins’),
arabinogalactanas (AGP por ‘arabinogalactan-protein’) 'y
proteinas ricas en glicina (GRP por ‘glycine-rich protein’)
{Cassab 1998, Sommer-Knudsen et al. 1998).

Se ha planteado que las extensinas, las PRPs y las AGPs tienen un
origen comun a partir de un ancestro rico en prolina, hipétesis
que es consistente con la localizacion de proteinas similares a
extensinas en la pared de algas cloroficeas. Adicionalmente, se
encuentran arabinogalactanas en briéfitos y embridfitos, y se han
reportado extensinas y proteinas ricas en prolina tanto en



gimnospermas como en angiospermas. De acuerdo con lo
anterior, ¢l motivo ProProXYLys de las proteinas ricas en prolina
debié aparecer en los embridfitos tempranos, a partir del motivo
Ser(Pro), de las extensinas o de un ancestro comin (Sommer-
Knudsen ef al. 1998).

Se han reportado una proteina de maiz y otra de frijol que tienen
un dominio tipico de PRP y otro dominio pobre en Pro,
hidrofébico, y con varias Cys en el extremo carboxilo terminal
(Williamson 1994). La identificacién de éstas y otras proteinas
quiméricas, que incluyen regiones caracteristicas de méas de una
familia de proteinas, ha permitido que algunos autores sugieran
que la clasificacion en PRPs, HRGPs, GRPs y AGPs es mas adecuada
para las regiones que para las proteinas mismas (Williamson
1994, Cassab 1998).

Regiones ricas en prolina

Varias de las proteinas de la pared celular contienen regiones
ricas en prolina. Las regiones ricas en prolina se encuentran en
diversas proteinas tanto de plantas como de animales y de
hongos. Su funcidn aunque no esta claramente establecida, se ha
relacionado con interacciones entre regiones de proteinas o entre
proteinas.

La presencia de estas regiones ricas en prolina en un segmento de
la RNA polimerasa II y en algunos factores de transcripcidn, ha
permitido plantear la hipdtesis de que estas regiones actian
estabilizando complejos proteicos de estequiometria wvariable
pero conformacién espacial definida. La rigidez del enlace
peptidico entre prolinas sugiere la hipotesis de que las regiones
ricas en prolina favorecen las interacciones entre proteinas
(Williamson 1994).

Relacionado con la interaccién entre proteinas mediada por
regiones ricas en prolina, el antigeno mas abundante en la
superficie celular de hifas de Candida albicans es una proteina
rica en prolina, denomjnada HWPI. Esta proteina, se ubica en la
matriz extracelular de la hifa y se entrecruza con las células



epiteliales del hospedero por efecto de la transglutaminasa de
mamiferos (Staab et al. 1999).

Otro caso bien conocido de regiones ricas en prolina que se
involucran en interacciones entre péptidos, se encuentra en
proteinas como el coldgeno. Esta establecido que el colageno
constituye hélices triples que dependen de residuos prolina, estas
hélices su vez, se conforman en fibras, y de estas fibras depende
la actividad estructural del coldgeno en la matriz extracelular de
mamiferos (Baum & Brodsky 1999).

1.2.1. Glicoproteinas ricas en  hidroxiprolina
(HRGP) o Extensinas.

Las extensinas estan codificadas por familias de genes altamente
representadas en dicotiledoneas y menos comunes en las
gramineas (Cassab 1998).

Las HRGPs son proteinas ricas en hidroxiprolina (Hyp), en serina
y en ciertas combinaciones de valina, tirosina, lisina e histidina,
Se caracterizan por la repeticion de la secuencia Ser(Pro/Hyp)s, vy
pueden presentar otras secuencias repetidas que varian de un
grupo taxondomico a otro (Williamson 1994, Cassab 1998). Las
extensinas estan glicosiladas fundamentalmente con arabinosa
(entre uno y cuatro residuos), la cual se encuentra unida
mediante enlace O-glicosidico a la mayoria de los residuos de
Hyp (Sommer-Knudsen er al. 1998).

Las extensinas en solucién, pueden asumir conformacion en
hélice de poliprolina II lo cual se comprobé mediante dicroismo
circular en extensinas de =zanahoria. Usando microscopia
electrénica se les ha observado en conformacién de bastén (‘rod-
like"), la cual depende de la glicosilacién en Hyp (Holst & Varner
1984).

Las extensinas se secretan a la matriz extracelular como
mondmeros y se ha propuesto que se inmovilizan en la pared
mediante enlaces c¢ruzados entre tirosinas (Cassab 199§,
Sommer-Knudsen et al. 1998). Lo anterior se sostiene, por que
hay evidencia de que in vivo las extensinas se insolubilizan por
elicitores y de que una peroxidasa de rébano es capaz de
promover, in vitro, la formacién de enlaces cruzados entre



extensinas, y entre una extensina y una PRP (Brownleader e al.
1997, Otte & Barz 2000). También in vitro, se confirmd la
formacion de enlaces tirosina-tirosina usando peroxidasa de
pared de chicharo (Sommer-Knudsen er al. 1998).

De otro lado, se ha caracterizado una peroxidasa de matriz
extracelular de Scutelaria baicalensis que contiene una regién
tipo extensina y se inmoviliza a si misma en la pared celular en
respuesta a elicitores (Morimoto et a/. 1999). Ademads, en algodén
se han encontrado extensinas entrecruzadas-con la fraccion RGI
de las pectinas (Cassab 1998).

Los "patrones de expresion de diferentes extensinas como extA de
Brasica napus, HRGP4.1 de frijol, AtEPR1 de Arabidopsis y
HRGPnt3 de tabaco, sugieren que las extensinas forman parte,.
junto con la lignificacién, de la respuesta al estrés por tension
(Cassab 1998, Merkouropoulos er al. 1999, Dubreucq et al
2000).

Las extensinas estan involucradas en 'la respuesta a heridas y en
la respuesta al ataque por patdgenos. Respecto de lo ultimo, hay
evidencias que sugieren que las HRGPs participan en la
constituciéon de barreras fisicas para inmovilizar al patégeno
atacante (Williamson 1994, Cassab 1998, Merkouropoulos ef al.
1999).

Finalmente, algunas extensinas presentan patrones de expresion
especificos durante el desarrollo de diferentes tejidos (Reiter
1998, Sommer-Knudsen er ai. 1998, Merkouropoulos et al. 1999,
Dubreucq et al. 2000). El que la extensinas interactien con otros
componentes de la pared, se estructuren en fibras, se asocien con
la formacién de barreras y la resistencia a tensidn mecanica, ha
hecho pensar que las extensinas desempefan una funci6n
estructural en la pared celular.

1.2.2. Proteinas ricas en prolina (PRP).

Las PRPs estan codificadas por familias de varios genes que se
caracterizan por tener secuencias repetidas y/o palindromicas
del motivo ProProXYLys en donde X puede ser valina, treonina,
histidina o alanina y Y puede ser triptofano, treonina, glutimico
o prolina. El segundo residuo de Pro (y/o el tercero en caso de



existir} suelen estar modificados post-transcripcionalmente por
hidroxilacion (Williamson 1994)

Las PRPs son proteinas basicas por su alto contenido de lisina y
estdn poco glicosiladas con arabinosa y en algunos casos con
galactosa. La glicosilacion sucede fundamentalmente mediante
enlaces O-glicosidicos aunque existe N-glicosilacién (Sommer-
Knudsen et al. 1998).

De acuerdo con el analisis de las secuencias génicas descritas,
Fowler y colaboradores proponen la subdivisién de las PRPs en
tres grupos. El primer grupo, en el que se incluye una PRP de
zanahoria, SbPRP1 y SbPRP2 de soya, se caracteriza porque su
estructura primaria se compone, casi exclusivamente, de
repetidos del pentapéptido tipico PPV(Y/H/EWK/T) (Fowler et al.
1999).

En el segundo grupo se incluyen PvPRP1 de frijol, TPRP-F1 de
tomate, AtPRP! y AtPRP3 de Arabidopsis. Este grupo, se
caracteriza porque la region amino terminal de estas proteinas
contiene, aparte de la senal putativa de transito a la matriz
extracelular, una regidén rica en prolina que incluye los repetidos
PPX YK caracteristicos de la familia. En cambio, la regién carboxilo
terminal de la proteinas de este grupc es pobre en prolina, sin
repetidos y generalmente cargada. Para algunas de las proteinas
de la pared celular que presentan esta estructura bipartita, se ha
planteado que estin involucradas en interacciones con otros
componentes de la pared (Fowler er al. 1999).

En este segundo grupo, al que corresponderian MsPRP2 de alfalfa
(Deutch & Winicov 1995) v DcAGPl de zanahoria (Baldwin et al.
2001), se encuentran las proteinas que José-Estanyol vy
Puigdoménech denominan PRPs hibridas. Las PRPs hibridas se
caracterizan por que la regién carboxilo terminal de la proteina
es hidrofébica, contiene seis u ocho cisteinas conservadas, no
contiene repetidos ni es abundante en prolina (José-Estanyol &
Puigdoménech 2000).

El tercer grupo de las PRPs se define a partir de AtPRP2 y AtPRP4
de Arabidopsis. Las proteinas de este grupo presentan en la
regiéon amino terminal la correspondiente seflal putativa de
transito a la matriz extracelular y una regién sin secuencias



repetidas. En la regién carboxilo terminal son ricas en prolina vy
contienen secuencias repetidas PPV y P(V/I)YKPPV, también
contienen repetida la secuencia KKPCPP que esta presente en
otras PRPs y se considera susceptible a entrecruzamiento
mediante enlaces bisulfuro (Fowler ef a/. 1999).

En cuanto a la localizacion a las PRPs, se les ha encontrado en
diferentes tejidos y acumuladas en respuesta a diferentes
estimulos. Se han identificado PRPs en tejido en desarrollo de
soya, en tejido sexual de Nicotiana tabacum y Nicotiana alata, en
fibras de algoddn, en embriones de maiz, en frutos de tomate, en
alfalfa, en frijol, en nddulos inducidos por Rhizobium sp en
legumbres, entre otros (Hong er al. 1990, Showalter 1993,
Williamson 1994, Deutch & Winicov 1995, Orford & Timmins
1997, Cassab 1998, Reiter 1998, Sommer-Knudsen er al/. 1998,
José-Estanyol & Puigdoménech 2000). Se ha identificado
induccién de la expresion de diferentes PRPs en respuesta a
heridas, en respuesta al ataque de patdgenos, en respuesta a
estrés tensil, en respuesta a déficit hidrico, en respuesta a sales y
en respuesta a bajas temperaturas. También se les ha encontrado
durante la embriogénesis somatica, en el desarrollo de embriones
zigoticos, en la maduracién del fruto y en la formacién de pelos
radicales. (Creelman & Mullet 1991, Covarrubias er al. 1995,
Orford & Timmins 1997, Cassab 1998, José-Estanyol &
Puigdoménech 1998, Fowler er al. 1999, Bernhardt & Tirney
2000).

Las PRPs como las extensinas, han sido implicadas en 1la
lignificaciéon por la afinidad observada de los residuos de prolina
con los grupos fendlicos, lo que concuerda con que se les
encuentra en xilema, protoxilema y en floema (Cassab 1998,
Fowler er al. 1999, José-Estanyol & Puigdoménech 2000). Sin
embargo, el transcrito de FSPRP de fibras de algoddén es
abundante durante los primeros estadios del desarrollo de las
fibras y disminuye cuando se sintetiza la pared secundaria
(Orford & Timmins 1997). Esta evidencia pone en duda el que la
familia de las PRPs se relacione exclusivamente con las células
diferenciadas y la pared secundaria.
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Adicionalmente, la expresion de AtPRP3 esta limitada a los
tricoblastos (células de epidermis de raiz que forman pelos
radicales) y estd afectada por auxinas y etileno igual que la
formacién de pelos radicales. De lo que se asume, que esta
proteina que se relaciona con alguna caracteristica particular de
los tricoblastos a lo largo de su diferenciaciéon (Bernhardt &
Tirney 2000).

También, existen las proteinas TTS (por ‘transmitting tissue
style’) a las cuales se les ha considerado intermedias entre PRPs
y AGPs. En el tejido transmisor del estilo, que estd compuesto por
las matrices extracelulares de las células del estilo, TTSI
contribuye con el gradiente de glicosilacion del que depende la
migraciéon del tubo polinico. (Reiter 1998).

Estos resultados indican que no es posible asociar a la familia de
las PRPs con un estadio particular del desarrollo celular, ya que
se les encuentra tanto, durante la diferenciacion de los tejidos,
como en las etapas diferenciadas. _

En cuanto a la funcién, evidencia indirecta indica que algunas
PRPs (como las extensinas) se insolubilizan rapidamente en la
pared en respuesta a elicitores y estrés mecanico, en un proceso
catalizado por peroxidasas de la pared. Por analogia con las
extensinas, se ha propuesto que esta insolubilizacion depende de
eniaces tirosina-tirosina (Liyama et al. 1994, Williamson 1994,
Sommer-Knudsen et a/. 1998, Otte & Barz 2000).

También se ha planteado que las PRPs pueden tinteractuar
idnicamente, por e¢jemplo con las pectinas acidas. Lo cual se
deriva de su alto punto iso-eléctrico y el que se solubilicen
parcialmente con sal (Williamson 1994, Cassab 1998, Sommer-
Knudsen er al. 1998).

" Estas propiedades han hecho que se proponga que las PRPs
desempefian un papel estructural, sin embargo, también se ha
planteado que las PRP hibridas podrian interactuar con la
membrana plasmatica a través de la regidn hidrofobica del
segmento carboxilo terminal (José-Estanyol & Puigdoménech
2000).
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1.2.3. Arabinogalactanas (AGP).

Estos proteoglicanos se caracterizan porque sdlo el 10% del peso
(o menos) es proteina, el restante 90% del peso son
carbohidratos, los cuales estdin compuestos fundamentalmente
por arabinosa, aunque otros azlcares pueden estar presentes. La
glicosilacion de las AGPs generalmente estd compuesta por
cadenas de polisacaridos grandes de (50 residuos o mas), muy
ramificados que se unen al péptido mediante enlaces O-
glicosidicos en Ser e Hyp (Sommer-Knudsen er al. 1998). Un sélo
nicleo proteico puede glicosilarse de maultiples formas
(Williamson 1994).

El péptido de las arabinogalactanas es rico en hidroxiprolina,
alanina, treonina, serina, y glicina, contiene varios repetidos Ala-
Hyp y su composicién final de aminoacidos varia entre especies y
tejidos (Williamson 1994, Cassab 1998, Sommer-Knudsen er al.
1998).

Las arabinogalactanas son resistentes a altas temperaturas y a
tratamiento con alcali en frio, asi como a protedlisis, gracias a la
altisima glicosilacién (Willlamson 1994, Cassab 1998). A pesar de
lo anterior, experimentos de pulso y caza revelaron que la vida
media de algunas AGPs es muy corta, lo que se ha atribuido a un
mecanismo activo de degradacidon especifica (Cassab 1998).

Las arabinogalactanas, como las oligosacarinas, pueden ser
internalizadas por un sistema de vesiculas, mediado por un
receptor de endocitosis y pueden ser acumuladas en la vacuola
(Williamson 1994). Este sistema de transporte puede estar
relacionado con el mencionado mecanismo de recambio de AGPs
(Cassab 1998).

Las arabinogalactanas se encuentran presentes en gomas,
exudados y en la pared celular, cominmente se asume gque no
estan unidas covalentemente a los demas componentes de la
pared, como las extensinas o las PRPs {Cassab 1998). Sin
embargo, evidencia reciente indica que hay una fraccion de AGPs
en fibras de lino, que sdlo puede liberarse de la pared, con
tratamientos a pH basico o mediante degradacién con celulasa,
Esto indica que al menos esta fraccion de las AGPs esta
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firmemente atada al componente celulésico de la pared (Girault
et al. 2000).

Se ha propuesto que las AGPs actian como barreras, lubricantes
y/o humectantes. (Williamson 1994, Cassab 1998). También se
ha observado que las AGPs actian en la morforregulaciéon en
plantas no vasculares como en bridfitos y hepéaticas. Actian en la
regulacion de la embriogénesis somdtica en zanahoria y se les
relaciona con la expansion y muerte celular (Mccabe et al. 1997).
De hecho, LeAGPl de tomate se inmunodetecta en tejido vascular
en diferenciacién y desaparece en los vasos diferenciados, lo que
la relaciona con el patrén de muerte celular programada (Gao &
Showalter 2000).

Por otro lado, en tubos polinicos de Lilium sp, usando el reactivo
Yariv que une arabinogalactanas, se establecid la importancia de
AGPs para el ensamble correcto de la pared en este dérgano (Roy
et al. 1998). '

1.2.4. Proteinas ricas en Glicina (GRPs).

Al igual que las extensinas y las PRPs, las proteinas ricas en
glicina estan codificadas por familias de varios genes y su
expresion estd regulada durante el desarrollo, y por miltiples
estimulos como el dano, el frio, la luz, el ritmo circadiano, la
infeccidon de patogenos y las fitohormonas acido abscisico (ABA)
y acido indolacético (AIA) (Williamson 1994, Reiter 1998,
Sacheto-Martins et al. 2000).

Como su nombre lo indica, las GRPs se caracterizan por su alto
contenido de glicina (hasta el 70%) y por que en su estructura
primaria presenta secuencias cortas (Gly-X) repetidas (Keller
1993, Williamson 1994, Cassab 1998).

La presencia de un péptido sefial putativo en el extremo N-
terminal, en la mayoria de las secuencias de cDNA aisladas,
sugiridé que las GRPs son transportadas a la pared celular y esta
localizacién ha sido confirmada mediante ensayos de
inmunolocalizacién (Williamson 1994, Ryser et al. 1997, Cassab
1998). Sin embargo, también se ha confirmado la presencia
citosdlica y en el nucleo de algunas GRPs que carecen del péptido
sefial (Sacheto-Martins et al. 2000).

13



De hecho, con base en la secuencia de aminoicidos predicha, las
GRPs de plantas se pueden agrupar en dos categorias: las que
transitan por el reticulo endoplasmico (hacia la pared, en los
casos que estd confirmado), y las que unen RNA, como lo hacen
algunas proteinas ricas en glicina de animales y hongos (Sacheto-
Martins et al. 2000).

A las GRPs de pared se les asocia con células en proceso de
lignificacién, por lo que se asume juegan un papel importante en
el desarrollo del tejido vascular y en respuesta al estrés por
heridas (Ryser et al. 1997, Cassab 1998). Sin embargo, algunas
AGPs se acumulan preferencialmente en tejidos como la
epidermis de hojas y polen, las anteras, el estilo, los 6vulos y los
frutos maduros, los nddulos inducidos por Rhizobium sp y los
entrenudos, que no son tejidos que se lignifiquen. Todo lo
anterior dificulta las generalizaciones respecto a su funcién
(Sacheto-Martins et al. 2000). , '
Algunas GRPs se acumulan en xilema y aparentemente, se
transportan desde el parénquima del xilema en donde, mediante
anticuerpos, se ha evidenciado la presencia de GRP1.8 en el
aparato de Golgi (Ryser er al. 1997).

Con base en las secuencias de aminoacidos, se predicen dos tipos
de estructura terciaria para las GRPs. La primera, conformacién
en ‘loops” de glicina (velcro), la que es un estructura flexible
que favorece las interacciones entre proteinas y que puede
regularse en condiciones de estrés, y la segunda, conformacion
en hojas B plegadas, que se sugiere esta relacionada con
elasticidad y resistencia tensil durante el desarrollo de la pared
secundaria. Ademas, las liminas f pueden alinear aminoacidos
hidrofébicos en una de las caras, lo que les permitiria interactuar
con lipidos y/o membranas (Sacheto-Martins et a/. 2000). De
hecho GRP1.8, una proteina rica en glicina de frijol, establece
interacciones hidrofobicas en la pared celular de protoxilema
joven. (Ringli et al. 2001). Otras GRPs se relacionan con la
membrana o estan asociadas a ella, por ejemplo AtGRP5 y GPRP,
para las que se ha sugerido que estin involucradas en el trafico
vesicular (Sacheto-Martins et al. 2000).
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Las GRPs de plantas con secuencias de unién a RNA presentan un
consenso de uni6én del tipo RNP1. Al menos para una de ellas se
ha demostrado su unidén in vitro a RNA y DNA de cadena sencilla,
y hay evidencia de que se fosforilan. A diferencia de las GRPs de
pared, las GRPs que unen RNA se expresan en todos los 6rganos
de la planta y se regulan por el ritmo circadiano y por algunas
condiciones de estrés. De ahi se ha sugerido que formen parte de
la maquinaria de maduracién de mensajeros (Sacheto-Martins et
al. 2000). '

Como las extensinas y las PRPs, los residuos Tyr presentes en
algunas GRPs podrian formar enlaces cruzados, lo que les
permitiria a las GRPs entrecruzarse entre ellas y con otras
proteinas como extensinas y PRPs (Sacheto-Martins er al. 2000);
también podrian transglutaminarse por sus altos contenidos de
glutamico (Ringli et al. 2001). Sin embargo, el hecho de que se
extraen de aleurona con agua caliente, sugiere que las GRP estan
unidas a la pared celular por enlaces iénicos con carbohidratos,
m4as que por entrecruzamiento (Sacheto-Martins et al. 2000).
Ringli y colaboradores dan luces al dilema demostrando por un
lado, que GRPI1.8 se puede extraer con sales de hipocotilos
Jovenes y no de hipocotilos maduros de frijol, de lo que se
presume que esta proteina se inmoviliza por entrecruzamiento en
tejido maduro. Por otro lado, los mismos autores demuestran que
segmentos de GRPI1.8 que incluyen tirosina puede entrecruzarse
en presencia de H,0, y peroxidasa de ribano, mientras que
segmentos de wGRP! que no incluyen tirosina no lo hacen, con lo
que se confirma que las GRPs pueden entrecruzarse mediante las
tirosinas, ademas de que la inmovilizacion de GRP1.8 en la pared
celular estd regulada por el desarrollo (Ringli et al. 2001).

1.3.Interacciones de la matriz extracelular de
plantas.

La matriz extracelular se conecta y comunica en dos direcciones.
Por un lado, la pared es el organelo mas externo de ia célula y
por ende de ella dependen las interacciones entre células y entre
tejidos. Estas interacciones estan mediadas por el fendémeno

15



conocido como adhesién . celular. De otro lado, la pared se
mantiene en constante comunicacién con el interior celular, esta
interacciéon entre la pared y protoplasto es dinimica y mantiene
el vinculo fisico entre estos dos componentes celulares, entre
otras funciones.

1.3.1.Interacciones célula-célula: adhesion
celular,

Las céluias vegetales son en su mayoria inméviles, de ahi que sus
interacciones directas en general estan restringidas a la
comunicaciéon a través de plasmodesmos y a la adhesién entre
células vecinas a través de la lamela media de la pared (Lole &
Pruitt 1999). Sin embargo, existen algunos casos de células o
estadios de desarrollo méviles, en los que la adhesién de una
celula con otra o la adhesién a un substrato, son determinantes.
Durante la fecundacion, el polen que es moévil se une al tejido
transmisor del estilo, el cual promueve la germinacién y conduce
al tubo polinico hasta el saco embrionario. Del correcto
desarrollo de este proceso depende la germinacién del polen, el
crecimiento del tubo polinico y finalmente la polinizacién,
incluido el fenémeno de auto-incompatibilidad del polen que se
presenta en algunas especies (Lord 2000).

En la adhesién entre el polen y la matriz extracelular del estilo
participan moléculas involucradas con la aute-incompatibilidad
como el receptor SRK y su ligando SC en Brasica napus (Brugiére
et al. 2000). Se ha encontrado que una proteina parecida a una
transferasa de lipidos (SCA por ‘stigma-stylo cystein rich
adhesin’) y una pectina, son necesarias para la adhesién de los
tubos polinicos a una matriz estilar simulada in vitro (Mollet et
al. 2000, Park et al. 2000). De acuerdo con inmuno-
localizaciones, SCA se encuentra presente en la matriz
extracelular estilar y es transferida o inducida en tubos polinicos
que germinan in vivo, mas no en los que germinan in vitro (Park
et al. 2000).

En otro modelo, se encontré6 que el fucodano F2 y VnF estian
relacionados con la habilidad del embridén del alga Fucus sppara
adherir al substrato. VnF es una proteina presente en la matriz
extracelular de Fucus sp que se relaciona con vitronectina, la cual
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es una proteina presente en matriz extracelular de animales
involucrada en la adhesion celular (ver mas adelante)} {Quatrano
& Shaw 1997).

Otro evento en el que células diferenciadas interactian es la
fusion de carpelos postgénita, en donde células epidérmicas del
primordio floral interactian a través de la cuticula, se adhieren y
posiblemente re-programan su diferenciacién para dar lugar al
sincarpio. Por analisis de mutantes se sabe que en este proceso
estan involucradas ceras de la cuticula. Posiblemente estas ceras
afectan la permeabilidad a factores solubles presentes en la
matriz extracelular, disparan la rediferenciacién cuando las
células carpelares se ponen en contacto (Lole & Pruitt 1999).

1.3.2.Interacciones entre pared celular y el
protoplasto.

La interacciéon entre pared y protoplasto mantiene el vinculo
fisico entre estos dos componentes celulares y media el flujo de
informacién hacia el interior de la célula transmitiendo sefiales
que dan cuenta de las condiciones del ambiente extra-
citoplasmatico. En el otro sentido, de adentro hacia afuera, el
protoplasto regula el estado de la pared en cada momento,
dependiendo del desarrollo del tejido y las condiciones
ambientales.

1.3.2.1. La pared celular se mantiene unida al
protoplasto y le transmite sefiales.

Durante e! fenémeno conocido como plasmélisis, que es la
separacién del protoplasto vivo de la pared celular por un efecto
hiperosmotico, la interaccién fisica entre la pared celular y el
protoplasto se hace evidente (Oparka 1994). Durante la
plasmoélisis, el protoplasto se mantiene unido a la pared celular a
través de las estructuras conocidas como Fibras de Hechtian,
que son prolongaciones del citoplasma y la membrana
plasmatica, no perturbables por drogas que afectan el
citoesqueleto (Lang-Pauluzzi 2000). Se sabe, por estudios de
microscopia oOptica (Pont-Lezica et al. 1993) y microscopia de luz
ultravioleta, que las fibras de Hechtian no dependen de los
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plasmodesmos y que en la membrana se anclan en un punto fijo,
independiente de la movilidad del citoplasma (Lang-Pauluzzi
2000).

En experimentos que combinan patdégenos, con hospederos
compatibles y no compatibles, y plasmélisis parcial, se demostrd
que la adhesion entre la pared y la membrana plasmatica es
necesaria para la respuesta de la matriz extracelular a la
infeccion por patdgenos. En los mismos ensayos se evidencié, que
el citoesqueleto de actina estd involucrado en la respuesta a
patégenos (Mellersh & Heath 2001).

Ya se han mencionado en este texto, otros ejemplos en los que la
comunicacién entre la pared y el citoplasma son definitivos.
4,Quién comunica al nicleo y el citoplasma con la pared celular
vegetal y como lo hace? ;Como se atan los protoplastos a la
pared? Respecto a estas preguntas hay varios frentes de
investigacion.

1.3.2.1.1. Comparacién con el modelo animal

En [a ultima década se encontraron evidencias que le permitieron
a algunos autores plantear, que el mecanismo de interaccién
entre el citoplasma y la pared celular de células vegetales, es
similar al mecanismo bien conocido de interaccion entre la
matriz extracelular animal y la membrana plasmatica de células
animales (Pont-Lezica et al. 1993, Wyatt & Carpita 1993, Reuzeau
& Pont-Lezica 19935).

En animales estd establecido el papel de la matriz extracelular y
sus interacciones con la membrana plasmatica, en procesos de
diferenciacién celular, morfogénesis, migracion celular, respuesta
a diferentes estimulos y, en general, en los procesos en los que es
definitiva la comunicacién de la célula con el medio ambiente
externo (Alberts ef al. 1994). Las interacciones entre células
dependen en muchos casos de la adhesion entre ellas y estin
mediadas por moléculas de la matriz extracelular como
fibronectina, vitronectina, colidgeno I, laminina y sus receptores
en membrana plasmadtica, las irtegrinas,

Las integrinas son heterodimeros transmembranales que se
conectan mediante su segmento citoplasmatico con el
citoesqueleto, y mediante su segmento extracelular interactian
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con, las mencionadas, proteinas de la matriz extracelular
(Giacontti & Ruoslahti 1999). El reconocimiento de las integrinas
por sus ligandos estd mediado, en muchos de los casos, por la
presencia en el ligando de la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD)
(Alberts et al. 1994),

En plantas hay miltiples reportes de inmunolocalizacién de
proteinas relacionadas con integrinas o sus ligandos, de hecho ya
se menciond a VnF, proteina relacionada con vitronectina, que
estd presente en la pared celular de embriones de Fucus sp
(Fowler & Quatrano 1997).

Adicionalmente se ha reportado, la presencia de péptidos que
unen anticuerpos anti-vitronectina en tomate, soya, Lilium sp, y
Physarum polycephalum (Faik et al. 1998). En células de
zanahoria una proteina inmunoldgicamente relacionada con
vitronectina, se encuentra involucrada en la infeccidon por
Agrobacterium sp (Faik et al. 1998). También mediante
imunodeteccion, en células de tabaco adaptadas a alta sal, se
reporté el enriquecimiento de la membrana en proteinas
relacionadas con vitronectina y fibronectina humanas (Zhu et al.
1993).

En células en cultivo de soya se inmunodetectd un péptido
relacionado con el receptor de vitronectina (Schindler et al
1989). Anticuerpos contra las integrinas ofjly «llp3 detectan
proteinas en Arabidopsis y cebolla (Kiba et al. 1998) y en
Arabidopsis 'y Rubus sp (Faik er al. 1998). Anticuerpos
policlonales contra las integrinas (1, allbp3 de mamiferos,
detectan en callos de maiz, glicoproteinas que podrian
corresponder a las integrinas allb, a Bl v B3 (Labouré et al
1999). En otro estudio con anticuerpos Se encontraron proteinas
relacionadas con las integrinas oVP3 vy Bl en tubos polinicos de
Lilium sp y tabaco (Sun ef al. 2000).

Adicionalmente, se identifico en Arabidopsis un cDNA con
similitud a genes que codifican para integrinas (Nagpal &
Quatrano 1998).

A pesar de todo lo anterior, el enfoque inmunologico en relacion
con el modelo animal, ha conducido a el aislamiento de proteinas
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que no estin relacionadas con la matriz extracelular de plantas
{(Kohorr 2000).

Paralelamente al uso de anticuerpos anti-integrinas animales, hay
multiples reportes en los que se ha visto cémo péptidos que
incluyen la secuencia RGD causan diferentes efectos en plantas.
Los péptidos que incluyen la secuencia RGD alteran la pared
celular, desatan la membrana plasmatica de la pared y
promueven el desarrollo en cultivos celulares de soya y de
Arabidopsis (Schindier er al 1989, Faik er al. 1998). Estos
péptidos, afectan la percepcidn de estimulos gravitatorios en el
alga Chara sp, inhiben la produccion de fitoalexinas estimulada
por elicitores e inducen embriogénesis somatica en cailos de maiz
(Faik et al. 1998, Kiba er al. 1998, Labouré et al 1999). Del
mismo modo, los péptidos RGD disminuyen la acumulacién de
H,0, y de calosa en la pared celular de Vignia wungulata. Tanto
peréxido como calosa se acumulan normalmente en respuesta a
la infeccién por hongos patégenos (Mellersh & Heath 2001).
Adicionalmente, se ha visto que péptidos que incluyen la
secuencia RGD, aplicados sobre el estigma de Lilium sp alteran el
desarrollo del tubo polinico (Sun er al. 2000). De todo lo anterior
se ha propuesto quec cstos efectos se deben a que los péptidos
RGD producen interacciones aberrantes entre la pared y la
membrana, porque perturban la interaccion entre moléculas
relacionadas, al menos funcionalmente, con las integrinas
animales y sus ligandos. Finalmente, y reforzando esa hipotesis,
Canut y colaboradores, establecieron la presencia en membrana
plasmatica de Arabidopsis de dos sitios especificos de unidén a
RGD. De naturaleza proteica, estos sitios de unidn son uno de
baja afinidad y el otro de alta afinidad (Canut er al. 1998).

Por otro lado, Mellersch et al demostraron que péptidos que
incluyen la secuencia RGD desaparecen las Fibras de Hechtian en
células epidérmicas de Vignia ungulata (Mellersh & Heath 2001).

1.3.2.1.2. Proteinas WAKSs

A partir del analisis de los bancos de secuencias de Arabidopsis,
se identificaron y clonaron {a proteinas WAK, asi denominadas
por ‘wall-associated kinases’. Estas son proteinas de la familia de
las proteinas de plantas parecidas a receptores cinasa de

20



animales (RLK). Las Wak contienen un dominio transmembranal,
un dominio intracelular con actividad cinasa y un dominio
extracelular que presenta homologia con el factor de crecimiento
epidérmico (EFG) y con una proteina viral involucrada en
movimiento. En Arabidopsis, las proteinas WAK estdn codificadas
por una familia de cinco genes (Wakl-5) que se expresan
diferencialmente (He ef al. 1999, Wagner & Kohorn 2001). Wakl
estd involucrada en la respuesta a patdgenos. Su mensajero, como
el de Wak2, 3 y 5, se induce por acido salicilico y por infeccién
con Pseudomona syringae, y esta induccidn depende de la
proteina relacionada con la respuesta a patdgenos NPRI1. Mas
aun, plantas de Arabidopsis transformadas con el antisentido de
Wakl mostraron que esta proteina se requiere, para que la planta
sobreviva a la respuesta que ella misma monta ante la infeccién
de un patogeno (He er al. 1998).

Usando un anticuerpo contra Wakl se evidencié que esta
proteina se ubica en membrana y se ancla a la pared de donde
sélo se libera mediante tratamientos con SDS al 4% y DTT 50 mM,
lo que evidentemente ubica a estas proteinas entre los
componentes que vinculan a la pared celular con la membrana y
el citoplasma (He et al. 1996).

1.3.2.1.3. Las arabinogalactanas.

La ubicacion en la pared celular de las AGPs, el que sean solubles
y difundibles, su actividad en morfogénesis y su endocitosis, ha
hecho pensar que éstas proteinas, pueden estar involucradas en
la comunicacion célula a célula y que participan en la
transmision de la informacion posicional, que es fundamental
para regular la forma y la especializacion celular (Williamson
1994, Cassab 1998). En ese sentido, recientemente se encontro
que algunas AGPs estin atadas a la membrana mediante enlaces
miristoil. Todo lo anterior ha permitido que se proponga a las
AGPs como moléculas candidatas en la interaccidon entre la pared
y la membrana plasmatica (Kohon 2000).

1.3.2.2. El protoplasto regula el estado de la pared

celular en cada momento.
La composiciéon de la pared celular esta constantemente regulada
por proceso transcripcionales y post-transcripcionales, que
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dependen del estado de desarroilo y las condiciones ambientales
del tejido.

Esta regulacién de la composicién de la pared, estdi mediada por
el trafico de vesiculas y la exocitosis de los componentes de la
pared y/o de las enzimas que los modifican, estructuran,
ensamblan o degradan. Al tiempo, la composicién y estructura de
la pared estd mediada por la sintcsis en membrana dc los
componentes celuldsicos de la matriz extracelular.

1.3.2.2.1. Exocitosis de componentes de la pared y sus
modificadores.

La pared celular se mantiene en constante recambio vy
modificacion mientras la célula estd viva. La mayoria de los
componentes de la matriz extracelular llegan hasta ella en
vesiculas que provienen del reticulo endoplasmatico y del
aparato de Golgi. El direccionamiento de estas vesiculas define el
crecimiento de los tubos polinicos, el desarrollo de los pelos
radicales, de fos tricomas, de las células guarda, etc. Ademas, la
orientacion de la exocitosis es determinante en funciones
importantes como el desarrollo del polen y la embriogénesis
temprana (Belanger & Quatrano 2000).

Los procesos morfogenéticos en diferentes organismos incluyen
algunos elementos comunes: la definicién de un sito cortical
determinado por sefales internas o externas, el ensamblaje del
citoesqueleto anclado a ese sitio cortical, y el trifico de vesiculas
orientado por el citoesqueleto que relaciona al citoplasma con la
matriz extracelular modificindola localmente (Fowler & Quatrano
1997).

1.3.2.2.2. La celulosa se ensambla en la membrana.

La celulosa es el componente fundamental de las paredes
celulares vegetales. De los patrones de acumulacion de la celulosa
y su recambio, depende la forma y la orientacién de la
clongacién de la célula. Esto hace pensar que parte importante de
la interaccién entre el citoplasma y la matriz extracelular esta
mediada por la celulosa sintetasa y las otras enzimas encargadas
del recambio y mantenimiento de la celulosa (Kohon 2000).

Por observaciones al microscopio electronico se sabe que la
celulosa sintetasa se conforma en un complejo hexamérico que se
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localiza en la membrana plasmatica y se le ha encontrado
asociada en el interior de la membrana con la enzima sacarosa
sintetasa (Susy) y con una GTPasa pequefia (Kchon 2000, Perrin
2001).

La celulosa sintetasa de plantas (CelA) pertenece a una gran
familia de genes en Arabidopsis. Datos provenientes del andlisis
de mutantes han permitido plantear que cada complejo
hexamérico estd constituido por dimeros funcionales compuestos
por celulosas sintetasas diferentes, y que la composicién de estos
dimeros debe estar regulada en cada tejido y, seguramente, en
los diferentes estadios de desarrollo de las células (Saxena &
Brown-Jr. 2000, Perrin 2001).
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2. Antecedentes

En trabajos anteriores en nuestro laboratorio, se identificaron
dos glicoproteinas presentes en la fraccién soluble de la matriz
extracelular de células de frijol, a las que se denominé p33 y p36
(Covarrubias er al. 1995). Dichas proteinas se relacionan
antigénicamente, se acumulan en forma soluble en la pared
celular como respuesta a cstrés hidrico y a acido abscisico, pero
no se acumulan en respuesta a heridas. ,

La secuencia parcial de p33/p36 reveld la presencia del motivo
PPVYKPPVEK de lo que se deduce su relacion con la familia de las
PRPs como PRP2 y PRP4 de soya (Garcia-Gomez et al. 2000).

Se ha visto que p33/p36 se adhieren a protoplastos de hoja de
frijol, y que esta adherencia, se abate cuando los protoplastos se
tratan con la proteasa tripsina y se compite con anticuerpos anti-
p33. Resultados similares se encuentran en experimentos de
uniéon a microsomas de membrana plasmatica, en los que se
detectd que p33 y p36 unen a la membrana juntas y cada una
por separado, y que esta unidon es favorecida por la adicién de
calcio.

La adherencia entre p33/p36 y la membrana también se compite
por la adicién de péptidos que incluyen la secuencia RGD, la cual
participa en la interaccion entre la matriz extracelular y la
membrana plasmatica en animales. Esta secuencia se encuenira
en proteinas de la matriz extracelular animal que wunen a
receptores de membrana tipo integrina, de los cuales no hay
homoélogos reportados en plantas.

Usando p33/p36 marcada con biotina y proteinas de membranas
plasmaticas purificadas, se encontré, mediante ensayo de unién
entre proteinas sobre nitrocelulosa, que p33 y p36 juntas y
separadas reconocen a una proteina de membrana plasmatica de
80 kDa a la que llamamos pmp80 (Garcia-Gomez et al. 2000).

La importancia de la interaccién entre la matriz extracelular y la
membrana plasmatica en diferentes procesos, incluyendo Ila
respuesta a estrés, hace que sea muy importante profundizar en
estos estudios en la mira de establecer con quien interactian
p33/p36 en la membrana.
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Hipdtesis
Proteinas de la matriz extracelular vegetal como p33 y p36 de

frijol, que se inducen en respuesta a estrés hidrico, interactuan
con proteinas de la membrana plasmaitica.

3. Objetivo General

Identificar la(s) proteina(s) de membrana que se unen a
p33/p36.

Objetivos especificos

e Implementar la purificacién de p33/p36 a mediante
cromatografia de liquida de baja presion (FPLC).

¢ Establecer las condiciones para obtener y solubilizar
membranas plasmaticas de frijol.

e Ensayar diferentes metodologias para identificar a la(s)
proteina(s) de membrana que unen a p33/p36, como:
cromatografia de afinidad y entrecruzamiento de proteinas.

e Establecer las condiciones para obtener una matriz de afinidad
con p33/p36 acoplada.

e Identificar la(s) proteinas de membrana que unen a p33/p36
usando la matriz de afinidad con p33/p36.

e Explorar alternativas diferentes a la purificacion por afinidad,
para identificar la (o las) proteina(s) de la membrana
plasmatica que interactGan con p33/p36.
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4. Materiales y métodos

4.1. Material vegetal

Las semillas de frijol (Phaseolus vulgaris L.) c¢v. Negro Jamapa
{(PRONASE), se desinfectaron superficialmente durante 15
minutos con hipoclorito de sodio 10 % (v/v del producto
comercial, Clorox) y se lavaron exhaustivamente con agua hasta
eliminar el hipoclorito., Se incubaron en oscuridad a 24 °C (+/- 2
°C), sobre papel absorbente saturado de agua, en bandejas
cubiertas con papel aluminio para mantener en el ambiente una
humedad relativa cercana al 100 %. Las plantulas se
trasplantaron cuando tenian entre 3 y 4 c¢m de longitud.

Para el tratamiento de estrés hidrico, las plantulas se
trasplantaron a vermiculita humedecida con 500 pl de agua
destilada por gramo de vermiculita, que corresponde
aproximadamente a un potencial hidrico (¥,) de -0.38 MPa. Las
plantulas se mantuvieron sin regar durante tres dias en
oscuridad a 24 °C (x 2 °C) (Covarrubias et al. 1995).

Para la extraccion de membranas se usaron plantas de 30 dias,
mantenidas en condiciones de invernadero a 25 °C (£ 5 °C) con
riego 6ptimo y suplemento de macro y micro nutrientes (Garcia-
Gomez et al. 2000).

4.2.Reactivos

Todos los reactivos usados durante este trabajo fueron grado
analitico. La columna de exclusiéon molecular Superdex 200 y la
resina para afinidad Sepharosa-4B, son fabricadas por Amersham
Pharmacia Biotech. Se usaron los detergentes, Tween-20 y Tritén-
X100 marca Sigma, octilglucésido y Chaps marca Research
Organics, deoxicolato de sodio marca Merck y Zwitergent 13-14
marca Hampton. El Tris(2,2 bipiridil)diclororutenio (If) fue
provisto por Sigma y el glutaraldehido grado microscopia
electronica se usé marca SPL

Se usaron anticuerpos policlonales anti-p33 de frijol obtenidos en
el laboratorio, anticuerpos policlonales anti-MIP-F de
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Mesembrantemun sp, obtenidos en el laboratorio del Dr. Omar
Pantoja y anticuerpos policlonales anti-H*ATPasa de membrana
plasmética de Arabidopsis obtenidos en el laboratorio del Dr.
Ramén Serrano.

4.3. Extraccion y purificacibn de p33/p36.

Después del tratamiento de estrés, se cosecharon hipocotilos vy
raices en nitrogeno liquido. El tejido congelado y molido, se
incubd a 4 °C en buffer acido (75 % etanol, 3.36 % HCI, 0.1 %
metabisulfito de sodio p/v, 1 % polivinilpolipirrolidona p/v)
durante 48 h, bajo agitacion continua. Se centrifugd a 25,000 g
durante 20 minutos para retirar restos celulares y de tejido, se
precipité el sobrenadante con 3 volimenes de acetona fria
durante 16 h a =20 °C.

Después de centrifugar a 25,000 g durante 20 minutos, la pastilla
se lavd con acetona fria-{tres lavados) y con acetona al 80 %. La
pastilla se dejé secar al aire y se resuspendid en acetato de sodio
0.1 M pH 4.5, descartando por centrifugaciéon (9,000g) los restos
insolubles (Covarrubias er al. 1995). Este extracto de proteinas
basicas se fracciondé mediante precipitaciéon con sulfato de
amonio. Las fracciones enriquecidas en p33 y p36 se dializaron
contra acetato de sodio 0.1 M pH 4.5 y se separaron en una
columna Superdex 200 mediante cromatografia liquida de baja
presiéon (FPLC), usando como eluyente acetato de sodio pH 4.5
0.1 M, NaCl 0.5 M, B-mercaptoetanol 10 mM. Las fracciones que
contenian a p33/p36 se dializaron contra acetato de sodio 0.1 M
pH 4.5 y se concentraron por filtracién en Microcon 10. En geles
de poli-acrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS) se cuantifico
la concentracién de p33/p36 en cada fraccion y se verificé su
grado de pureza (Garcia-Goémez et al. 2000).

4.4. Obtencion de membranas

Hojas de plantas de frijol de 30 dias se licuaron en buffer de
extraccién frio (Tris base 110 mM, glicerol 10 %, manitol 400
mM, albumina sérica bovina 0.5 % p/v, EGTA 5 mM, DTT 2 mM,
" PMSF 1 mM). El licuado se filtré a través de cuatro capas de gasa
y se centrifugé a 25,000 g durante 20 minutos, para retirar restos
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celulares y de tejido. El sobrenadante se ultracentrifugé a
200,000 g durante una hora para empaquetar las membranas. La
pastilla se resuspendié a una concentracién de 8 pg/pul de
proteina total en buffer de resuspensién (BR: Tris-Mes 6 mM pH
8.0, glicerol 10 %, manitol 250 mM, DTT 2 mM). Todos los
procedimientos con membranas, se llevaron a cabo sobre hielo ¢
a 4 °C, los buffers se suplementaron al momento de usarlos con
PMSF 1lm y se usaron enfriados.

Los microsomas membranales fueron almacenados a -70 °C y
usados antes de 5 semanas.

4.5. Fraccionamiento de membranas

El extracto de membranas totales se diluyd en BR suplementado
con PMSF ImM (1 mg/m! de proteina total) y se separé en un
gradiente discontinuo de sacarosa al 16 %, 32 % y 36 % (p/v)
preparado en- BR. Para esto, el extracto de membranas se
uitracentrifugd en el gradiente, durante 2 h a 70,000 g, 4 °C, y
cada interfaces se recuperé con pipeta pasteur. En la primera
interface (sobre la fase del 16 %) se recuperaron membranas de
tonoplasto, en la segunda y la tercera interfaces se recuperaron
fracciones enriquecidas en membranas plasmaticas. Cada fase
recuperada se diluyd 4 veces en BR para lavar la sacarosa y sg
ultracentrifugé durante una hora a 200,000 g, 4 °C, para
empaquetar los microsomas. Las pastillas se resuspendieron en
BR a una concentracion de proteina total de 5 pg/pl (Garcia-
Gomez et al. 2000). ‘

La integridad de las proteinas de membrana se verifico en gel de
poli-acrilamida-SDS, el fraccionamiento y enriquecimiento de las
membranas plasmdticas se verificé mediante experimentos tipo
‘western’ usando anticuerpos anti-H*ATPasa de membrana
plasmatica y anti-F-MIP.

4.6. Solubilizacion de membranas.

Microsomas de membranas plasmaticas (2 mg/ml de proteina
total) se incubaron en BR con el detergente a ensayar (Tabla 1)
durante una hora, bajo agitacion suave. La fraccion insoluble se
separd por ultracentrifugacion a 200,000 g durante una hora a 4
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°C. Los solubilizados se usaron inmediatamente sin almacenarlos
{(Nennstiel et al. 1998),

Tabla 1 Detergentes ensayados para solubilizar membranas
celulares de hoja de frijol

Detergente Concentracidn
micelar critica (CMC)

Tween-20 (Tw) 0.2t %
Tritén-X100 (Tr) 049 %
octilglicosido (0g) 0.01 %
deoxicolato de sodio {Doc) 0.00 2%
Chaps {Ch) 0.02 %
Zwitergent 13-14 (Z) 0.73 %

4.7. Extraccién de proteinas asociadas a
membrana.

Los microsomas de membranas (2 mg/ml de proteina total) se
incubaron en BR con NaCl (0.7 % y 1.5 %) 6 con CaCO;(l mM y
100 mM) durante una hora a 4 °C, bajo agitacion suave. La
suspension se ultracentrifugd a 200,000 g para separar las
membranas de la proteina soluble extraida al sobrenadante
(Howell & Palade 1982).

4.8. Acoplamiento de p33/p36 a una matriz de
afinidad

La sefarosa activada con bromuro de ciandgeno se hidraté en HCI
10 mM durante 15 minutos y se lavé con buffer de acoplamiento
(BA: fosfato de sodio 100 mM pH 6.5 y NaCl 500 mM).

Las proteinas p33/p36, purificadas y dializadas contra BA, se
incubaron con la sefarosa (2 pg de proteina/ul Sefarosa) durante
12 h, en agitaciéon suave a 4 °C. Después de la incubacion, la
resina se lavd con BA para ecliminar el exceso de proteina no
acoplada, y se bloquearon los grupos reactivos que hubieran
quedado disponibles wusando Tris-HCl 100 mM pH 8.0. A
continuacién, la resina se lavd alternadamente con acetato de
sodio 100 mM pH 4.5 y con Tris HCl 100 mM pH 8.0, para retirar
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cualquier resto de proteina que no estuviera unida a la resina
covalentemente (Pharmacia 1999).

La sefarosa acoplada s¢ almacené a 4 °C en solucién de acetato de
sodio 100 mM pH 4.5 suplementada con azida de sodio 0.02 %.

El acoplamiento de p33/p36 a la resina, se verificé cuantificando
la cantidad de proteina antes y después de la incubacién con la
sefarosa (incluidos los lavados), mediante lecturas de
absorbancia a 280 nm. :

Adicionalmente, una alicuota de 10 ul de la resina acoplada a
p33/p36 (sefarosa-p33/p36) se incubéd con 11 ug de suero anti-
p33 durante 2 h a temperatura ambiente. A continuacién, la
alicuota de sefarosa-p33/p36 se lavé exhaustivamente para
retirar el anticuerpo que no se hubiese unido a las proteinas
acopladas en la resina. Los anticuerpos unidos a la sefarosa-
p33/p36 se desprendieron mediante un lavado con acetato de
sodio 100 mM pH 4.5 y un lavado con Tris HCI 100 mM pH 8.0.
Finalmente eluidos y lavados se detectaron en ensayos tipo ‘dot
blot” con anticuerpé ~sécundario ~anti-conejo (Harlow & Lane
1988).

Como control, se acoplé y probdé albimina sérica bovina a
Sefarosa-4B en las mismas condiciones descritas.

4.9.Union de solubilizados de membrana a la
sefarosa-p33/p36

Los solubilizados de membranas se dializaron exhaustivamente
contra BR suplementado con PMSF 1 mM, para retirar el exceso
de detergente. Se incubaron <con la sefarosa-p33/p36
(previamente equilibrada en BR), durante 12 h en agitacién. Al
cabo de la incubacién, la resina se decanté y se retiré el
sobrenadante, se lavdé con 10 volimenes de BR y con 10
volumenes de Tris-Mes 15 mM pH 8.0. Los buffers de
incubaciones y lavados se suplementaron con PMSF | mM final y
se usaron frios, todo el procedimiento se ejecutdo a 4 °C o sobre
hielo.

La proteina unida a la sefarosa-p33/p36 se eluyé con Tris-Mes 15
mM pH 8.0, NaCl 1| M. Los eluidos se concentraron mediante
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precipitacién con acetona y Se analizaron en geles de poli-
acrilamida-SDS (Nennstiel ez al. 1998).

4.10. Ensayo de union entre proteinas, sobre
membrana de nitrocelulosa

Los microsomas de membrana plasmatica (40 pg) se separaron en
gel de poli-acrilamida-SDS. El gel se incubdé por dos h en un
buffer de renaturalizacién (Tris-HCl 10 mM pH 7.0, urea 4 M,
EDTA 20 mM, DTT 0.01 mM), con el objetivo de lavar el exceso
de SDS y propiciar la renaturalizacién de las proteinas. Después
del tratamiento de renaturalizacién, ias proteinas se electro-
transfirieron a membrana de nitrocelulosa. La membrana se
bloqueé por 2 h a 42 °C, en buffer de union (BU: Tris-HCl 10 mM
pH 7.5, NaCl 50 mM, CaCl | mM), adicionado con 3 % de leche.
La membrana bloqueada se incubé con p33/p36 biotiniladas
(300 ng/ml) en BU-leche por 4 h. Se lavd con 50 ml de BU-leche y
BU por 20 minutos, tres repeticiones de cada lavado. Después de
los lavados la membrana se incubd con estreptavidina acoplada a
peroxidasa, 1:5000 en BU por 2 h. A continuacién se hicieron dos
lavados de 20 minutos con BU-leche y otros dos con BU se reveld
con substrato para quimioluminiscencia ECL plus (Garcia-Goémez
et al. 2000).

4.11. Biotinilacion de p33/p36

Fracciones enriquecidas ¢ purificadas de p33/p36, previamente
dializadas contra buffer PBS pH 6.5, se incubaron con biotina en
proporcién 1:10 p/p, durante 4 h a temperatura ambiente o toda
la noche a 4 °C. Después de la reaccién, las proteinas se
dializaron exhaustivamente contra acetato de sodio 0.1 M pH 4.5,
para eliminar la biotina libre. Las proteinas biotiniladas se
almacenaron a 4 °C por 4 semanas.

4.12. Entrecruzamiento de proteinas usando
Tris(2,2 bipiridil)diclororutenio (I1)

La proteina purificada (LDH o p33/p36) se diluyé (* 1 pg/ul) en
buffer de entrecruzamiento (BE: NaCl 150 mM en fosfato de sodio
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15 mM pH 7.5 en el caso de LDH y pH 6.5 en el caso de
p33/p36,) y se le afiadié Tris(2,2'bipiridil)diclororutenio (II)
(tdCiRu) en cantidad suficiente para alcanzar la concentracién
final 1.25 mM, a partir de entonces las muestras se manejaron en
penumbra. Se les afiadié persulfato de amonio 2.5 mM final, para
LDH y 0.025 mM final, para p33/p36. Inmediatamente después,
la muestra se expuso a luz blanca, filtrada a través de 2.5 cm de
agua, durante tiempos entre 5 y 60 segundos.

Después de iluminar las reacciones se diluyeron afiadiendo un
volumen de buffer de Laemmly 2X suplementado con ¢l doble de
SDS y el doble de B-mercaptoetanol (Tris 62.5 mM pH 6.8, SDS 4
%, glicerol 10 %, B-mercaptoetanol 10 %, azul de bromofenol 0,02
%). Cada reaccién se incubé a 95 °C por 5 minutos y se analizé en
gel de poli-acrilamida-SDS al 8 % (Fancy & Kodadek 1999).

4.13. Entrecruzamiento de proteinas usado
glutaraldehido

Se procedid como en el inciso anterior reemplazando el tdCIRu y
el persulfato de amonio por glutaraldehido calidad microscopia
electrénica, entre 5 y 20 mM. Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante tiempos entre 5 y 60 minutos.

4.14. Electroforesis de proteinas

Se realizaron electroforesis discontinuas en geles de poli-
acrilamida-SDS de acuerdo con el método de Laemmly (Hoefer
1993).

4.14.1.Isoelectroenfoque de proteinas de
membrana (IEF).

Los extractos de membranas totales se resuspendieron en
Nonidet 40 (NP40) 2 % y se hirvieron durante tres minutos, luego
se adicionaron el resto de los componentes del buffer de muestra
para IEF (urea 8M, B-mercaptoetanol 5 %, anfolinas 3-10 1 % y
anfolinas 4-6.5 3 %) (Hurkman & Tanaka 1986). Las muestras se
separaron a equilibrio en gel de iso-electro-enfoque, preparado
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con el mismo espectro de anfolinas, seguido de una segunda
dimensién en gel de poli-acrilamida-SDS.

4.15. Cuantificacion de proteinas

La proteina total de los extractos membranales se cuantificé
usando el método de Bradford, y el método de Lowry en los casos
en que la muestra incluia detergente. La concentracion de los
extractos de p33/p36 se estimd visualmente en geles de poli-
acrilamida-SDS y mediante absorbancia a 280 nm. En todos los
casos se usaron como estindar soluciones de concentraciones
conocidas de albimina sérica bovina.
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5. Resultados

5.1. Extraccién y purificacion de p33/p36

Dado que el objetivo central de este trabajo requeria de una
fraccion pura de p33/p36, la primera fase del mismo consistié6 en
optimizar el método de purificacion de estas proteinas.

De acuerdo con lo reportado por Covarrubias y colaboradores, la
extraccién de las proteinas p33/p36 se llevd a cabo a partir de
plantulas etioladas de frijol de tres dias, que se sometieron a
condiciones de déficit hidrico moderado (Covarrubias et al.
1995).

Durante el desarrollo del este trabajo se encontr6 que se obtenia
mejor rendimiento cuando las plantulas que se sometian al
déficit hidrico, median alrededor de 3 c¢m de longitud,
independientemente de el tiempo de germinacidn. ‘Pldntulas en
estas condiciones soportaron la condicién estresante por cuatro
dias, lo que repercuti6 en una mayor acumulacién del Ilas
proteinas p33/p36, y permitié6 duplicar el rendimiento durante el
proceso de su extraccion.

Como se indica en la seccion de Materiales y métodos, para la
extraccion de p33/p36 el tejido molido se incubé en buffer acido
y el extracto resultante se fraccioné mediante precipitaciones
parciales con sulfato de amonio. El 80 % de p33/p36 precipitan
en la fraccion del 35 % de sulfato de amonio, junto con varios
contaminantes menos abundantes (Figura 1). Las fracciones
enriquecidas en p33/p36 se dializaron contra acetato de sodio
100 mM pH 4.5 y se conservaron a 4 °C.

Con el objetivo de eliminar los contaminantes que co-
precipitaron con p33/p36 en la fraccion del 35 % de sulfato de
amonio, se ensayaron procedimientos adicionales. Entre ellos una
cromatografia de intercambio catidnico y cromatografias de
exclusion molecular en el rango de 2.5 a 40 kDa, y en el rango de
10 a 600 kDa. Se optd por la cromatografia de exclusidn
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molecular de amplio rango (10 a 600 kDa) ya que fue la dunica
que separdé adecuadamente a p33/p36 de sus contaminantes.
Para esta cromatografia, un extracto enriquecido en las proteinas
de interés se aplico a una columna Superdex 200 y se separd
mediante el sistema de cromatografia liquida de baja presién
(FPLC), como eluyente se usé una solucién que contenia NaCl 0.1
M, B-mercaptoetanol 10 mM y acetato de sodioc pH 4.5.

Figura 1. Enriquecimiento de p33/p3é6 de extracto
acido, mediante precipitacién con sulfato de amonio.

Proteinas Suifato de amonio
basicas 30% 35% 40% 60%
e F

.
.

El extracto acido de plantulas de frijol, sometidas a
estrés hidrico, se precipitdé con sulfato de amonio en las
concentraciones que se muestran. Cada fraccidn se
centrifugd vy el precipitado se resuspendid en acetato
de sodio 0.1 M pH 4.5. 10 ul de cada fraccion se
analizaron en gel de poli-acrilamida-SDS al 12%,
mediante tincién con azul de Coomasie.

Como se muestra en la Figura 2, esta cromatografia permitid
separar a p33/p36 de sus contaminantes, pero no fue posible
separarlas una de otra. Por otro lado, en concordancia con
resultados previos (Hernandez et a/, resultados no publicados), se
observé que estas proteinas eluyeron con un peso molecular
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aparente alto, ya que la proteina contaminante que eluye en el
pico inmediatamente anterior, apenas entra en el gel de poli-
acrilamida-SDS al 12%.

En la Tabla 2 se muestran los promedios de los resultados de las
extracciones realizadas en condiciones Optimas. Para éstas, las
plantulas de frijol se sometieron a estrés durante cuatro dias, el
tejido se extrajo en buffer acido durante 48 h, seguido de
fraccionamiente con sulfato de amonioc 'y cromatografia de
exclusion molecular en columna Superdex 200.

Figura 2. Purificacién de p33/p36 por cromatografia de
exclusion molecular en columna Superdex 200.
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El extracto enriguecido en p33/p36 (3.9 mg de proteina), se
separ6 en una columna Superdex 200, usando como eluyente:
acetato de sodio 0.F M pH 4.5, NaCt 0.1 M, B—mercaptoetanol
10 mM. El contenido de proteina en cada [raccién se
establecié mediante absorbancia a 280 nm. En el gel (poli-
acrilamida-SDS al 12% tedido con azul de Coomasie) se
presentan las fracciones correspondientes al pico que contiene
a p33/p36.
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Con este procedimiento se logra un rendimiento de 2.2 pg de
p33/p36 purificadas, por gramo de tejido estresado de frijol.

Tabla 2. Rendimiento y enriquecimiento p33/36.

Rendimiento pg de proteina total p33/p36 en
por g de tejido estresado la [raccién
Extracto dcido 43.9 +/- 9.1 (3) 8.3%
Sulfato de 3.8 +H- 11 (3) 60%
amonio
Superdex 200 2.2 +/- 0.1 (2) 100%

Se presentan los resultados de las extracciones o6ptimas de p33/p36.
Las concentraciones de proteina se estimaron visualmente en gel de
poli-acrilamida-SDS. Se muestran promedios, desviaciones estdndar
{numero de repeticiones).

5.2.0btencion de una fraccion enriquecida en
proteinas de membrana plasmatica

El siguiente paso en ei cumplimiento del objetivo central de este
trabajo requeria de fracciones enriquecidas en proteinas de
membrana plasmatica. Como se describe en la seccion de
Materiales y métodos, se obtuvieron extractos de microsomas
membranales totales separando la fraccién insoluble de un
homogeneizado de hojas de frijol. Con el objeto de obtener un
extracto enriquecido en proteinas de membrana plasmatica, el
extracto de microsomas membranales totales se fracciond en un
gradiente discontinuo de sacarosa.

Del gradiente se recuperaron tres fracciones correspondientes a
cada interfase {ver Materiales y métodos). En la primera interfase
(sobre la fase de 16 % de sacarosa) se recuperaron membranas de
tonoplasto, y en la segunda y la tercera interfases (sobre las fases
de 32 y 36 % respectivamente) se recuperaron fracciones
enriquecidas en membranas plasmaticas (Garcia-Goémez er al
2000). Para confirmar lo anterior, se hicieron ensayos tipo
"western” usando anticuerpos contra un proteina de membrana
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plasmatica como la H*ATPasa y contra una proteina de tonoplasto
como la acuaporina MIP-F.

Como se muestra en la Figura 3, el anticuerpo anti-H*ATPasa de
membrana, detectd en los carriles correspondientes a las
fracciones 2 y 3, una banda que corresponde con el peso
molecular esperado para la H*ATPasa de membrana plasmatica
de frijol, que es 90 kDa (Campos et al. 1996). Por otro lado,
anticuerpos anti-MIP-F  reconocieron’ una banda de
aproximadamente 36 kDa en los carriles de la fraccion 1, la cual
se encuentra dentro del rango dew-peso molecular esperado para
la acuaporinas de tonoplasto (Johansson et al. 2000). Lo anterior
indica que hay fraccionamiento de las membranas totales en el
gradiente de sacarosa, que separa las membranas del tonoplasto
en la fracciéon 1, de las membranas plasmaticas en las fracciones
2y3.

Figura 3. Fraccionamiento de membranas totales en gradiente
discontinuo de sacarosa.

MT Frac 3 Frac 2 Frac 1

_— - 145 ATPas?l > Frac 1
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El extracto de membranas totales se separé en un gradiente de
sacarosa 16 %, 32 % y 36 % en BR. Los microsomas membranales
recuperados en cada fraccidn, se analizaron en ensayo tipo " western’
usando anticuerpos conira H'*ATPasa de membrana plasmatica (panel
A) y contra MIP-F (panet B) . Frac. I, Frac. 2 y Frac. J corresponden a
las fracciones recuperadas sobre las fases de 16, 32 y 36 % de sacarosa,
respectivamente. Se sembraron 30 ug de proteina de membranas
totales (MT), |5 ug de proteina de Frac. 1, Frac 2 y Frac 3.
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Con este procedimiento de extraccién y enriquecimiento de las
membranas plasmiticas es posible obtener un rendimiento de
103 pg de proteina total de membrana plasmatica por gramo de
hoja (Tabla 3).

Tabla 3 Rendimiento de la extraccion de membranas plasmaticas

pg de proteina total | Fraccién de las
por g de tejido membranas
totales
Membranas 435.0 +/- 181.5 100%
‘| totales

Fraccion 2 55.6 +/- B.5 11 %
Fraccién 3 47.3 +/- 8.2 10 %
Total 102.9 21 %

Se presentan los promedios y desviaciones estandar de tres
extracciones de membranas plasmaticas. El contenido de proteina
total de los extractos, se cuantifico mediante el método de Bradford

5.2.1.Solubilizacion de membranas con
detergentes.

De acuerdo con el modelo de Mosaico Fluido, las proteinas
integrales de la membrana son aquellas que contienen
segmentos hidrofobicos que se encuentran disueltos en la bicapa
de lipidos. La purificaciéon y caracterizacién de este tipo de
proteinas requiere ponerlas en solucién, para lo cual es necesario
usar reactivos que disgreguen los lipidos de la membrana (Darnel
et al. 1988). Cuando se solubilizan proteinas integrales de
membrana con el objeto de identificarlas, purificarlas y/o hacer
ensayos funcionales, generalmente se usan detergentes (Jones et

al. 1990).
Los detergentes son moléculas anfipaticas que en solucién acuosa

forman estructuras capaces de aislar del agua, los segmentos
hidroféobicos de una molécula. Por esta propiedad, los
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detergentes son utiles en la solubilizaciéon de proteinas de
membrana, ya que pueden mantener a los segmentos
hidrofébicos de la proteina, aislados del medio acuoso, con lo
cual protegen su estructura tridimensional (Jones et al. 1990).

Dado que, la solubilizacién de una proteina depende de las
caracteristicas de la misma y de las interacciones que establezca
con el detergente usado; para establecer la eficiencia de
diferentes detergentes en las condiciones especificas de este
trabajo, se ensayaron diferentes tipos de detergentes
comiunmente usados en la solubilizaciéon de proteinas de
membrana de plantas (Mithéfer et al 1996, Umemoto et af. 1997,
Nennstiel et al. 1998, Tassoni et al. 1998). Para ello, los extractos
enriquecidos en membranas plasméticas se incubaron durante
una hora con los diferentes detergentes, se ultracentrifugaron y
finalmente, se analizaron sobrenadantes y precipitados en cuanto
a contenido y composicién de proteinas.

El contenido de proteina total de sobrenadantes y precipitados se
analizé usando el método de cuantificacion de Lowry. En la Tabla
4 se muestra que los diferentes detergentes, en diferentes
concentraciones, solubilizan diferentes cantidades del contenido
de proteina total de las membranas.

La composicién de proteinas de los sobrenadantes y los
precipitados producto de ta solubilizacién, se analizo
comparando los patrones obtenidos en geles de poli-acrilamida-
SDS, tefiidos con azul de Coomasie. De acuerdo con el analisis de
los patrones de proteinas se encontrd que, en general, los
detergentes usados solubilizan en mayor o menor proporcion el
patrén general de las proteinas de la membrana.

En la Figura 4 se muestran los patrones de proteinas obtenidos
después de solubilizar membranas plasmaticas con Tritén-X100
al 1 %, Zwitergent 13-14 al 0.01 %, octilglucosido al 1 % vy
deoxicolato de sodio al 1.5 %. Los demas detergentes Yy
concentraciones ensayados mostraron un comportamiento
similar (no se muestra el resultado).
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Los detergentes Tritén-X100 al 1 %, octilglucdsido al 0.7 y 1 %,
deoxicolato de sodio al 1.5 %, Chaps al 1.5 % y Zwitergent 13-14
al 0.0! %, solubilizan mas del 65 % del contenido total de
proteinas de membrana (Tabla 4). Sin embargo, el Tritén-X100
no es posible eliminarlo de una solucién mediante dialisis e
interfiere con la cuantificacién, por lo que su uso se descarto,
quedando como opciones octilglucdsido, deoxicolato de sodio,
Chaps y Zwitergent 13-14.

Tabla 4 Eficiencia de diferentes detergentes para solubilizar proteinas
de membrana plasmatica.

Fraccion de
Detergente | Concentracién | Concentracidn proteina
micelar critica usada total
extraida
Control - - 19.2%
Tween 20 0.002% 1.50% 56.0%
Tritéon x100 0.02% 0.02% 4.9%
1.00% 88.6%
octilglucdsido 0.73% 0.70% 79.0%
1.00% 89.4%
deoxicolato 0.21% 1.50% 67.6%
de sodio
Chaps 0.49% 1.50% 72.0%
Zwitergent 0.01% 0.01% 90.4%
13-14

100 pg de membranas plasmaticas se incubaron durante una hora en
agitacion con los detergentes indicados disueltos en BR y
suplementados con PMSF [ mM. La muestra se ultracentrifugé y se
cuantificé el contenido de proteina total en sobrenadantes y
precipitados. Para esto se usé el método de Lowry, y una curva patréon
de concentraciones conocidas de albimina sérica bovina. La proteina
extraida se expresa en porcentaje con respecto a la proteina total
inicial.
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Figura 4. Solubilizacién de proteinas de membrana plasmaitica con
detergentes.
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100 g de membranas plasméticas se incubaron durante una hora
con los detergentes indicados. Al cabo de lo cual se ultracentrifugo
y sobrenadantes y precipitados se analizaron en gel de poli-
acrilamida-SDS mediante tincion con azul de Coomasie. MP:
Membranas plasméticas sin tratar, Doc: deoxicolato de sodio al
1.5%, Contr: membranas tratadas con buffer sin detergente, Tr:
Triton-X100 al 1%, Zw: Zwitergent 13-14 al 0.01%, y Og:
octilglucésido al [%. S: sobrenadantes, P: precipitados. En cada
carril se sembraron aproximadamente 15 pg de proteina total,
excepto en el carril correspondiente al sobrenadante del control
que contiene menos proteina total.

5.3.Deteccion de la wunién a p33/p36 en
proteinas de membrana solubilizadas 0
extraidas

Las proteinas que unen a p336/p36 no necesariamente deben ser
integrales de la membrana, podrian encontrarse sdlo asociadas a
ella. Se consideran proteinas asociadas, aquellas que se
encuentran unidas a la bicapa de lipidos por interacciones
proteina—proteina o proteina-lipido (Jones et al. 1990). Para
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establecer si la proteina de union a p33/p36 pmp80 previamente
descrita (Garcia-Gomez et al. 2000), se encontraba asociada a la
membrana, se usaron dos procedimientos de extraccién, usados
para separa de las membranas a las proteinas'asociadas (Howell
& Palade 1982). Para esto, las membranas plasmaticas se
incubaron con NaCl 1.5 M y 0.7 M, y con CaCO; 0.1 M (ver
Materiales y métodos), y se buscéd detectar a pmp80 en los
sobrenadantes mediante el uso de un ensayo de unién entre
proteinas, sobre membrana de nitrocelulosa (ver Materiales y
métodos}). Mediante el mismo ensayo se busco a pmp80 en los
solubilizados de membranas con los diferentes detergentes.

En la Figura 5 se muestra que la proteina de membrana
plasmatica pmp80 no se extrajo de la membrana por
tratamientos con CaCO, 0.1 M, el mismo resultado se obtuvo con
NaCl 1.5 M y 0.7 M (no se muestra el resultado), lo que indica
que su interaccién con la membrana no se limita a interacciones
entre cargas. En la misma Figura 5, se muestra que la sefial de
unién a p33/p36 se solubilizé ampliamente con deoxicolato de
sodio al 1.5 %, en menor medida con octilglucésido al 1.5 % vy
con Tnton-X100 al 2 %. Chaps al 1.5 % y Tween-20 al 1.5 %
solubilizan a pmp80 en muy baja proporcién.

Figura 5. Deteccion de la actividad de unién a p33/p36 en
membranas solubilizadas y extraidas con CaCO,.
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Microsomas membranales (100 pg de proteina total) se incubaron
con los reactivos indicados durante | hora, en agitacion suave, a 4
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°C. Al cabo de lo cual, se ultracentrifugd y cuantifico el contenido
de proteina total en sobremadantes vy precipitados. sobrenadantes vy
precipitados (40 pg) se sembraron en gel de poli-acrilamida-SDS al
10 % y se sometieron a ensayo de unién entre proteinas sobre
nitrocelulosa con p33/p36 purificadas y biotiniladas CaCO,: CaCO,
0.1 M, Og: octilglucéside al 1.5 %, Tr: Triton-X100 al 2 %, Tw:
Tween 20 al 1.5 %, Doc: deoxicolato de sodic al 1.5 %, Ch: Chaps al
1.5 %, Contr: microsomas tratados soélo con buffer.

Por estos resultados, vy dado que el deoxicolato de sodio solubiliza
convenientemente todo el patron de proteinas de membrana
analizado con azul de Coomasie, se decidié usar este detergente
en los ensayos subsiguientes.

5.4. Acoplamiento de p33/p36 a agarosa-CNBr
para usarla como matriz de afinidad.

Las cromatografia de afinidad es una metodologia que permite
identificar y purificar el o los ligandos desconocidos de una
proteina, con base precisamente en la relacion especifica de cada
proteina con su (o sus) ligando(s). Una purificacién exitosa por
este método depende de que el ligando, en este caso p33/p3e6,
esté correctamente acoplado a la matriz inerte que se usa como
soporte, en este caso agarosa activada con bromuro de ciandgeno
(Sefarosa 4B).

p33/p36 tienen un pl basico (al rededor de 8.0) y tienden a
precipitar a pH de neutros a bdasicos (resultados no mostrados).
Dado que las condiciones éptimas de acoplamiento de proteinas
a la Sefarosa 4B, se logran a pH 8.0 (Pharmacia 1999), fue
necesario establecer modificaciones al protocolo de acoplamiento
que permitieran acoplar p33/p36 a esta resina.

Se probdé el acoplamiento de albimina sérica bovina a la Sefarosa
4B en pH 6.5; va que, por experimentos previos sabemos que
p33/p36 permanecen solubles en este pH. Se encontré que
usando buffer fosfato pH 6.5 se lograba un acoplamiento del 71
% de la albumina a la resina, lo cual se puede considerar
adecuado.
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El acoplamiento de p33/36 a Sefarosa 4B se llevé a cabo tal como
se describe en la seccién Materiales y métodos, prestando
cuidado especial a bloquear los sitios reactivos no ocupados, y
lavar alternando condiciones de pH 4acidas con condiciones de pH
basicas, para retirar cualquier componente unido idonicamente a
la resina o a las proteinas acopladas.

La eficiencia del acoplamiento se evalud comparando la cantidad
de proteina en la soluciéon antes y después de la incubacion con
la sefarosa.

Se hicieron 4 acoplamientos de p33/p36 en Sefarosa 4B en los
que se obtuvo una eficiencia de acoplamiento de 93%, 52%, 96%,
y 84% respectivamente, al cabo de los cuales se obtuvieron
matrices de afinidad de 0.93, 0.90, 2.1 y 2.4 mg de p33/p36 por
mililitro de resina. Las cuatro se usaron en experimentos
tendientes a establecer las condiciones del ensayo de unién con
proteinas de membrana plasmatica solubilizadas.

Como control de especificidad, en cada caso se prepard resina
acoplada a albumina sérica bovina (sefarosa-albomina) en las
mismas condiciones.

La uniéon de p33/p36 a la resina se verifico usando anticuerpo
anti-p33, el cual se detectd con anticuerpo secundario anti-
conejo mediante ensayos tipo ‘dot blot’. En la Figura 6 se
muestra que el anticuerpo anti-p33 une a la sefarosa-p33/p36 vy
no a la sefarosa-albimina, lo que indica que, efectivamente, el
par de proteinas de interés estdn acopladas en la sefarosa-
p33/ple6.
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Figura 6. Verificacién de la vnién de p33/p36 a Sefarosa 4B.
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10 .l de sefarcsa-p33/p36 y sefarosa-albimina se
incubaron con 2.5 pl de anticuerpo anti-p33 (11 pg de IgGs
purificadas), se lavé con Tris pH 7.5 10 mM, NaCl 0.5 M, y
se eluyo con acetato de sodio 100 mM pH 4.5 y Tris HCI 100
mM pH 8.0. E! anticuerpo que eluyd se analizdé en ensayo
tipo “dot blot™ con el anticuerpo secundario anti-conejo
acoplado a peroxidasa, y se reveld por quimioluminiscencia.
El control consiste en gotear diluciones del anticuerpe anti-
p33.

5.5.1dentificacidén por afinidad de las
proteinas que interactian con p33/p36.

Para identificar la(s) proteina(s) de membrana plasmatica que
unen a p33/p36, se procedié como se indica en la seccién de
Materiales y meétodos, 600 pl de la sefarosa-p33/p36 se
equilibraron con buffer de resuspensién (BR), 4 ml de solucion
de membranas plasmaticas, que coantenia 4.8 mg de proteinas
solubilizadas con deoxicolato de sodio 1.5 % y dializadas, se
incubaron con la sefarosa-p33/p36 durante 16 h a 4 °C en
presencia de PMSF ImM. Se decanté la resina y se retird el
sobrenadante, se hicieron lavados sucesivos con 6 ml de BR, BR
EDTA y Tris-Mes pH 8.0. Las proteinas unidas a la matriz de
afinidad sefarosa-p33/p36 se eluyeron con NaCl 1 M en buffer
Tris-Mes pH 8.0, suplementado con PMSF | mM como inhibidor
de proteasas. Los eluidos de la sefarosa-p33/p36 y sefarosa-
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albumina se analizaron en geles de poli-acrilamida-SDS al 10 %,
por tinciéon de proteinas con azul de Coomasie, y mediante un
ensayo de unidn a p33/p36 sobre nitrocelulosa.

En la Figura 7 se muestra que, en eluidos de sefarosa-p33/p36 y
sefarosa-albumina es posible detectar proteinas diferentes, lo que
significa que la sefarosa-p33/p36 fracciona el patréon de
proteinas de la membrana de manera especifica.

Figura 7. Union de proteinas de membrana plasmatica a
sefarosa-p33/pl6.
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Membranas plasmaticas solubilizadas con deoxicolato de
sodio 1.5 % (0.9 mg), dializados contra BR PMSF | mM, se
incubaron durante 16 h con sefarosa-p33/p36 y sefarosa-
albumina a 4 °C. Después de decantar la resina, se lavé con
BR, Tris-Mes pH 8.0, y se eluyd con NaCl | M en Tris-Mes pH
8.0. Todas las soluciones se suplementaron con PMSF 1 mM.
Los eluidos de sefarosa-p33/p36 vy de sefarosa-albimina se
precipitaron con acetona, se analizaron en gel de poli-
acrilamida-SDS al 10 % mediante tincion con azul de
Coomasie. En los carriles MP se sembraron 15 pg de las
membranas plasmaticas solubilizadas, y en los carriles Lav.
se sembraron 15 pg del primer lavado.
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Durante el curso de los experimentos de unidén entre proteinas de
membrana solubilizadas y la sefarosa-p33/p36, se encontrd - que
el deoxicolato de sodio forma un gel cuando se incuba a 4°C. Este
efecto resultdé un serio inconveniente, vya dificulté
extremadamente los lavados de la resina de afinidad, e hizo
imposible su reutilizacién, haciendo que los resultados obtenidos
no fueran concluyentes.

A pesar de lo anterior, se intenté detectar a pmp80 en los eluidos
de la sefarosa-p33/p36, usando el ensayo de unidon entre
proteina sobre nitrocelulosa (ver Materiales y métodos). En este
tipo de ensayos se detecta la union entre p33/p36 marcadas con
biotina, y proteinas que han sido separadas en gel de poli-
acrilamida-SDS, renaturalizadas mediante un tratamiento con
urea 8 M, y transferidas a nitrocelulosa (Garcia-Gomezer al. 2000
ver Materiales y métodos).

Durante el desarrollo de este trabajo se detecté una proteina
biotinilada en el extracto de membranas, que migra en el rango
de peso molecular de pmp80 (Figura 8 A). Ya que esta proteina
biotinilada no se habia detectado antes, se hicieron experimentos
para establecer si la esta biotinilacién ocurria durante ¢l
procedimiento de extraccion o durante el ensayo de unidn.

Para descartar que hubiese biotina libre en los buffers y extractos
de proteina biotinilada, estos se incubaron con albimina como
testigo. Se encontré que los buffers usados durante la extraccion
no contenian biotina libre que pudiera marcar a la proteina
testigo (no se muestra el resultado). De la misma forma los
extractos de proteinas biotiniladas no fueron capaces de marcar a
la albumina, indicando que no hay biotina libre en ellos. Como
control de este experimento se usaron: la albumina que se uso en
el experimento para verificar que no estd marcada de antes, y un
extracto de p33/p36 biotiniladas sin dializar, el cual marca
eficientemente a la proteina testigo (Figura 8 B).

Finalmente, se hicieron experimentos para intentar competir la
unién entre p33/p36 y pmp80, en el ensayo de unién sobre
nitrocelulosa, con p33/p36 sin marcar. Se encontré que p33/p36
sin marcar en proporcién 2:1 y 10:1 con respecto a p33/p36
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marcadas, no compitieron la sefial proveniente de este tipo de
ensayos (Figura § C).

Estos resultados complicaron la identificacién de la actividad de
uniéon a p33/p36 mediante este tipo de ensayo, por lo que se
decidié no continuar usindolo.

Figura 8. Detecciéon de la interaccién entre p33/p36 y proteinas de
membrana.
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)] 40 pg de proteinas de membrana totales se separaron en gel
de poli-acrilamida-SDS al 10 % y se transfirieron a nitrocelulosa. La
nitrocelulosa, bloqueada, se incubé con 3 up/ml de p33/p36 fria o
con el buffer sin proteina. Luego se incubdé 300 ng/ml p33/p36
biotiniliadas, y se detectd con estreptavidina acoplada a peroxidasa
mediante quimioluminiscencia.

5.6.Entrecruzamiento de b33/p36 con
proteinas de la membrana plasmaitica.

Ante las dificultades con el ensayo de unién entre proteinas
sobre nitrocelulosa, se decidié explorar otras alternativas para
detectar la unién entre p33/p36 y su (o sus) ligando(s).

El entrecruzamiento de proteinas es una técnica usada para
identificar interacciones entre proteinas, por lo que existen en el
mercado varios reactivos formadores de entrecruzamiento de
diferentes caracteristicas (Husic er al. 1991, Nurnberger et al.
1995, Fancy & Kodadek 1999, Giranton et al. 2000).

En la mira de estabilizar covalentemente el complejo que forma
p33/p36 con su (o sus) proteina(s) de unién en membrana, se
probaron dos reactives formadores de entrecruzamiento:
glutaraldehido y Tris(2,2 bipiridil) diclororutenio (II) (tdCIRu).
El glutaraldehido por su disponibilidad y la simplicidad de su
uso; y €l (tdClRu), porque es un entrecruzador de proteina
raipido y eficiente, ¢s fotoinducible con luz blanca y de uso
relativamente simple (Fancy & Kodadek 1999). Para establecer
las condiciones y los tiempos de reaccién adecuados para el uso
de cada uno de los entrecruzadores, se usdé la enzima lactato
deshidrogenasa (LDH) que forma dimeros de 70 kDa y tetrAmeros
de 140 kDa.

LDH (10 pg/10 pl) en buffer de entrecruzamiento (BE), se incubo
a temperatura ambiente con glutaraldehido 5, 10 y 20 mM, y se
encontr6 que S5 mM es suficiente para promover el
entrecruzamiento de los mondmeros de la enzima, estabilizando
los dimeros y tetrameros (no se muestra el experimento).
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Para el entrecruzamiento con tdClRu, a LDH en buffer de
entrecruzamiento, se le agregd la sal de rutenio 1.25 mM final y
persulfato de amonio 2.5 mM final. Inmediatamente después, las
muestras se expusieron a luz blanca por periodos de tiempo
entre 5 y 60 segundos. Tanto las reacciones con glutaraldehido
como las reacciones con tdCIRu se detuvieron por dilucién en
buffer de Laemmly modificado con 10 % p-mercaptoetanol y 4 %
SDS. Las muestras se incubaron a 95 °C durante 5 minutos y se
analizaron en geles de poli-acrilamida-SDS. -

En la Figura 9 se muestra que en las condiciones mencionadas,
tanto glutaraldehido como tdCIRu promovieron la formacién de
agregados entre los mondmeros de LDH, dichos agregados son
estables en 10 % [B-mercaptoetanol y 4 % SDS, y corresponden al
peso molecular del dimero y del tetramero de la enzima. Una
pequefia cantidad del dimero es estable adtn sin
entrecruzamiento (tiempo 0 en la Figura 9), lo que también se
observa cuando no se adiciona ningan entrecruzador (no se
muestra el resultado}. Sin embargo estd claro que, de manera
dependiente del tiempo de reaccién, aumenta la proporcién de
dimero y del tetrAmero, mientras desaparece ¢l mondmero.
También de forma dependiente del tiempo de reaccidn, se
forman agregados de alto peso molecular que se retienen en la
entrada del gel y que resultan por que el exceso de
entrecruzamiento promueve la formacidén de agregados
inespecificos (Fancy & Kodadek 1999).

El glutaraldehido promovio eficientemente el entrecruzamiento
de LDH en concentracion 5 mM y con tiempos de reaccidon entre
4 y 8 minutos. El tdCIRu promovié eficientemente el
entrecruzamiento entre los monomeros de LDH usado en una
concentracién de 1.25 mM, con persulfato de amonio 2.5 mM y
con tiempo de exposicion a la luz entre un minuto y dos minutos.
Se decidié continuar usando tdCIRu que reacciona mas rapido, es
foto-activable, con lo que se logra mayor control sobre la
reaccion, y no produce distorsiéon de las bandas en gel como lo
hace el glutaraldehido (Figura 9) .
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Figura 9. Entrecruzamiento de lactato deshidrogenasa <con
glutaraldehido y Tris(2,2 bipiridil) diclororutenio (II).
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A 10 pg de LDH en buffer fosfato 15 mM pH 7.5, NaCl 150 mM, (A) se
le afiadié glutaraledehido 5 mM final. (B) Se le afiadié tdClRu 1.25 mM
final, persulfato de amonio 2.5 mM final y se expuso a luz blanca
durante los tiempos que se indican. Ambas reacciones se detuvieron
con buffer de Laemmly 2X, se incubaron a 95 °C por cinco minutos y se
analizaron en gel de poli-acrilamida-SDS al 8 % por tincién de
Coomasie.

El paso siguiente para establecer las condiciones adecuadas para
el entrecruzamiento de p33/p36 con su (o sus) ligando(s) en
membrana, fue establecer si p33 y p36 se agregan entre ellas, lo
que permitiria predecir el rango de peso molecular esperado
para el complejo de p33 y/o p36 con su (o sus) ligando(s} de
membrana.

Partiendo de las condiciones oOptimas para entrecruzar los
mondémeros de LDH con tdCIRu, se realizaron experimentos para
determinar las concentraciones de tdCIRu y persulfato de amonio
adecuadas para entrecruzar a p33/p36 (no se muestran los
experimentos}).

Se encontrd que el entrecruzamiento entre p33/p36 mediante
tdClRu, requiere concentraciones 100 veces menores de
persulfato de amonio a las usadas para entrecruzar los
mondmero de LDH. Esto se explica considerando el mecanismo
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porpuesto para la reaccion de entrecruzamiento promovida por
tdClIRu, Fancy & Kodadek proponene que el tdCIRu actda
activando a las tirosinas para formar un intermediario, que en
cercania de un grupos nucleofilico NH o S se tautomeriza y le
transfiere un electrén al persulfato de amonio, que actda como
aceptor de electrones de la reaccidon (Fancy & Kodadek 1999). Ya
que los residuos tirosina y lisina son abundantes en p33/p36
(Garcia-Gomez et al. 2000), el entrecruzamiento entre p33/p36
es eficiente en tiempos mas cortos y con menores
concentraciones de persulfato, de los requeridos para
entrecruzar monoémeros de LDH.

Como se muestra en la Figura 10, cuando p33/p36 'se encuentran
en una concentracién de 1 ug/pl, el tdCIRu promueve la
formacion de agregados de p33/p36 con pesos moleculares que
corresponden a los posibles homo y hetero-dimeros, trimeros,
tetrameros, pentameros y hexameros.

Figura 10. Entrecruzamiento de p33/p36 con
Tris(2,2 bipiridil)diclororutenio
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A 10 pg de p33/p36 en BEse le afiadio tdCIRu 1.25 mM y persulfato
de amonio 0.025 mM, y se expuso a luz blanca durante los tiempos
indicados. Las reacciones se diluyeron con un volumen de buffer de
Laemmli 2X y se incubaron a 95 °C por cinco minutos. Finalmente, se
separaron en gel de poli-acrilamida-SDS al 8 % y se analizaron en un
ensayo tipo 'western’ con el anticuerpo anti-p33. En el carril C se
sembraron 2 pg de p33/p36 purificadas

14
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El mismo resultado se obtiene en experimentos en los que las
proteinas se encuentran mas diluidas (0.5 y 0.1 pg/ul no se
muestra el experimento), lo que indica que p33/p3é6
efectivamente se conforman en oligémeros, y que éstos no son
producto de agregacion inespecifica de las proteinas por efecto
de la concentracion.
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6. Discusion.

En este trabajo se establecieron las condiciones necesarias para
construir una matriz de afinidad con p33/p36, y se establecieron
las condiciones para usarla en la identificacién y purificacién de
la (o las) proteinas de la membrana plasmatica que unen a
p33/p36. Adicionalmente, se exploraron otras alternativas para
detectar dicha unién.

La cromatografia de afinidad es una metodologia utilizada
cuando se trata de identificar y purificar el (o los) ligando(s)
desconocidos de alguna proteina. De los receptores de
membranas de plantas, solo el receptor del elicitor Oligopéptido-
13 de perejit y el del elicitor P-glucano de soya, se han
identificado por métodos bioquimicos, y en los dos casos se
utilizaron procedimientos que incluyeron cromatografia de
afinidad (Shimomura et al. 1986, Mithdfer ef al. 1996, Nennstiel
et al. 1998).

Varios de los receptores de membrana de plantas se han
identificado a través de la caracterizacién de mutantes
insensibles al ligando especifico. Es el caso de los receptores de
hormonas <como el etileno, las citoquininas y los
brasinoesteroides (Rodriguez et al 1999, Schumacher & Chory
2000, Inoue er al. 2001). Otros receptores se han identificado a
través de la caracterizacidn de mutantes con fenotipo especifico,
como en el caso de CLAVATA y HAESA, que son receptores de
membrana involucrados en morfogénesis (Trotochaud et al.
1999, lJinn et al. 2000). Un regulador del transporte polar de
auxinas se identific6 mediante la técnica de ‘gene targeting’
(Géalweiler er al. 1998). La otra estrategia que se ha usado para la
identificaciéon de este tipo de proteinas es el rastreo de bancos de
datos, a partir de la similitud con receptores conocidos en
animales, asi se han identificado varios receptores tipo receptor
cinasa, como TMKI1 y RPKI (Hong et al. 1997).

Dado que en este trabajo no se partié de un efecto o fenotipo que

permitiera seleccionar mutantes, y ya que no contabamos con
informacién que orientara sobre el tipo de gen que codifica para
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la proteina que se estd buscando, se opté por el enfoque
bioquimico y el consecuente uso de cromatografia de afinidad,
para identificar la (o las) proteina(s) de membrana plasmatica
que interactian con p33/p36.

Uno de los aspectos fundamentales para una cromatografia de
afinidad es la disponibilidad de cantidades suficientes del
ligando, en este caso las proteinas p33 y p36. En este trabajo se
optimizaron las condiciones para el tratamiento de estrés hidrico
sobre las plantulas de frijol, con lo cual se logré obtener 2.2 ug
de p33/p36 por gramo de tejido (Tabla 2.). Este rendimiento
corresponde, al doble del rendimiento obtenido en las
condiciones que se usaban en el laboratorio para extraer y
purificar este par de proteinas (no se muestran los resultados).

Se establecieron condiciones adecuadas para acoplar proteinas
- basicas, como lo son p33 y p36, a una matriz de agarosa activada
con bromuro de ciandgeno y se¢ obtuvieron matrices de afinidad
que contenian p33 y p36 acoplada a Sefarosa 4B (Figura 6).

Otros aspectos determinantes en la purificacién por afinidad de
una proteina de membrana, son la obtencidn de extractos
membranales y la solubilizacidn de sus proteinas. En este trabajo
se obtuvieron fracciones enriquecidas en proteinas de membrana
plasmitica, con un rendimiento de 103 pg de proteina por gramo
de tejido de hoja (Tabia 3). Ese rendimiento nos permitid usar
cantidades, en torne a 5 mg de proteinas de membranas
solubilizadas, en los experimentos de uniéon a la sefarosa-
p33/p36. En esta cantidad de proteina esperabamos encontrar
cantidades en el rango de detecciéon de la tincion con plata, de la
proteina de membrana plasmatica que une a p33/p36 (pmp80).
Lo anterior se consideré posible porque: pmp80 se detecté en 40
pug de membranas plasmaticas, mediante un ensayo de union a
p33/p36 biotiniladas (Garcia-Gomez et al. 2000), y porque, en las
condiciones de nuestro laboratorio, es posible detectar hasta 0.5
ng (7.2 femtomoles) de p33/p36 biotiniladas (no se muestra el
experimento). Si se asume que la interaccién entre p33/p36 vy
pmp80 ocurre en proporcién 1:1, el que pmpd30 se detecte en 40
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pg significa que en esta cantidad de membranas plasmaticas hay
7.2 femtomoles de pmp80; lo que implica, que en 4.8 mg de
proteinas de membrana solubilizadas (lo que se usé en el
experimento descrito en la Figura 7) se encontrarian 69.1 ng de
una proteina de 80 kDa.

En cuanto a la solubilizacion se encontré que, de los detergentes
ensayados; octilglucésido, deoxicolato de sodio, Chaps ¥
Zwitergent 13-14, solubilizan eficientemente las proteinas de
membrana. En este trabajo se opté por deoxicolato de sodio
porque solubilizé adecuadamente el patron de proteina total de
la membrana plasmatica, y fue el detergente que solubilizé
mayor proporcién de la sefial de unidon a p33/p36 evaluada en
ensayo de unién entre proteinas sobre nitrocelulosa (Figura 5).

Los extractos membranales solubilizados con deoxicolato de sodio
se incubaron con la matriz de afinidad, se encontré que la
sefarosa-p33/p36 retuvo una proteina de entre 45 y 66 kDa que
no se retiene en la sefarosa-albumina. Este resultado indica que
hubo fraccionamiento de las proteinas de la membrana
plasmatica por efecto de la interaccidén con la sefarosa-p33/p36,
diferencial con respecto a la sefarosa-albumina (Figura 7). Smn
embargo, el uso del deoxicolato de sodio resultdé inconveniente
-porque los solubilizados de membranas con este detergente
gelificaron a 4°C. Esta gelificacién impidié concluir que lo eluido
de las sefarosa-p33/p36 realmente sea una proteina de unidn a
p33/p36, ya que no sc puede descartar, que se haya retenido en
la resina por ecfecto del gel que formd el detergente, mas gue por
interacciéon con p33/p36.

Con respecto a esta gelificacion, se sabe que los dectergentes
derivados de sales biliares como el deoxicolato de sodio
precipitan por efecto de cationes (Owen T et al. 1990), de otro
lado, esta establecido que la unién entre p33/p36 y pmp80
depende de cationes divalentes, aunque también sabemos que las
trazas de estos cationes presentes en las soluciones, son
suficientes para mantener dicha unién (Garcia-Gémez et al.
2000). Considerando lo anterior, con el objeto de evitar la
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gelificacidén se dializaron exhaustivamente los solubilizados de
membranas para retirar el exceso de detergente, y se retiré el
suplemento de Ca** de la incubacién de estos solubilizados con la
sefarosa-p33/p36. A pesar de lo anterior, no fue posible evitar la
gelificaciéon del deoxicolato de sodio en la resina siempre que ésta
se incubd a 4°C, lo que sugiere que las trazas de cationes
presentes en las membranas y/o en los buffers son suficientcs
para que el deoxicolato forme quelatos y gelifique.

A pesar de que en este trabajo no se logro identificar la (o las)
proteinas de wunién a p33/p36, los inconvenientes que se
presentaron durante el desarrollo del mismo, no permiten
descartar la cromatografia de afinidad como estrategia para
lograrlo.

En ese sentido, en futuros experimentos con el objeto de purificar
cantidades detectables de las proteinas de unién a p33/p36, es
recomendable incrementar las cantidades de la cromatografia de
afinidad, tanto en el tamano de la matriz, como en la cantidad de
membranas  solubilizadas que se usan. Lo anterior se propone en
consideracion a que las proteinas de membrana que interactian
con ligandos en la pared celular, como los receptores de
membrana, son proteinas muy poco abundantes (Mithdéfer et al.
1996, WNennstiel er al. 1998), y a que, hay experimentos que
indican que la unién de p33/p36 a la membrana involucra varias
proteinas (Battaglia 2001).

A partir de la experiencia de este trabajo, lo recomendable es
incrementar la cromatografia de afinidad a 2 ml de sefarosa con
4 mg de p33/p36 purificadas. Aplicar en esta columna 100 mg de
proteinas de membranas plasmdticas solubilizadas con
octyglucédsido. En esta cantidad de membranas se encontrarian
100 ng y 1.3 pg de proteinas poco abundantes como el receptor
de membrana del elicitor Oligopéptido-13 de perejil o el receptor
de membrana del elicitor p-glucano de soya, respectivamente
(Mithéfer et al. 1996, Nennstiel et al. 1998).

Finalmente, y dado que la uniéon entre pmp80 y p33/p36 se
compite con péptidos que incluyen la secuencia RGD (Garcia-
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Gémez et al. 2000), una alternativa que queda por explorar para
purificar a pmp80, es usar una cromatografia de afinidad con
péptidos que incluyan esta secuencia.

Como una estrategia adicional para la identificacién y la
caracterizaciéon de pmp80, se habia planteado identificar la sefal
de unién de p33/p36 a proteinas de membrana plasmatica
separadas en gel de dos dimensiones, la cual es una alternativa
usada para obtener pequefias cantidades de una proteina pura
con el objeto de someterla a un proceso de micro-secuencia
(Satoin er al. 1998, Blackstock & Weir 1999). La identificacién del
punto correspondiente a la proteina de interés en la doble
dimension, dependia del ensayo de unidn entre proteinas sobre
nitrocelulosa. En este ensayo se detecta la unién entre proteinas
de membrana transferidas a nitrocelulosa y p33/p36 marcadas
con biotina (Garcia-Gémez et al. 2000).

Estos ensayos tuvieron que descartarse como alternativa para
detectar a ‘las proteinas que unen a p33/p36, ya que durante el
desarrollo de este trabajo se detectd una proteina biotinilada en
el extracto de membranas, que migra en torno a los 80 kDa, el
mismo rango en que migra la proteina pmp80.

Dado que durante este trabajo no fue posible competir la sefial
de los ensayos de unidn entre proteinas con p33/p36, se descartd
que la sefial detectada en estos experimentos correspondiera a la
proteina pmp80 (Figura 8). Ya que esta proteina biotinilada
representd un interferencia importante para este tipo de ensayos,
descartamos el uso del ensayo de unién sobre nitrocelulosa como
estrategia para la identificacién de la(s) proteina(s) de unién a
p33/p36.

Ante las dificultades con el ensayo de uniéon entre proteinas
sobre nitrocelulosa, se decidié explorar el entrecruzamiento de
proteinas como alternativa para detectar la unién entre p33/p36
y su (o sus) ligando(s).

En la mira de entrecruzar a p33/p36 con su (o sus) proteina(s)
de unién en membrana, se establecieron las condiciones para el
entrecruzamiento de proteinas usando glutaraldehido y
Tris(2,2 bipiridil)-diclororutenio(I) (tdCIRu). Se encontré que
ambos reactivos, en las condiciones usadas, promueven el
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entrecruzamiento de los mondémeros de la enzima lactato
deshidrogenasa para formar dimeros y tetrimeros estables en 4%
SDS y 10% B mercaptoetanol (Figura 9).

Para el entrecruzamiento de p33 y p36 se decidié usar el tdClRu
que actia mas rapido que el glutaraldehido, y es foto-activable,
lo que da mayor control sobre la reaccién. Ademads, este reactivo
no produce distorsién de las bandas en gel de poli-acrilamida
como lo hace el glutaraldehido.

Se encontré que, al menos in vitro, p33/p36 se conforman en
oligbmeros, que por su peso molecular podrian ser dimeros,
tetrameros, pentameros y hexdmeros, compuestos por una de las
proteinas o por diferentes combinaciones de las dos (Figura 10).

En los mismos experimentos de entrecruzamiento, se encontrd
que la agregacion de p33/p36 es determinada, ya que se detectan
miltiples oligémeros escalonados hasta los 220 kDa pero no mas
grandes. Aunque  se forman  super-agregados por
entrecruzamiento inespecifico {(no se muestra resultado), éstos se
pueden diferenciar claramente de los oligémeros porque se
retienen a la entrada del gel de poli-acrilamida-SDS, lo que deja
un espacio entre el inicio del gel separador y el oligdmero mas
grande, en el que no se detecta nada con el anticuerpo anti-p33
(Figura 10).

La presencia de multiples productos de entrecruzamiento de
p33/p36 dificulta la identificacién de los complejos que formen
estas proteinas con su (o sus) proteina(s) de unién en la
membrana; lo que sugiere, usar un paso adicional que permita
eliminar las proteinas de membrana no unidas a p33/p36, para
luego detectar por algin marcaje, a la(s) proteina(s) de
membrana que si se unieron. Para esto hay varias alternativas,
uno, separar los complejos por tamafio en una cromatografia de
exclusién molecular y detectar los picos en los que estén
presentes tanto p33 o p36, como alguna proteina de la
membrana. Este esquema resultaria util en caso de que p33/p36
interactien con la membrana conformadas en oligémeros de alto
peso molecular. Dos, separar los complejos de p33/p36 y su(s)
proteina(s) de unién en la membrana, mediante la inmuno-
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precipitacién usando anticuerpos anti-p33; o en una
cromatografia de afinidad con e! anticuerpo anti p33. En los tres
casos, después de estabilizar mediante entrecruzamiento los
complejos que forme p33/p36 con su(s) proteina(s) de unién en
membrana, estos complejos y los oligomeros de p33/p36 se
separaran de las otras proteinas de membrana. Una vez
separados dichos complejos y establecida la presencia en ellos
tanto de p33/p36 como de proteina(s) de membrana, se pueden
identificar las proteinas presentes mediante digestién parcial y
secuencia de los péptidos resultantes,

Adicionalmente, el hecho de que p33/p36 forme oligomeros de
220 kDa es consistente con otras observaciones: uno, en
cromatografias de exclusiéon molecular de alto rango, p33 y p36
eluyen juntas con un peso molecular aproximado de 220 kDa, y
estos agregados cuando se analizan en gel desnaturalizante de
poli-aclrilamida-SDS, se separan en las dos bandas identificadas
como p33/p36 (ver Figura 2). Y dos, en geles nativos este par de
proteinas migran juntas con un peso molecular aparente de 220
kDa, (Hernidndez et. al. resultados no publicados). Estos
resultados indican que este par de proteinas forman oligdémeros
que se separan con el detergente desnaturalizante SDS, pero no
por tratamiento <con agentes reductores como el PB-
mercaptoetanol. Esto permite pensar que estas proteinas pueden
encontrarse conformadas en hexameros en el tejido cuando se les
extrae, lo que conduce a la pregunta: ;Esta conformacion esta
relacionada con la funcion de p33 y p367

Para las PRPs se ha propuesto tradicionalmente una funcién
estructural por extrapolacidn de las extensinas. Las extensinas se
conforman en bastones (Holst & Varner 1984), y se inmovilizan
en la matriz extracelular por entrecruzamiento activado por
peroxidasas (Brownleader er al. 1997). El hecho de que p33/p36
se acumulan solubles por efecto del déficit hidrico, lo que se
confirma porque se les detecta acumuladas en extractos de
proteina soluble y mediante impresiones de tejido en
nitrocelulosa (‘tissue printing’) (Hernindez et al. resultados no
publicados), permiten considerar que p33 y p36 cumplan alguna
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funcion cuando se encuentran solubles en la pared celular,
posiblemente conformadas en oligémeros.

Lo anterior, no excluye que p33/p36 se inmovilisen en la pared
celular por efecto de peroxidasas, aunque hay que recordar que
estas proteinas no se acumulan por dafo (Covarrubias et al
1995), vy que el dafio es el tipo de estrés para el que estd
demostrado la inmovilizacién de extensinas.

De otro lado, la interacciéon entre p33/p36 y la membrana
plasmatica se ha evidenciado de multiples formas: p33/p36 unen
a microsomas de membrana (Garcia-Gomez et al. 2000, Battaglia
2001), en ocasiones, pequeiias cantidades de p33/36 se detectan
en las membranas plasmaticas (no se muestra el experimento), lo
que significa que en algunas circunstancias, p33 y p36 co-
purifican con las membranas plasmaticas. Ademas, p33/p36
unen a protoplastos de hoja y esta unidon se abate por
tratamientos con tripsina (Garcia-Gomez et al. 2000), y proteinas
de membrana plasmatica inmunoprecipitan con el anticuerpo
anti-p33 (Battaglia 2001). Adicionalmente, extractos de proteinas
de membrana plasmadtica biotiniladas, unen a p33/p36 en ensayo
de unién similares a los descritos hasta ahora pero inversos:
p33/p36 en nitrocelulosa, incubadas con solubilizados de
proteinas de membrana marcadas. Y, esta uniéon se puede
competir pre-incubando los extractos con p33/p36 (no se
muestra el experimento).

La interaccion entre la matriz extracelular y la membrana,
mediada por p33/p36 puede caer en alguna de las tres formas de
union entre la membrana plasmatica y la pared celular de
plantas que han sido descritas hasta ahora. Las proteinas WAK
("wall associated kinases’) se localizan en la membrana, e
interactuan con la pared celular. Recientemente se establecio que
Wakl de Arabidopsis une en su segmento extra-citoplasmatico
con una proteina rica en repetidos de glicina AtGRP-3 (Park er al
2001), lo que sienta un precedente importante en el analisis de
las que se han llamado proteinas estructurales de la pared celular
vegetal. Teniendo en cuenta que las proteinas WAK son variables
en su segmento extracelular, lo que permite pensar que
interactien con diferentes ligandos, podria ser que p33/p36
interactuaran con alguna proteina WAK.
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Una segunda alternativa de interacciéon entre la membrana y la
matriz extracelular vegetal la constituyen las arabinogalactanas,
de las cuales algunas se encuentran atadas a la membrana por
enlaces covalentes con lipidos (Kohon 2000). Podria ser que, p33
y/o p36 contuvieran segmentos de unién a la membrana, y que
se liberaran solubles en la pared celular por maduracion
postraduccional. :

De otro lado, a pesar de que hasta ahora la blisqueda de
receptores de membrana de plantas relacionados con las
integrinas animales, no ha conducido a la identificacién de las
mismas, Canut et a/ demostraron la existencia de dos sitios de
uniéon a peéptidos que contienen la secuencia RGD en la
membrana plasmitica de Arabidopsis (Canut er al. 1998). Lo
anterior sumado al que, la unién de p33/p36 a pmp80 se
compite con péptidos que incluyen la secuencia RGD (Garcia-
Goémez et al. 2000), plantea la posibilidad de que p33/p36
interactuen en la membrana con wuna proteina relacionada
funcionalmente con las integrinas.

Y finalmente, sin que ésto excluya las otras opciones, p33/p36
podrian estar involucradas en las Fibras de Hechtian, que son
estructuras que unen la pared celular con la membrana
plasmadtica, identificadas en experimentos de plasindlisis (Lang-
Pauluzzi 2000).
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7. Conclusiones

Se optimizaron las condiciones para obtener las proteinas
p33/p36 a partir de plantulas de frijol, logrando con eso
duplicar el rendimiento. _
Se establecié una metodologia eficiente para solubilizar
proteinas de membrana de f{rijol que permite usar dichos
solubilizados en ensayos subsecuentes de afinidad.

Se establecié una metodologia para acoplar p33/p36 a Sefarosa
4B, que incluye las modificaciones necesarias por ser proteinas
bésicas.

Se ha establecido las condiciones para el entrecruzamiento de
proteinas usando  Tris(2,2 bipiridil)-diclororutenio(I) vy
gluatarldehido.
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