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Expresion de calmodulina durante la simbiosis
Phaseolus vulgaris-Rhizobium etli

Cambios en la expresion del gen de calmodulina relacionados a la inhibicion del
Transporte polar de Auxinas son regulador por el Factor Nod
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RESUMEN.

La fijacion biolbgica de nitrégeno en las leguminosas es establecida mediante una asociacién
simbidtica entre la planta y bacterias del suelo de la familia Rhizobiaceae. Como producto de
esta asociaciébn se forman nddulos en las raices, los cuales son Organos altamente
especializados en la fijacién bioldgica y en la asimilacién del nitrégeno. Al inicio de la
simbiosis, las bacterias sintetizan sefiales conocidas como factores de nodulacion (FNod), los
cuales son percibidos por un receptor con actividad de tirosina cinasa presente en los pelos
radiculares. Los FNods producen un aumento de Ca’* intracelular en los pelos radiculares que
conducen a la deformacion del pelo, y posteriormente, a la formacién de un meristemo o
primordio nodular en la corteza de la raiz.

Los cambios en los niveles de Ca*' citosdlico, en general, se asocian a todas las zonas
meristemdticas y puntas de crecimiento en donde se realizan procesos relacionados con la
diferenciacién y el crecimiento celular vegetal Calmodulina (CaM), es una de las principales
proteinas sensoras de la concetracién de Ca®" citosélico, y en conjunto Ca*" y CaM forman
parte de vias de sefializacién que regulan numerosos procesos celulares. Nuestro objetivo fue
contribuir al conocimiento de la funcién de calmodulina en la transduccién de las sefiales que
participan en la formacién del nédulo durante la simbiosis Phaseolus vulgaris-Rhizobium etli.

En los puntos siguientes se resumen los resultados de ésta investigacion:

1)  Se aislaron 5 clonas de una libreria de ¢cDNAs construida en AZap y derivada de
nddulos de la raiz de frijol. PvCaM-1, PvCaM-2 y PvCaM-3, contienen la secuencia
completa del mensajero de calmodulina y codifican para distintas isoformas de Ia
proteina. PvCaM-4 y PvCaM-5 son ¢cDNAs con secuencia parcial. Cabe resaltar que en la
secuencia de aminoédcidos de CaM-2 encontramos una sustitucion Tyt/Asp en la posicion
del residuo 118, sin antecedentes en los reportes de calmodulina, y representa un posible
sitio de fosforilacion. El andlisis de DNA gendémico correspondiente a los- ¢cDNAs de
PvCaM-1 a PvCaM-3, indic6 que son codificados por genes diferentes.

2) Los genes cam-1 a cam-3 se expresan principalmente en los en los meristemos y en los
tejidos jovenes de la planta. Aunque se expresan diferencialmente, el patron de expresion
de cam-2 y cam-3 es practicamente idéntico. El gen cam-1 se expresa preferencialmente
en la raiz; sin embargo, en tallos y en hojas su expresion es muy baja; los genes cam-2 y
cam-3 se expresan en todos los tejidos, excepto en tallos maduros. En los nédulos
maduros la expresion de cam-1 aumentd gradualmente a partir del dia 11, y su méxima
expresion se encontr$ entre los 15 y 18 dias. Por el contrario, el nivel de expresion de
cam-2 y cam-3 tiene su méaximo en el dia 13 y posteriormente declina.

3)  En las raices, desde los dos dias de desarrollo hasta la etapa de primordio nodular, el
FNod de R. edi, suprime la expresion de cam-1. El inhibidor del transporte polar de
auxinas (TIBA) también disminuye su expresion, la cual es recuperada con la adicién de
acido indolacético (AlA). Como el factor Nod también reduce el transporte polar de
auxinas antes de que se forme el primordio, sugerimos que los cambios en la expresion
del gen cam-1 son regulados por la reduccién del transporte polar de auxinas inducido por -
el factor Nod Debido a ello, hacemos una revision sobte la funcion de las auxinas, del
transporte polar y la inhibicion del transporte polar de auxinas, en relacién a calmodulina
y al factor Nod previo al inicio de las divisiones celulares que originan el ndulo.

4) Finalmente, encontramos que existe un patrén diferencial de proteinas con afinidad por
Ca®*-calmodulina en extractos de hoja, de raiz y de nédulos de frijol.

Parte de estos resultados han sido expuestos en la publicacién que se incluye en el capitulo 9.



ABSTRACT.

Three different complete calmodulin (CaM) ¢cDNAs (PvCaM-1, PvCaM-2, and PvCaM-3)
were isolated from a Phaseolus vulgaris nodule library. All clones contain the complete
coding region, are 62-74% homologous within this region, sharing 69-77% nucleotide
identity in the 3’-untranslated region. When compared within a plant CaM consensus
sequence, PvCaM-2 clone had a substitution of a tyrosine for an aspartic acid at position
118 that lies between the third and fourth Ca**-binding domains. This substitution has not
been observed in any plant CaM sequences already reported and represents a putative
tyrosine-kinase phosphorylation site. PvCaM-3 had a conservative substitution of an
alanine for a serine at position 10, already found in other plant CaM polypeptides. PvCaM-
1 amino acid sequence, is 100% homologous to the alfalfa CaM gene previously described.
A Southern blot genomic analysis suggested that all cDNAs are encoded by different genes.
Northern blot analysis revealed different patteins of expression corresponding to the three
c¢DNAs. CaM genes ate expressed mainly in young plant tissues and meristems. cam-1
gene is preferentially expressed in cotyledons and roots, and the expression patteins of
cam-2 and cam-3 genes are different from that of cam-1. All clones are expressed in nodule
primordia and nodule-like structures induced by the Nod factor. Also are expressed in
mature nodules (from 11 to 21 days post inoculation), where the expression of cam-I
increased gradually and its maximal expression was observed at days 15 and 18 after
inoculation. However, in roots Nod factor lowers mRNA levels of all three genes, but
specially of cam-1. cam-2 and cam-3 exhibited an earliest expression during development
of mature nodules than PvCaM-1. Its expression increased gradually until day 13 post
inoculation. The expression of cam-3 was not detected in mature stems and was very low
in leaves and roots. Inhibition of cam-1 expression is also caused when TIBA is added and
is recovered when roots are treated with indole acetic acid (AlA), suggesting that the gene
regulation corresponding to pvCaM-1 ¢DNA is related to the Nod factor inhibition of polar
auxin transport. These results suggest that cam genes could play an important role in the
early events of nodule formation.



Expresion de Calmodulina durante la Simbiosis
Phaseolus vulgaris - Rhizobium.

CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Fijacién biolégica de Nitrégeno.

El nitrogeno (N) es uno de los nutrientes esenciales para el crecimiento vegetal,
especialmente para la agricultura. En la bidsfera lo encontramos combinado con otros
elementos quimicos para formar diversos tipos moleculares como amomo, nitritos, nitratos
y urea. También es un componente basico de la estructura quimica de los aminoacidos, los
acidos nucléicos, y otros compuestos celulares como las vitaminas En la forma molecular
N, llega a constituir el 80 % del volumen atmosférico; sin embargo, en esta forma
molecular es practicamente inerte porque los enlaces quimicos que unen sus atomos son
excepcionalmente fuertes y estables. Se necesita gran cantidad de energia para romper su
triple enlace covalente (Taiz and Zeiger, 1991) Las plantas no lo asimmlan en esta forma
quimica, sino que lo adquieren del suelo como nitratos o amonio (NH,") Ciertas especies
vegetales pueden utilizar el N, atmosférico estableciendo asociaciones simbidticas fijadoras
de mtrégeno con especies de bacterias, cianobacterias, o de actinomicetos (Gualtieri and
Bisseling, 2000; Hirsch et al, 2001). Estos microorganismos contienen una enzima llamada
nitrogenasa que les permite catalizar fa reduccidn de Nz a NHjz, por lo que este proceso se
conoce como fijacion bioldgica del nitrégeno. El 90 % de la fijacion natural de nitrogeno se
realiza biologicamente por la accidon de organismos de vida libre como Azofobacter,
Clostridium y Klebsiella, por fijadores simbidticos como las bacterias de la familia
thizobiaceae (Rhizobium, Bradyrhizobium, y Azorhizobium) colectivamente conocidas
como rizobios; por cianobacterias (Anabaena y Nostoc) y por actinomicetos Gram™ del
geénero Frankia que nodulan casi 200 especies de angiospermas (Doyle, 1998; Taiz and
Zeiger, 1991). El otro 10 % resulta de la electrolisis de agua en la atmésfera causada por
las descargas eléctricas; durante este proceso se forman Oxidos de nitrogeno, que se
incorporan al suelo por la accion de la lluvia (Brock y Madigan, 1990). Alrededor de un 90
% de especies de leguminosas forman asociaciones simbidticas con rizobios del suelo
{Martinez et al, 1990), vy a través de esta asociacion la planta obtiene el nitrogeno requerido
para su crecimiento y le proporciona a la bacteria compuestos carbonados. Esta simbiosis
conlleva adaptaciones en ambos organismos que requieren elaborados mecanismos de
control genético y bioquimico. Entre otros, la interaccion simbidtica de Rhizobium y las
leguminosas induce la formacion de nédulos que son érganos fijadores de nitrégeno en la
raiz de la planta Por la importancia de las plantas que asimilan nitrogeno fijado
biologicamente, se realizan muchos estudios enfocados a conocer estas interrelaciones
metabolicas vy regulatorias (Schubert, 1986)



1.2 El nédulo y sus funciones primarias.
Ll nitrégeno como nutriente vegetal.

El nitrdgeno es el nutriente mas importante para el crecimiento de una planta, ya que sin
suficiente nitrdgeno, su desarrollo y su productividad se ven limitados aunque en el medio
exista abundancia de agua y de CO;. Las plantas superiores adquieren el nitrogeno
disponible en el suelo principalmente en forma de NH;" y NOs™ dependiendo del habitat y
de la especie A pesar de la aplicacion de fertilizantes a base de urea y de amonio, en los
suelos agricolas el NO;™ es la fuente nitrogenada principalmente absorbida por las plantas,
pues es la forma de nitrégeno mas abundante en el suelo (Schubert, 1986; Crawford v
Glass, 1998; Blevins, 1989)

Debido a lo anterior, la productividad de las plantas generalmente es determinada por la
disponibilidad del nitrogeno inorganico y por lo mismo, se tiene que estar reponiendo
mediante la adicion de fertilizantes al suelo Sin embargo, las condiciones limitantes de
nitrégeno favorecen que las leguminosas tiendan a asociarse simbidticamente con bacterias
Gram-negativas del suelo, principalmente del género Rhizobium (Elkan, 1984) Esta
interaccién induce la formacién de estructuras vegetales especializadas en la fijacion
bioldgica de nitrégeno que se diferencian a partir de los tejidos de la raiz, y que son
conocidas como nodulos (Mylona et al , 1995).

Lstructura general de los nédulos de las leguminosas.

Por su anatomia, los nddulos constituyen un érgano nuevo en la planta y se desarrollan a
partir de células distintas de las que originan a los primordios de raices laterales Los
nodulos se originan a partir de divisiones celulares en la corteza de la raiz, mientras que las
raices laterales surgen del periciclo. Por su tipo de crecimiento los nédulos de las
leguminosas se dividen en determinados ¢ indeterminados. Los determinados tienen forma
esférica y no conservan actividad meristeméatica durante su desarrollo (Phaseolus, Lotus,
Vigna, Glycine) vy los indeterminados tienden a ser cilindricos y presentan un meristemo
persistente durante su crecimiento (Medicago, Pisum, Vicia) (Hirsch y LaRue, 1997) (Fig
1.1)
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Fig. 1.1, Comparacién del desarrollo de un nédulo indeterminado de alfalfa contra uno determinado de
frijol Los rizobios interactian induciendo la deformacion y el enrollamiento de los pelos radiculares Los
hilos de infeccion permiten la penetracién de la bacteria hacia la corteza de la rafz. Simuitidneamente e}
periciclo y las células corticales internas o externas sc activan y s¢ dividen para formar el primordio de nédulo
que contiene grandes cantidaes de amiloplastos. Se requiere del flujo de esqueletos carbonados a través del
floema para dar inicio al desarrollo del nédulo. Posteriormente, un grupo de células del primordio forman un
meristemo, que permanece durante todo el crecimiento de los nodulos indeterminados de alfalfa Por el
contrario, en los nddulos de frijol fa que determina el crecimiento es una regién meristermatica transitoria . En
¢l nédulo de alfalfa podemos apreciar un gradiente de zonas funcionalmente diferentes (I-IV): I (meristemo),
II (invasién o Hberacién de la bacteria al citosol de las células del nédulo), II-III (interzona, conticne
amiloplastos y las bacterias se transforman en bacteroides; II (fijacién de nitrégeno) y IV (senescencia). HP,
hilos de preinfeccion. (J. Plant Growth Regul 2000, 19:155-166).

Los aspectos morfol6gicos y fisiologicos que son particulares a la formacién de nddulos
determinados como el de fijjol e indeterminados como los de la alfalfa han sido
exhaustivamente estudiados (Long 1989; Taté 1994).

La motfologia del nédulo es de vital importancia pata proporcionar un ambiente
favorable a la fijacién de nitrégeno. Los nodulos de tipo determinado tienen una corteza
formada por células parenquimatosas que rodean una regién central con gran cantidad de
células infectadas con bacterias; entre ellas, y en menor niimero se encuentran células no
infectadas. Rodeando ambos tipos celulares se encuentran los haces vasculares que son
originados a partir del periciclo de la raiz y a través de los cuales el nédulo importa
sacarosa y exporta productos nitrogenados al resto de la planta. La corteza tiene una
endodermis con paredes celulares muy gruesas, y desde ella hacia el centro del nédulo
podemos distinguir varias capas celulares: la corteza media o interna (parénquima), la capa



limite, v la zona de distribucién en donde las células comienzan a infectarse. El parénquima
contribuye a regular la concentracidn de oxigeno libre en el nddulo estableciendo una
barrera a su difusiébn ya que sus espacios intercelulares pequefios y poco numerosos
(Gordon, 199), Fig 12
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Fig.1.2. Corte histoldgico transversal de un nédulo maduro de P. valgaris cv. Negro Jamapa. A, El tgjido
de los n6dulos determinados estd organizado en un tejido central (TC) y en varios tejidos periféricos. Los
tejidos periféricos incluyen la corteza externa del nddulo (CE), la endodermis (En) v la corteza interna (CI),
La corteza interna contiene los haces vasculares (Hv) que conectan el nddulo con el cilindro vascular. El
tejido central consiste de dos tipos celulares, células infectadas (Ci) y células no infectadas (Cni). Las células
infectadas estan totalmente empaquetadas de bacterias, mientras que las no infectadas no contienen rizobios.
Las células no infectadas participan en la asimilacién del N, fijado en ureidos. En B, un acercamiento permite
apreciar claramente que los amiloplastos (Am) son abundantes en las células no infectadas y en la corteza
interna como lo indica la flecha. CL, capa limitrofe y Zd, zona de distribucién. (Fotografias facilitadas por
Lorena Lopez S. Unidad de Microscopia Electronica, IBT. UNAM)

Conforme las bacterias invaden las células de la parte central del nédulo, son rodeadas
por una membrana derivada de Ja membrana plasmética de la célula infectada en un
proceso de tipo endocitético; después de su division, las bacterias se diferencian
bioquimica y morfolégicamente en bacteroides. Este proceso de internalizacién y
propagacion de la bacteria en el nddulo requiere de la sintesis masiva de membrana en las
células infectadas, que puede ser hasta de 30 veces la cantidad de membrana plasmética
producida. La membrana que rodea los bacteroides se conoce como membrana
peribacteroidal (PMB) y junto con ellos constituye un espacio llamado simbiosoma. Por la
diferencia en la composicién de lipidos y proteinas con el resto de las membranas celulares,
se le atribuyen funciones especiales en el intercambio de metabolitos entre los bacteroides y
las células del nédulo (Mylona et al., 1995). '



Funcionamiento del nddulo.
Fijacion de nitrégeno

Dentro de los nddulos, las bacterias fijan el nitrogeno atmosférico a cambio de nutrientes
carbonados que la planta le proporciona, y ésta a su vez, obtiene el nitrogeno fijado por la
bacteria en forma de amonio. Aunque la mayoria de las plantas superiores absorben muy
poco amonio del suelo, ellas estin equipadas con un sistema de enzimas capaces de
asimilatlo, pues finalmente todas las formas de nitrégeno usadas por la planta son reducidas
a amonio. En este sentido, la funcion primaria del nodulo es la reduccién de N; a NH,',
una forma reducida que es rapidamente asimilada por la planta en aminoécidos, amidas y
urerdos. El N, es inicialmente asimilado como glutamina (Gln), la cual es posteriormente
metabolizada para la produccion de biomasa vegetal

La reaccion de la reduccion del nitrogeno es catalizada por la enzima nitrogenasa (EC
1 18 6 1) que se encuentra en los rizobios Estructuralmente es un complejo enzimatico
compuesto por dos tipos de metaloproteinas, la nitrogenasa y la nitrogenasa reductasa, que
contienen fierro y azufre Ninguna tiene actividad catalitica por separado. La nitrogenasa es
un tetrémero que contiene Fierro (Fe) y Molibdeno (Mo), por lo que se conoce como
proteina-Moke; estd conformada por dos tipos de subunidades (2 2p2) y en promedio tiene
un peso molecular de aproximadamente 220 000 Da, el cual difiere segin la especie La
otra proteina contiene Fe y dos sitios de unién al complejo MgATP; funciona como un
dimero (0.2) conocido como proteina-Fe y posee un peso de 64 000 La nitrogenasa es
inactivada por el O, ya que el cofactor MoFe es desnaturalizado rapida e irreversiblemente
por esta molécula Sin embargo, en condiciones normales la nitrogenasa cataliza la fijacion
de un mot de N, en amonio (1), el cual es excretado del bacteroide hacia el citosol de las
células del nodulo (Haaker and Veeger, 1984).

Mg*
(1) N;+8¢+8H"+16 ATP—p 2NH; + H, + 16 ADP +16Pi

Por la acumulacion de sacarosa y almidon, el nodulo es un almacén de carbono, a la vez
que funciona como una fuente de nitrdgeno. De hecho, se ha sugerido que los nddulos de
las leguminosas evolucionaron como 6rganos de almacén de carbono (Caetano-Anolles et
al, 1993). El carbono se transporta hacia el nédulo fundamentalmente en forma de
sacarosa, viajando por el floema desde las hojas hasta los nodulos en donde también puede
almacenarse como almidon Si bien el movimiento de la sacarosa hacia el bacteroide es
restringido por la membrana peribacteroidal, ésta es altamente permeable a algunos 4cidos
organicos dicarboxilicos, y tiene alta afinidad por el malato. La sacarosa es metabolizada
particularmente en malato, asi como en fumarato y succinato. El continuo aporte de
esqueletos carbonados, principalmente de los sustratos del ciclo de Krebs, es requerido para
mantener activa la respiracion del bacteroide y por ende también de la fijacion de
nitrogeno La oxidacion de estos fotosintados durante la respiracion del bacteroide
proporciona ATP y poder reductor para la actividad nitrogenasa.

Asimilacion de amonio,



El amonio producido por las bacterias se difunde a través del bacteroide y de la membrana
peribacteroidal hacia el citosol de la célula infectada, en donde es combinado con
compuestos carbonados derivados de la fotosintesis vegetal para producir los aminoacidos
glutamato y glutamina, los cuales después de seguir diferentes procesos metabdlicos son
incorporados en las proteinas para el crecimiento v desarrollo vegetal La mayoria de las
leguminosas tropicales (como frijol y soya) tienden a transportar el nitrogeno en forma de
ureidos (alantoina y 4cido alantoico), v las de clima templado (como alfalfa) exportan las
amidas, glutamina o asparagina, a través del xilema En las leguminosas tropicales los
ureidos son formados por la via de sintesis de novo de purinas, seguida de la degradacion y
oxidaciéon del anillo de purina La elaboracién de estos compuestos correlaciona con el
aumento en la actividad de enzimas que participan en la asimilacién del amonio como la
fosfoenolpiruvato carboxilasa (PEPc), glutamino sintetasa (GS), glutamato sintasa
(GOGAT), asparagino sintetasa (AS), aspartato aminotransferasa (AAT) y uricasa (Sanchez
et al. 1991; Schubert, 1986). La distribucion de estas enzimas en 1os nddulos es compleja,
localizandose en el citosol o en diferentes organelos y esta relacionada con el tipo de
compuetos nitrogenados que son transportados a partir de los nédulos

En las plantas superiores, el amonio es asimilado por la accion combinada de dos
enzimas, la glutamino sintetasa (GS) y la glutamato sintasa (NADH-GOGAT) Ambas
presentan isoformas que son especificas del nodulo y su actividad aumenta junto con la
actividad de la nitrogenasa . Las actividades de las dos enzimas son interdependientes y
constituyen Jo que se conoce como la via GS/GOTAT (Lara et al, 1984; Tingey et al,
1987; Trepp et al, 1999) Estas enzimas matienen el flujo de N a partir de la conversion de
NH," a glutamato y glutamina A la vez, estos aminoacidos son sustratos de varias
transaminasas que funcionan en la sintesis de purinas, pirimidinas, ureidos y otros
- aminoacidos (Fig 1.3)



1.3 El factor de nodulacién y la formacién del nédulo.

En la mayoria de las leguminosas, los nédulos se inician en las células de la corteza
proximas al apice de la raiz, en la zona en donde comienzan a emerger los pelos
radiculares. Fn esta zona, las leguminosas exudan flavonoides, los cuales estimulan la
expresion de genes bactertanos que participan en la sintesis y secrecion de factores de
nodulacion (factores Nod) también conocidos como oligosacaridos de lipoquitina (LCOs)
por su semejanza estructural con fragmentos del oligosacarido quitina (Fig. 1.4) El efecto
del factor Nod implica la desdiferenciacion y la activacion de la divisidn celular de algunas
células del parénquima de la corteza para formar el ndédulo (Mylona et al, 1995; Gualtieri
and Bisseling, 2000}
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Fig. 1.4. Intercambio de seiiales en la simbiosis Rhizobium-leguminosa. Los flavonoides producidos por la
raiz de la planta inducen 1a expresion de genes nod, cuyos productos sintetizan los factores de nodulacion, los
cuaies difieren en su estructura quimica dependiendo de la especie de Rizhobium. La insercién muestra un
hilo de infeccién originado en el pelo y que atraviesa la corteza de la raiz hacia un grupo de células en
divisidn para formar el primordio del nédulo.



El primer evento morfolégico notable de la interaccion entre la bacteria y la raiz de la
planta es el cambio en la forma de los pelos radiculares, que al percibir al factor Nod se
deforman, se bifurcan o se enrollan. Enseguida, dependiendo de la especie vegetal se puede
observar una serie de eventos en las raices como la formaciéon de hilos de preinfeccion en
los pelos radiculares, la produccion y secrecion de flavonoides, la expresién de genes de
nodulinas y {a induccién de divisiones celulares que van a formar e primordio nodular en
la corteza de la raiz (Fisher and Long, 1992; Bisseling et al , 1995; Mylona et al, 1995,
Spaink, 1995)

Los factores Nod puros inducen la division de las células corticales de la raiz, pero no
inducen la formacién de los hilos de infeccidon, para que €stos se formen es necesaria la
interaccion entre el pelo radical y la bacteria Los hilos de infeccion son tubos de pared
celular ricos en secreciones, que las bacterias usan para viajar por su interior desde los
pelos hasta las células de la corteza radicular

1.4 Formacion del nodulo en Phaseolus vulgaris cv Negro Jamapa inducido por
Rhizobium etli.

De 5 a 7 dias después de la inoculaciéon con una cepa silvestre de Rhizobium etli, las
raices laterales de frijol cv Negro Jamapa presentan primordios nodulares en todas la
etapas de desarrollo. Los nédulos pueden formar agrupaciones o racimos que provienen de
pelos radiculares vecinos que han sido infectados

Las primeras divisiones celulares que forman el primordio nodular se originan en la
corteza externa de la raiz, exactamente en la primera capa celular debajo de la epidermus;
esto es, debajo del pelo radicular que ha sido infectado por la bacteria (Fig 1 5)
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Fig.1.5, Secciones transversales de la corteza de raiz de P. vulgaris. cv Negro Jamapa inoculada con
Rhizobium etli. A-C serie de cortes de la corteza de raiz con pelos radiculares infectados Estos contienen
hilos de infeccion, y debajo de ¢llos se pueden apreciar las primeras células corticales en divisién que dan
lugar a un primordio nodular en una etapa muy temprana, D, Primordio nodular joven que muestra la
abundancia de divisiones celulares en la corteza externa debajo de dos pelos radiculares (flechas) En la
corteza mas interna solamenie s¢ producen divisiones radiales E, Una etapa mas avanzada del desarrollo del
nddulo; se muestra un peto radicular con un hilo de infeccién que se ramifica (flecha) y penetra a las células
subyacentes (Mol Plant-Microbe Interac 2000, 14(7):839-847).

Al inicio de la interaccion, los pelos infectados se enrollan, aumentan en grosor y
presentan paredes celulares gruesas. Presentan hilos de infeccién amplios que pueden
ramificarse hacia la base del pelo, penetrando la pared celular en diferentes puntos y con
diferentes direcciones hacia las células vecinas de la primera capa de la corteza. Estas
células se pueden distinguir porque sus nicleos aumentan de tamafio y migran hacia el
centro de la célula antes de que comience la division celular. Las células que se dividen
forman una fila con sus niicleos situados en el centro y alineados por delgadas cadenas
citopldsmicas. Posteriotmente en la corteza interna, el hilo de infeccion produce
ramificaciones muy finas que penetian en diferentes direcciones y extienden el 4rea de
células en divisién, que al unirse dan origen a un primordio nodular (van Spronsen et al.,
2001), Fig. 1.6.
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Fig. 1.6. Esquema comparativo de las etapas muy tempranas de nodulacién en la corteza externa de las
células de Ia raiz de dos nédules de tipo determinado. A, Desarrollo de un primordio en 1a capa celular de
la corteza externa en la nodulacién de frijol B, Desarrolio de los puentes citoplasmicos en un primordio en

desarrollo en la tercera capa cortical en la nodulacion de Lotus japonicus (Mol. Plant-Microbe Interac 2001,
14(7):839-847). '

Una vez inciado el primordio, las divisiones celulares en la corteza continllan dando lugar
a una masa esférica. Eventualmente, las células centrales detienen su division y conforme
son invadidas o no por la bacteria se diferencian en células infectadas v no infectadas.
Durante esta etapa las bacterias se transforman en bacteroides y en esta forma expresan los
genes responsables de la fijacion de nitrégeno atmosférico. Histolégicamente, el nédulo
maduro se caracteriza por tener una parénquima central compuesto de células infectadas y
células no infectadas. Esta regiéon central estd rodeada por uma corteza de células
parenquimatosas que se encuentra entre la epidermis y la regién central (Taté et al,, 1994),
Fig 1.7.
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Fig. 1.7 Etapas de desarrolle de Phaseolus vulgaris inducidos por Rhizobium etli. a) Hilos de infeccion en
un pelo radicular; actividad mitética en las células de la corteza de la raiz en la vecindad de los hilos de
infeccion y en el cilindro vascular central (asteriscos en b); micleos condensados del meristemo del nddulo
(flechas en c¢); haces vasculares del nédulo (cabezas de flecha en f-h) y endodermis vascular (dobles flechas
enfyh) En gy hsesefiala la corteza externa CE, Ia endodermis del nodulo, EN y el tejido central, TC (Mol
Plant-Microbe Interac. 1994, 7(5):582-589).

1.5 Expresién de nodulinas durante la formacién y el metabolismo del nédulo.

El programa de desarrollo que conduce a la formacidén de los nédulos en la raiz es tan
complejo como el programa de desarrollo para la formacién de otros 6rganos en la planta.
Estos programas involucran la participacion de muchos genes y la diferencia entre ellos se
debe a la expresion diferencial de los mismos en distintos 6rganos, de tal manera que
solamente ciertos genes se expresan especificamente en las células de un 6rgano particular
y en el tiempo preciso para su desarrollo y su funcionamiento. Como ya mencionamos, el
nodulo es considerado como un 6rgano nuevo de la planta y por lo mismo deberiamos
esperar que expresara genes Unicos asociados a su formacién y funcionamiento. Con esta
idea, se han estado identificando los genes que se expresan en el nddulo para poder
distinguirlo de los ofros érganos de la planta y para entender la naturaleza de su desarrollo.
Por lo tanto, mucho se ha investigado sobre la expresion de ciertos genes relacionados con
las distintas etapas de desarrollo del nédulo (Gresshoff, 1990).
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En este contexto, surgid el concepto de la existencia de proteinas vegetales, llamadas
nodulinas, que eran especificamente expresadas en ¢l nédulo y en ninguna otra parte de la
planta. Por consecuencia, las nodulinas solamente serian expresadas durante la simbiosis.
Sin embargo, conforme los genes de las nodulinas se han clonado y conforme han avanzado
los métodos para detectar sus transcritos, se ha encontrado que muchos de ellos también
son expresados en otros tejidos de la planta e incluso en especies que no son leguminosas
como ¢l caso del gen enod40 o el gen de la proteina leghemoglobina que tienen homdlogos
no simbidticos (Gualtieri and Bisseling, 2000). _

Debido a que los genes de nodulinas son expresados diferencialmente durante la

simbtosis, y a que la transcripcién de vatios de ellos puede identificarse en etapas mas o
menos definidas durante la formacién y la funcién primaria del nédulo, se clasificaron
como genes de nodulinas tempranas o de nodulinas tardias (Verma et al., 1992). Siendo las
nodulinas tempranas (ENOD) aquellas incluidas en el proceso de infeccién y de
organogénesis, y las tardias las involucradas principalmente en el funcionamiento del
nddulo (NOD) (Gresshoff, 1990).
Algunos genes de nodulinas tempranas se expresan en otras partes de la planta y ademas de
ser inducidos por el factor Nod también pueden inducirse por hormonas como citocininas o
auxinas (Fang and Hirsch, 1998). Los genes de nodulinas tempranas pueden usarse como
marcadores moleculares de las diferentes etapas de la infeccion, formacion y desarrollo del
nédulo.

Genes de nodulinas tempranas.

La formacién del hilo de infeccion y la division celular que conducen al desarrollo del
nodulo implica cambios drasticos en la composicién bioquimica de la pared celular. Estos
eventos estan correlacionados con la expresidn de genes de nodulinas tempranas que
codifican para proteinas que funcionan en la pared celular. Algunos ejemplos son los genes
que codifican para proteinas ricas en prolina (ENOD2, ENODS, ENOD10, ENOD11,
ENOD12, PRP4) para extensinas y para proteinas ricas en glicina (GRPs) (Crespi y Galvez,
2000).

La nodulina temprana ENODA40 se expresa en nédulos inducidos con Rhizobium o con el
factor Nod purificado. La secuencia del mensajero producido por ernod40 codifica para un
péptido de 10 a 13 aminoacidos. Se considera como un regulador endogeno del crecimiento
vegetal ya que actiia alterando la respuesta celular a las mismas concentraciones de las
hormonas (van de Sande et al., 1996).

Dentro de las primeras 24 h después de la inoculacion, enod40 se expresa en el periciclo
de la raiz y en el primordio nodular. Induce divisiones celulares en la corteza de la raiz al
modificar los niveles end6genos hormonales de auxinas y citocininas, que a su vez parecen
estar implicadas en la desdiferenciacién de las células corticales que van a dar origen al
primordio del nédulo (Charon et al, 1999; Minami, 1996). En los nddulos maduros
ENODA40 se localiza en el periciclo del parénquima vascular y en las células no infectadas
{Papadopoulou et al, 1996). Sin embargo, no es un péptido especifico del proceso de
nodulacién ya que también se expresa en las células que originan los primordios de raices
laterales (Papadopoulou et al., 1996), en los margenes del primordio foliar v en los tallos;
mcluso podemos encontrar sintesis de péptidos similares en la planta de arroz (Kouchi et
al., 1999).
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Otros genes inducidos por el factor Nod muestran induccién especifica en los pelos
radiculares o en las células epidérmicas. Algunos mas se expresan tanto en los pelos
radiculares como en los nddulos en desarrollo. Por ejemplo, los que codifican para lectinas,
anhidrasa carbénica, quitinasas, enzimas del metabolismo fenilpropanoide o proteinas
relacionadas a patogénesis. Pero pocos son los genes que se han aislado con una posible
funcién en la transduccién de las sefiales que dan inicio a la formacién del nédulo. Entre
estos existen genes con secuencias homoélogas a los genes de proteinas que unen GIP, un
gen MAD-Box y un gen de anexina. También se han involuctados genes que codifican
cinasas de proteinas y genes que funcionan en el control del ciclo celular como cyc2 y
cdc2 (Crespiy Galvez, 2000).

Genes de nodulinas tardias.

Las nodulinas tardias generalmente suelen expresarse vnicamente en los nédulos y las
sefiales para la activaciéon de sus genes son diferentes de las que activan las nodulinas
tempranas. La induccidén de su expresiéon comienza poco antes de la fijacién del N, y estd
mas relacionada con el metabolismo del nédulo pata permitir una eficiente asimilacion del
amonio. Dentro de este grupo de nodulinas consideramos algunas isoformas de las enzima
glutamino sintetasa (GS), glutamato sintasa (GOGAT), aspartato aminotransferasa (AAT)
que son las responsables de asimilar el amonio que deriva de la reduccion del N; en el
bacteroide. También podemos considerar como nodulinas tardias a las enzimas del
metabolismo del carbono como sacarosa sintasa (SS) y fosfoenolpiruvato carboxilasa
(PEPc), v a la proteina leghemoglobina (Lb) que interviene en regular la difusién del
oxigeno al tejido central del nédulo (Appleby, 1984; Sanchez et al., 1991).

1.6 Estructura del factor Nod y la especificidad por su hospedero.

Los genes de la bacteria que se expresan para dirigir la sintesis del factor de nodulacion
son conocidos como genes nod. Estos se encuentran oiganizados en varias unidades
transcripcionales y se les ha clasificado en cuatro grupos principales: activadores de la
transcripcién como el gen nodD, los genes nod comunes & nodABC que son esenciales pata
la nodulacidén; los genes de especificidad que determinan el rango de hospedero de la
bacteria (nod FE, nod LMN, nod PQ); y los genes implicados en la sintesis y secrecion de
polisacaridos (Schlaman et al., 1992; Franssen et al., 1992; Spaink, 1995).

La interaccion entre las leguminosas y Rhizobium es de naturaleza muy especifica ya que
una o un grupo de especies de leguminosas, se nodulan tnicamente por una o algunas
especies particulares de Rhizobium. Por ejemplo, los genes nodH y nodPQ de Rhizobium
meliloti especifican Unicamente pata la nodulacién de alfalfa, y el gen nodE de R
leguminosarum biovar viciae es responsable de determinar que solamente se nodule el
chicharo. Actualmente se han clonado la mayoria de los genes que determinan el rango de
hospedero de Rhizobium (Franssen et al., 1992).

Todos los factores Nod producidos por los Rhizobia consisten de un oligosacarido de N-
acetil-D-glucosamina con enlaces $-1,4. Varian en longitud entre 3 y 5 unidades de
glucosamina (GlcNac) dependiendo de la especie de Rhizobium. La adicidn de los
mondémeros del oligosacdrido se produce a partir del extremo no reductor. Todos los
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factores Nod se encuentran N-acilados en este extremo, sin embargo, las N-sustituciones
estan relacionadas a la especificidad pues presentan variaciones de acuerdo al hospedero.
La posicion N se encuentra acilada en la mayoria de las especies con un 4cido graso de
longitud e insaturacién variable La misma posicion también puede presentar una
metilacidn como segundo sustituyente (Cohn et al , 1998; Spaink, 2000).

La sintesis y la modificacién de la estructura molecular de la sefial Nod es controlada por
los productos proteicos de los genes de nodulacion nod, nol y noe Las principales
modificaciones pueden ser la presencia de grupos sulfato, metilo, acido graso y sacaridos
modificados (Fig. 1.8) (Schulize and Kondorosi, 1998; Cohn et al, 1998; Spaink, 1995;

Spaink, 2000)
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Fig. 1.8. Estructura de los factores Nod. Actualmente se ha obtenido la estructura de mas de 30 aislados de
Rhizobia de diferentes cspecies en distintas regiones geograficas El nimero total de residuos de N-
acetilglucosamina que forman Ia estructura del factor Nod puede variar entre 3 v 5, dependiendo de la especie
y/o biovar de Rhizobia. En esta figura se presenta una formula generalizada de la estructura del factor Nod, en
dénde la leira # es un factor que representa 2 & 3 unidades de glucosamina. Segin la especie de Rhaizobium,
diferentes grupos quimicos pueden modificar la estructura en las posiciones R1 a R6 Los productos de los
genes nod, participan ¢n Ia sintesis y en la modificacidn de la estructura del factor Nod Los factores Nod
producidos por R. etli son pentasacaridos; en ¢l extremo no reductor, la unidad de azicar lleva un 4cido graso
insaturado C18:1, un grupo metilo y un grupo carbamilo; mientras que en el extremo reductor contiene an
grupo acetilfucosa Todos los Rhizobia producen mezclas complejas de diferentes LCOs. (Annu. Rev
Microbiol. 2000, 54.257-88).
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Las enzimas codificadas por los genes de nodulacién que son hospedero-especificos
modifican la estructura quimica bésica del oligosacarido introduciendo diferentes
sustituyentes que son los que determinan la especificidad.

Las proteinas Nod A (aciltransferasa) Nod B (desacetilasa) y NodC (quitina sintasa)
sintetizan una molécula de quitina acilada (el esqueleto del oligosacarido mas un 4cido
graso) por lo que los factores Nod se conocen como oligosacaridos de lipoquitina. En el
caso de Rhizobium meliloti, a esta estructura quimica basica, las enzimas NodH, NodP y
NodQ le introducen un grupo sulfato en el extremo reductor. Esta modificacion le permite a
Rhizobium meliloti nodular Unicamente a la alfalfa. Sin embargo, las cepas mutantes que no
pueden adicionar el grupo sulfato a la molécula también tienen la capactdad de nodular a
Vicia sativa. Mientras que las raices de ¥ sativa nodulan eficientemente con el factor Nod
normal, los mismos factores Nod sin el sulfato no inducen la deformacién del pelo
radicular ni las divisiones celulares de la corteza en las raices de alfalfa.

A pesar de que los genes nodC tradicionalmente se han clasificado dentro de los genes
nod comunes, también actiian como determinantes de especificidad. Su actividad de quitina
sintasa controla la longitud del oligbmero de glucosamina segun la especie de Rhizobium.
El factor Nod producido por R meliloti es un oligbmero de cuatro unidades de
glucosamina, mientras que el de R tropici es de cinco. La introduccion de nodC de R.
tropici dentro de R. meliloti que tiene ¢l gen nodC mutado, hace que R. meliloti produzca
pentadmeros en lugar de tetrAmeros. Esta cepa es menos eficiente sobre alfalfa que la cepa
silvestre. De tal manera que a través del control de la longitud del oligbmero, nodC
interviene en determinar la especificidad de los Rhizobia (Kamst et al., 1997; Schultze et
al., 1992). De esta manera, la longitud del oligémero como la presencia o ausencia de los
sustituyentes y/o la diferente combinacidén de ellos, le confiere a los Rhizobia la capacidad
de tener un rango especifico de hospedero (Cohn et al., 1998) (Tabla 1).
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Tabla 1. Algunas de las modificaciones producidas en los factores de
nodulacién por diferentes cepas de Rhizobium.

Rhizobium Hospedero Rs Acilgraso n
Bradirhizobium japonicum Soya
USDA 110 2-O-metilfucosa C18:1/C16:0 3
USDA 135 2-O-metilfucosa | C18:1/C16:0 3
Cl6:1/C16:2 2,3
Rbizobium meliloti Alfalfa Sulfato C16:3/(w-1)OH
Cl8aC26
Rhizobium tropici Phaseolus Sulfato, hidrégeno 3
Leucaena
Medicago
Macroptilium
2-O-metil-fucosa/ Cl18:1 1-3
Rhizobium fredii Soya fucosa
2-O-metil-fucosa/3-S- [ C18:1/C18:0 2,3
R. NGR 234 Rango muy metilfucosa/3 o 4
Amplio de acetil-metil-fucosa
hospedero
R leguminosarum bv. Vicige | Chicharo Hidrégeno C18:1/C18:4 2.3
R. leguminosarum bv . Trébol Acetilo C18:1/C18:4 23
Trifolii
R etli Phaseolus 4 ~Q-acetil- L fucosa | C18:1/C18:4 2.3
A. caulinodans Sesbania Arabinosa C18:1/C18:0 2,3

En la columna correspondiente al hospedero se encuentran las especies en las que son activos diferentes
factores de nodulacion. Rs representa la posicién de las diferentes modificaciones en el extremo reductor de la
molécula (Fig. 1.8). Acilgraso, representa la cadena de 4cido graso en el extremo no reductor; ésta cadena
puede variar tanto en su grado de insaturacién, como en la posicién de la insaturacién. Igual que en la Figura
1.8, al namero representado por n hay que sumarle 2 unidades de glucosamina para obtener el total de
unidades que componen una factor Nod especifico. Las modificaciones del factor Nod presentadas aqui,
también podrian encontrarse en otras cepas de Rhizobium que no se muestran en la tabla. (Annu. Rev.
Microbiol. 2000, 54:257-88). .
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CAPITULO 2
FUNCIONES DE CALCIO-CALMODULINA EN PLANTAS.
2.1 La importancia del Ca®* como segundo mensajero en las plantas.

Los estimulos ambientales y hormonales afectan muchos aspectos de los procesos de
crecimiento y de desarrollo en las plantas, por lo que las células vegetales responden en
muchos casos de manera especifica, adaptando para ello mecanismos de deteccién y de
transduccion de estas sefiales {(Bush, 1993; Poovaiah and Reddy, 1993).

Mucha evidencia se ha reunido acerca de la funcion del calcio como segundo mensajero
en las tespuestas vegetales a muchos estimulos ambientales de origen abiético (luz, calor,
fiio, viento, hipoxia y sequia, estimulos mecanicos, gravedad o salinidad) y de origen
bi6tico, como las hormonas 4cido indolacético (AIA), acido abscisico (ABA) y acido
giberélico (GA), e interacciones patogénicas y simbi6ticas (Bush, 1993 and Bush, 1995).

Las respuestas especificas a estas sefiales tan diferentes se logran gracias a ciertas
variaciones en la amplitud, la duracién, la localizacién y la frecuencia de las “oscilaciones”
en su concentracion citosélica. El punto clave en la regulacién de la sefial de calcio consiste
en un fino control entre su influjo al citosol a través de canales y su salida por el bombeo de
Ca**-ATPasas o pot medio de antiportadores H'/Ca?* (Hwang et al , 2000).

En la célula, el calcio regula funciones como el balance idnico, la expresion genética, el
metabolismo de carbohidratos, la mitosis, el tidfico de vesiculas y la secrecion. Para
establecer una via de transduccién de sefiales estimulada por calcio, se requiere
informacién de como el estimulo regula los niveles de calcio citosélico y qué proteinas son
activadas cuando cambia su concentiacién. Algunas de ellas son proteina cinasas
dependientes de Ca®* o de calmodulina, calmodulina, fosfatasas, fosfolipasas, etc. (Fig.
2.1).
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Fig. 2.1. Un esquema de las vias de mensajeros basados en calcio. La interaccion entre el receptor v el
estimulo conduce a la activacion de una enzima asociada (Proteina G, fosfolipasa o cinasas) que ;}roduce
mensajeros difusibles [Inositol trifosfato ( IP; ), 4cidos grasos, H' ] que activan un canal de Ca* en la
membrana vacuolar El nivel de calcio aumenta en el citosol y puede ligarse a proteinas blanco, las cuales
posteriormente alteran la actividad de otras proteinas efectoras que son responsables de Ia respuesta final de la
célula (Bush DS, 1993 Plant Physiol 103:7-13)

Para ubicar los cambios en los niveles de calcio citosdlico dentro de una via de
transduccion de sefiales, se requiere identificar las proteinas especificas que son reguladas
in vivo por calcio.

2.2 Proteinas vegetales dependientes de Ca®*.

El aumento en el nivel de calcio citosélico promueve la formacién de complejos de Ca**
con proteinas que determinan la respuesta celular. En las plantas se han identificado
muchas proteinas cuya actividad depende del cambio en los niveles de calcio intracelular,
Actualmente se conocen diferentes proteinas que son blanco del calcio como calmodulina
(CaM), fosfatasas de proteinas, fosfohpasas, cinasas dependientes de Ca**-CaM (calcio y
calmodulina), y cinasas dependienes de Ca®* (CDPK). Sin embargo, la calmodulina y las
CDPKs son las proteinas que mejor se han caracterizado en plantas (Fig. 2.2). La
calmodulina se encuentra en todas las p}antas v en todos los animales y es de mucha
importancia en las vias de sefializacién por Ca*" en estos ot £anismos.
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Fig. 2.2, Transduccion de sefiales mediadas por el complejo Ca’*-calmodulina. Sefiales bibticas y
abidticas son percibidas por los receptores provocando cambios transitorios en los niveles de calcio citosélico
y de organclos (micleo). El aumento en las concentraciones de calcio libre que provienen del exterior celular o
de los almacenes celulares (vacuola) ¢s sensado por proteinas que unen calcio como calmodulina v proteinas
relacionadas. Modulaciones estructurales de estas proteinas les permiten interactuar con numerosos blancos
celulares para controlar muchas funciones celulares. Entre eflas, funciones metabolicas, balance de iones,
modificaciones a protefnas y al citoesqueleto. Ademads, el compicjo calcio calmodulina podria regular la
expresién de genes mediante Ia unidén a factores de transcripeién. Los procesos mediados por calmodulina
junto con los cambios celulares disparados por otras vias de saffalizacidn, constitu;/en la respuesta de la planta
a sefiales externas Las flechas con lineas intermumpidas sefialan flujos de Ca®" provenientes del exterior
celular o de los almacenes internos como la vacunola o el reticulo endoplasmico (ER) no seiialado (Trends in
Plant Science. 1998 3(8):299-303).

Las CDPKs (cinasas dependientes de calcio e independientes de calmodulina) sélo se
encuentran en las plantas y han sido bien caracterizadas. Existe un tercer grupo de proteinas
con secuencias homoélogas a calmodulina que también detectan cambios de calcio en el
citosol y por supuesto, participan en la accion del calcio en plantas (Roberts and Harmon,
1992).

2.3 Propicdades bioquimicas de CaM.
La calmodulina es una proteina pequefia, estable al calor y al pH acido; est4 constituida

por 148 aminodcidos, tiene un tamafio aproximado de 17 KDa y est4 presente en todos los
organismos eucariontes estudiados (Fig. 2.3) (Vanaman, 1980).
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Fig. 2.3 Secuencia de calmodulina de Phaseolus vulgaris. Los cuatro dominios de ligamiento a calcio (I a
IV) 0 “manos-EF” estan compuestos de dos regiones o-helicoidales separadas por una vueita o asa de
ligamiento a calcio. Los residuos aminoicidos que ligan directamente al calcio estan sefialados con un
asterisco. Los segmentos de o -hélice se muestran con circulos negros. El péptido que conecta los dominios
11 y IV contiene el residuo de Trimetillisina que es caracteristico de todas las calmodulinas.

La molécula de calmodulina posee cuatro sitios que unen iones de Ca** con alta afinidad
(Kd 10® a 10° M); unida al calcio actia como un regulador multifuncional, ya que
transduce la sefial de calcio a muiltiples procesos celulares en donde participan proteinas
diferentes, por lo que se considera como el primer decodificador de Ca*" en las células. La
fancion bioquimica de calmodulina es tan importante en los organismos que su estructura
génica y proteica han sido altamente conservadas (Klee, 1980; James et al., 1995) .

Cuando los cuatro sitios de calmodulina estan unidos al Ca”, se produce un cambio de
conformacién en su estructura que aumenta el contenido helicoidal y le da mayor
estabilidad. Este cambio, expone regiones hidrofobicas en su superficie a través de las
cuales reconoce a multiples protefnas con muy alta afinidad (Kd 10 7 a 10" M). La
identificacion de estas proteinas permite establecer la funcién de calmodulina en una via de
transduccion de sefiales. En general, su unién a las proteinas es reversible y se vuelven a
unir Vinicamente en presencia de calcio. Cuando el complejo Ca®*-CaM reconoce un
segmento peptidico en una proteina, produce que esta también cambie de conformacién, y
asi modula su actividad en un tipo celular particular (Crivici and Ikuia, 1995). Este
mecanismo, ha llamado mucho la antencion porque no existen secuencias consenso en las
proteinas que la reconocen, y a pesar de ello, se forman complejos altamente especificos vy
con gran afinidad.
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2.4 Caracteristicas estructurales de calmodulina y del complejo Ca>*-CaM.

Estructura de Calmodulina.

La estructura del cristal de CaM exhibe dos dominios globulares que poseen sitios de
afinidad por calcio (I, II, I y IV), Fig 2.3, caracterizados como motivos estructurales
“mano-EF” (Fig. 2.4a). Los motivos “mano-EF” fueron descubiertos por primera vez por
Kretsinger y colaboradores en la proteina llamada parvalbimina. Estos consisten de dos a -
hélices dispuestas perpendicularmente. Entre estas hélices se encuentra una vuelta o asa, y
el conjunto forma un solo sitio de ligamiento a Ca®' Este motivo estructural relativamente
simple, se ha identificado también en diferentes proteinas sensoras de Ca®* en la célula
(Ikura, 1996). Las proteinas sensoras de Ca®* como Calmodulina y Troponina C, confieren
a la célula la capacidad de detectar un influjo de calcio al citosol y de esta forma transducen
la seiial a varios procesos celulares que requieren frecuentemente de una respuesta rapida.
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Fig, 2.4, (a) Estroctura de un dominio de unién a calcio conocido como “mano EF”, Consiste de dos hélices
dispuestas perpendicularmente e interconectadas por un péptido (vuelta) con un sitio de unién a calcio (b)
Estructura cristalina de rayos-X de Ca**-calmodulina en una resolucién de 2.2 A, mostrada como listén con
la mitad carboxilo terminal (arriba), separada del 16bulo aminoterminal por una hélice central (HC) larga que
corre diagonalmente de derecha a izquierda. (TIBS, 1996. 21:14-17)

En bajas concentraciones de calcio (107 a 10° M) los dominios mano-EF tipicamente son
inactivos, llegando a activarse cuando las concentraciones de Ca®* aumentan entre 10° y
10° M. Sin embargo, las afinidades de unién a Ca®" varfan sustancialmente entre las

24



diversas protefnas, residiendo estas diferencias en una secuencia de 12 aminoécidos que
forman el asa que liga el i6n calcio directamente. En muchas proteinas los motivos mano-
EF existen por pares conformando un dominio globular, con secuencias [-plegada
antiparalelas entre las dos asas de uni6n. Los dos sitios de unién a calcio (par de manos-EF)
del dominio globular muestran cooperatividad y ello le confiere a calmodulina lograr alta
afinidad por calcio. De tal forma que un movimiento concertado de las hélices en estos
pares mano-EF es crucial durante el ligamiento al Ca®*. Asi, CaM posee cuatro motivos
“mano-EF” distribuidos en dos dominios globulares (uno en su lado amino terminal y el
otro en el carboxilo terminal) separados por una hélice central (HC) que los hace
estructuralmente independientes (Tkura, 1996), Fig. 2.4b.

Estructura del complejo Ca’*-Calmodulina.

La unién de calcio provoca cambios de conformacién, tanto en la estructura de los
dominios de CaM como entre los motivos mano-EF en un mismo dominio. El cambio
estructural implica la exposicién de superficies hidrofébicas en la molécula que son
estrictamente necesarias para la funcién reguladora de calmodulina.

El ligamiento de una proteina blanco a calmodulina permite que los dominios
globulares amino- y carboxilo-terminales de CaM se comuniquen entre si, produciendo por
lo tanto una alta cooperatividad desde que se liga el primer i6n de Ca®>*. El cambio
conformacional enla estructura de la proteina, hace que CaM se comporte como un
“switch molecular”, convirtiéndose de la forma inactiva (libre de Ca®"), Fig. 252, ala
forma activa (ligada a Ca’") capaz de unirse a las proteinas blanco, Fig. 2.5b, (Tkura, 1996).

La estructura cristalina del complejo Ca**-CaM es una molécula en forma de “paraguas”,
de aproximadamente 65 Ade largo, con dos dominios globulares (N- y C-terminales)
interconectados por una hélice (hélice central) de aproximadamente 8 vueltas (Fig 2.6a).
Ambos dominios tienen grandes regiones hidrofobicas flanqueadas por regiones de
potencial eletrostatico altamente negativo. La hélice central de CaM parece servir como una
especie de “varilla” flexible que facilita que los dos dominios se muevan como cuerpos
semirigidos, acercandose para formar sitios Unicos de ligamiento capaces de acomodar
péptidos y enzimas blanco diferentes (Fig.2.6b).
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Fig. 2.5, Cambios conformacionales inducidos por la unién de Ca”" a un par de dominios mano-EF Las
dos hélices de cada uno de estos dominios se muestran en diferente color. El dominio carboxilo terminal de
calmodulina en (3) se encuentra “cerrado” en el estado libre de Ca®* y (b) “abierto” en el estado ligado al
Ca?* (TIBS, 1996.21:14-17)

2.5 Mecanismo por el cual CaM se une a sus proteinas blanco.

Los dominios globulares de CaM forman un canal hidrofébico que envuelve a un dominio
de su proteina blanco.

La superficie de calmodulina que corresponde al estado libre de calcio es hidrofilica, con
muchos aminodcidos 4cidos v pocos aminodcidos basicos. Cuando se forma el complejo
Ca®*-CaM, calmodulina expone extensas regiones hidrofobicas en la superficie de la
molécula que interactian directamente con el dominio que liga calmodulina (Fig 2.6b).
Estas superficies de residuos hidrofobicos se localizan en las asas que ligan calcio y en la
segunda hélice del motivo mano-EF, ya que la primera hélice contribuye a la superficie con
residuos 4cidos como glutamico (Glu) y aspértico (Asp).
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(a) {b}

Fig. 2.6. Estructura tridimensional de calmodulina. (2) Estructura cristalina de calmodulina unida a calcio
(b) Solucién de la estructura del complejo Ca**-calmodulina-péptido. Las o -hélices son mostradas como
cilindros (el péptido de la proteina blanco se muestra en azul). Las cadenas B-plegadas estan indicadas en azul
pirpura Los iones de calcio se indican como esferas. (Irends in Plant Science 1998 3(8):299-303)

Los dominios de las proteinas blanco que ligan calmodulina forman a-hélices anfifilicas
con aminodcidos bdsicos.

Se han realizado alineamientos de las secuencias de aminoacidos de un gran namero de
proteinas que ligan CaM y en algunos casos se han podido establecer de manera precisa los
aminoacidos de los dominios de ligamiento. La mayoria de los dominios blanco de CaM
son segmentos peptidicos cortos de entre 16 a 35 aminoacidos dispuestos en una estructura
o -helicoidal anfifilica basica. Los aminoacidos de ésta o-hélice forman dos regiones
distintas: una mitad basica en el extremo amino terminal y una mitad hidrofobica en el
extremo carboxilo terminal La mayoria de los aminoacidos en la regién bésica estan
cargados positivamente (Arg, Lys, His) y rara vez encontramos aminoacidos con carga
negativa (Glu y Asp), Fig 2.7a. Los residuos hidrofobicos de la region carboxilo terminal
estan separados por cada 2 o tres vueltas de la hélice y actiian como puntos de anclaje para

los aminoacidos hidrofébicos de calmodulina, Fig 2.7b, (O neil and DeGrado, 1995; Crivici
and Ikura, 1995).
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Fig. 2.7. Proyeccion helicoidal del dominio de unién a CaM. a) Esta proyeccion helicoidal representa la
secuencia de aminodcidos de un péptido que une calmodulina EI modelo muestra que los residuos basicos (+)
e hidrofébicos () del péptido sc¢ agrupan a los lados de fa hélice b) Las flechas sefialan los puntos de
interaccién entre CaM y el péptido de unién a CaM. 1a interaccién entre los residuos basicos del péptido y
los residuos de glatdmico de CaM se da a través de puentes salinos La interaccién hidrofébica con la
hendidura hidrofébica del dominio carboxilo terminal de CaM La mitad carboxilo terminal del dominio de
unién a CaM carece de residuos bésicos e interactiia principalmente por interaccion hidrofdbica con el
dominio amino terminal de CaM Los dominios hidrofdbicos en cada mitad de los dominios de nnién a CaM,
que estan separados por cada 2 6 3 vueltas de 1a hélice, acthan como puntos de anclaje para calmoduling. La
hélice central es critica en permitir que CaM se adapte a su proteina blanco desenzollandose para ajustarse al
diferente espacio (TIBS 1995. 20:38-42).

De esta forma la interaccion entre CaM y sus dominios blanco es predominantemente
hidrofébica. Este mecanismo electrostatico confiere a la estructura primaria de CaM una
gran flexibilidad para interaccionar con regiones hidrofébicas de diversas proteinas, sin
importar su secuencia de aminoacidos (Tabla 2), lo cual explica por qué calmodulina puede
participar en diferentes vias de sefializacién en respuesta a un mismo estimulo (Rhoads and
Friedberg, 1997).
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Tabla 2. Proteinas vegetales reguladas por calmodulina y Ia estructura de sus
dominios de ligamiento a calmodulina.

Proteina Secuencia del dominio de ligamiento a CaM

Glutamato Descarboxilasa

(Petunia) HKKTDSE VQLEMITAWKKF VEEKKK
(Arabidopsis) VKKSDID KQRDIITGWKKF VADRKKT
Proteina tipo cadena pesada ISSKEMVRLKKL VAYWKEQAGKK
de kinesina
Homélogo de la Miosina V IQRQFRTCMAR
(MYAl)
Miosina ARV IQROFRTCMARKNY RSI
(Arabidopsis)
Factor de Transcripcién LKMLVDSCLNHYANI, FRMK
(TGA3)

Anra. Rev. Plant Physiol, Plant Mol, Biol. 1998. 49:697-723.

2.6 Modificaciones postraduccionales de CaM.
Metilacion en la lisina de la posicion 115.

Se bha puesto poca atencion a las modificaciones postraduccionales de CaM y a las
implicaciones que estos cambios tienen sobre el reconocimiento de proteinas que son
blanco de CaM. En mamiferos se ha demostrado que las modificaciones postraduccionales
de CaM tienen efectos fisioldgicos muy especificos en la activacion de proteinas blanco.

Practicamente todas las calmodulinas de organismos superiores contienen un grupo
metilo en el residuo &-lisina de la posicién 115 (Fig. 2.3). La calmodulina sin este grupo
metilo puede activar a la mayoria de las proteinas blanco, excepto la enzima cinasa del
dinucle6tido de nicotinamida (NAD cinasa), la cual es més sensible a la regulacién por
calmodulinas metiladas (Roberts and Harmon, 1992).

Modificacién covalente por grupos fosfato en Ser, Thr y Tyr.

En células animales CaM es fosforilada por la caseina cinasa II (CaMKII) en residuos de
serina (Ser81) y treonina {Thi79) de su regién central, y estas fosforilaciones disminuyen Ja
activacién de la cinasa de la miosina del musculo esquelético (smMLCK), pero no la
afinidad de las dos protemas. Por el contrario, fosforilaciones similares reducen la afinidad
entre CaM y fosfodiesterasas (PDE) pero las activa de la misma manera que la CaM sin
fosforilar. Aparentemente estas fosforilaciones vuelven mas rigida la a-hélice central de
CaM que le impiden ajustarse normalmente a las protemas blanco. La fosforilacién de CaM
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en el residuo titosina 99 (Iy199) genera una forma de CaM que la hace mas afin y activa
en mayor grado a la PDE de nucledtidos ciclicos.

Algunas formas de CaM fosforilada (Fosfo-CaM) se han aislado de diferentes tejidos
animales; son un sustrato del receptor con actividad cinasa de tirosina y de varias cinasas
de serina/treonina en células cultivadas in vive e in vitro. Debido a que los efectos de la
fosforilacion parecen promover que CaM interactie con protefnas blanco especificas, este
tipo de modificacion representa una forma de regulacidén capaz de modular la capacidad de
CaM para reconocer y activar proteinas blanco dentro de una célula. Los efectos de estas
modificaciones estructurales de CaM pueden constituir una via reguladora en respuesta a
sefiales de Ca®* (James et al., 1995; Crivici and Tkura, 1996).

2.7 Calmodulina vegetal.

La calmodulina ha sido estudiada en chicharo, en maiz, en zanahoria, en cacahuate, en
cebada, en calabaza, en espinaca, soya, alfalfa, arabidopsis, papa, haba y arroz. Las
propiedades descritas de la calmodulina de vegetales son muy similares a las reportadas de
los animales. La secuencia de nucledtidos y de aminoacidos de la calmodulina de ambos
tipos de organismos son altamente idénticas. De hecho la calmodulina de ambas fuentes
puede activar indistintamente proteinas vegetales o animales (Roberts y Harmon, 1992; Liu
et al., 1993; Zielinski, 1998).

Localizacion.

A pesar de que la calmodulina se encuentia en todos los tejidos vegetales, el calcio y la
calmodulina estan presentes preferentemente en las zonas meristematicas y en las puntas de
crecimiento vegetal en donde se realizan los procesos fisioldgicos asociados con la
diferenciacion y el crecimiento celular. Las concentraciones de esta proteina varian en los
diferentes tejidos y fluctian dependiendo del estado fisiologico de la célula (Ling V y
Assmann S, 1992}, También se ha observado que los niveles de expresion de CaM cambian
durante la proliferacion celular en las zonas meristematicas (Allan and Trewavas, 1985), lo
que sugiere que la expresion de CaM es regulada durante el ciclo celular. De hecho, los
niveles de CaM son mas altos en los meristemos de las plantas, en los tubos de polen y en
la punta de los estolones o de las raices (Dauwalder et al, 1986). En general, los
mensajeros de calmodulina se acumulan en los tejidos mas jovenes de las plantas.

Subcelularmente, la calmodulina se localiza en el citoplasma de todos los tipos celulares
(Dauwalder et al., 1986), pero también se ha localizado asociada a la membranas
plasméatica (Collinge and Trewavas, 1989), al cloroplasto (Jarret et al., 1982) y al nucleo de
las células (Schuurink et al., 1996; van der Luit et al., 1999).

Participacion de calmodulina en el ciclo celular.
Algunos estudios muestran que los niveles de CaM aumentan al doble durante la
transicién de la fase G; a la fase S del ciclo celular de células animales y que ademis

también interviene en la fase de mitosis del ciclo pues durante la anafase en animales y en
plantas se ha localizado en los microtibulos del aparato mitético (Chafouleas et al., 1984).
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El control del ensamble y desensamble de los microtibulos es importante para la
formaci6én del aparato mitético y para el movimiento de los cromosomas durante la anafase.
Algunos estudios in vitro en células animales han mostrado que CaM se liga a proteinas
asociadas a microtubulos (MAPS) para inducir la despolimerizacién de los mismos. Esta
interaccién es inhibida por trifluoperazina, un inhibidor de la actividad de calmodulina
(Roberts and Harmon, 1992).

Investigaciones realizadas en la mitosis de los pelos del estambre de Tradescantia han
demostrado que las concentraciones de calcio aumentan de manera gradual y transitoria
durante la anafase; y la velocidad con que se mueven los cromosomas hacia los polos de la
célula se puede aumentar inyectando iones de calcio. Resultados similares se han obtenido
con las células del endospermo de semillas de Haemanthus; cuando estin en interfase la
calmodulina se localiza en el citosol, sin embargo, durante la anafase se detecta en
microtibulos polares y del cinetocoro. Asimismo, cuando comienza a formarse el
fragmoplasto (estructura constituida por microtiibulos) entre la anafase y la telofase de la
mitosis, la actina-F y la calmodulina tienen la misma localizacién (Vantard et al., 1985).

En general varios estudios sugieren que la calmodulina interviene en regular el
movimiento de los microtibulos dutante la anafase de la mitosis a través las proteinas
asociadas a microtibulos (Dinsmore and Sloboda, 1988; Durso and Cyr, 1994; Reddy et al,,
1996; Narasimhulu and Reddy, 1998; Vos et al., 2000).

2.8 Proteinas de plantas moduladas por Ca*"calmodulina.

Ademas de su participacién en la diferenciacién y crecimiento vegetal, la calmodulina
esta implicada en procesos fisioldgicos que dan respuesta a estimulos ambientales como los
inducidos por la accién de la luz a través de los fitocromos, por el gravitropismo, por
estimulos tactiles (Braam y Davis, 1990; Braam, 1992) y por las hormonas vegetales
(Snedden y Fromm, 1998).

Conforme se han ido conociendo las proteinas de plantas dependientes de CaM, se ha
contado con mas informacion acerca de los eventos celulates que CaM podria regular
{Tabla 3). Entre las que han sido caracterizadas se encuentran la NAD-cinasa, las cinasas de
proteinas (PK), Cg”-ATPasas, y la descarboxilasa del acido glutdmico (GAD). También se
han reportado cinasas de proteinas nucleares, cinasas de la glucano sintasa, cinato:
oxidoreductasa del NAD, y factores de transcripcién como proteinas dependientes de
calmodulina (Snedden and Fromm, 1998). Dentro de éstas, hay algunas proteinas que se
encuentran unicamente en las plantas; y aunque en animales existen proteinas parecidas, en
éstos no son reguladas por calmodulina. La diversidad de proteinas blanco de calmodulina
en las células vegetales, implica que podria participar en la regulacion de procesos celulares
en distintos tipos de células y ademas, en diferentes condiciones fisiologicas.

2.9 Regulacién de la expresion de los genes de CaM.
Al igual que en los demas eucariontes la forma principal de regulacidén de la expresion de
CaM ocwrre a nivel transcripcional Muchas especies de plantas poseen familias

multigénicas de calmodulina compuestas de genes que codifican una proteina idéntica y
genes que codifican para distintas formas de la proteina. Por ejemplo, en la planta del trigo
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(Triticum aestivum) siete genes codifican una secuencia idéntica de calmodulina TaCaM-I,
y dos genes mas codifican para una forma distinta TaCaM-II. Esta difiere de TaCaM-I en
dos sustituciones de aminoécidos que son de tipo conservativo. Lo mismo sucede en células
animales como las de la anguila, en donde tres mensajeros que varian en tamafio y en
secuencia codifican una misma forma de calmodulina. En Arabidopsis, al menos tres genes
(CaM-2, CaM-3 y CaM-5) codifican la misma forma de calmodulina, mientras que otros
genes (CaM-1, CaM-4 y CaM-6) codifican isoformas de la proteina. La expresién de los
genes que codifican estas isoformas es diferencial, pues de los cuatro solo CaM-I se
expresa en las raices. Ademas, diferentes isoformas de calmodulina podiian reconocer v
modular de maneta distinta a la misma proteina (Lee et al., 1997)..

Por la existencia de familias multigénicas para calmodulina podria pensarse en la
redundancia de la funcién de alguno o varios de sus genes, sin embargo, su forma de
regulacion y las proteinas blanco también podrian ser diferentes. Ademads, sin importar que
algunos genes codifiguen una misma isoforma, su expresién puede ser regulada
especificamente en diferentes tejidos, drganos, etapas de desarrolio, o en células especificas
(Yang et al., 1998).

La presencia de intrones en los genes de CaM puede ser otio factor de regulacion de la
expresion de calmodulina. Un ¢jemplo de esta posibilidad proviene de los datos obtenidos
en células de pollo; el nivel de expresion de dos mensajeros de calmodulina, uno de 1600 y
otro de 1900 nucleétidos, varia en diferentes tejidos. Ambos RNAm’s se producen por
procesamiento diferencial de un mismo gen que contiene tres intrones.

En las plantas, todos los genes de calmodulina descritos poseen un intrén. Este
interrumpe la secuencia del gen en la misma posicion; sin embargo, puede variar en tamafio
y en secuencia como en los genes cam-/ y cam-2 de la planta de arroz El intrén de cam-1
es de 1400 pb y el intrén de cam-2 mide 770 pb (Poovahiah and Reddy, 1993).

En trabajos acerca de la regulacion de la expresion de CaM en cultivos de protoplastos de
zanahoria, se encontré que el nivel de los mensajeros de calmodulina aumenta al inicio de
la fase exponencial, cuando la mayoria de la poblacion celular se divide activamente. A
pesar de que la sintesis neta de la proteina también aumenta, su nivel permanece constante
por el resto del periodo de divisién celular, y aumenta hacia la fase estacionaria, en donde
va no hay divisiéon. Estos datos sugieren que durante la mitosis, el nivel de calmodulina
puede mantenerse constante debido a un mecanismo de regulacién postraduccional (Perera
y Zielinski, 1992).

Uno de los puntos que regulan la funcién de calmodulina esta relacionado a la metilacion
de su residuo Lys'® (lisina). Esta modificacién es un mecanismo de regulacién
postraduccional muy interesante. En experimentos in vifro se ha demostrado que este
residuo es un sitio especifico de unién a ubiquitina, y facilita la degradacién de la proteina
por proteasas. Cuando este residuo esta metilado no se forman los conjugados de ubiquitina
y por lo tanto la proteina queda protegida de la degradacién,

En las raices de chicharo, el nivel de metilacion de la Lys''® varia con el estado de
desarrollo del tejido. Los niveles de CaM en estado metilado son mayores en Ja zona del
tejido maduro. La regién més joven cerca del dpice de la raiz, posee mayor cantidad de
divisién celular, mayor cantidad de calmodulina no metilada, y por lo tanto, debe haber
mayor recambio de la proteina. De este modo, se supone que la proteina que no esti.
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modificada con el grupo metilo se degrada y se recambia rdpidamente; pero en el estado
metilado, el nivel de calmodulina es méas alto en los tejidos maduros que no presentan
actividad de divisién celular A partir de de éstos datos, la produccién de mensajeros de
CaM debe estar elevada en las regiones de alta division celular y reducida en las regiones
de tejido maduro. Esto se ha comprobado en cebada y en Arabidopsis, en donde los mas
altos niveles de RNAm de CaM se encuenttan en los meristemos de la planta (Zielinski,
1998).

2.10 Expresién de la caimodulina en plantas transgénicas.

Los estudios de microinyeccion o de andlisis de plantas transgénicas con calmodulina o
proteinas blanco de calmodulina, han mostrado que se alteran los petfiles de desatrollo de
los organelos, de las células y de los tejidos, implicando que numerosos procesos vegetales
son modulados a través de estas proteinas. Por ejemplo, las plantas transgénicas de papa
que sobreexpresan una isoforma especifica de calmodulina tienen mayor dominancia
apical, tubérculos mas largos y producen tubérculos aéreos. Sin embargo, la sobreexpresion
de una isoforma de calmodulina o de su proteina blanco no siempre conduce a cambios
fenotipicos, tal vez debido a que las otras isoformas, el nivel de concentracion umbral de la
proteina u otros mecanismos, intervienen de manera importante en afectar los procesos de
desarrollo de la planta. Por ejemplo, algunas plantas transgénicas de tabaco y de cebada que
sobreexpresan o disminuyen los niveles de CaM, no tienen ninglin cambio fenotipico
apatente. El nivel de calmodulina fue el mismo que en las plantas control, indicando que un
mecanismo de regulacién mantiene un nivel basal de ésta proteina en las células vegetales.
Por ello, resulta interesante el hecho de que, aunque se reduzcan los niveles de RNAm de
CaM en plantas transgénicas, a veces no se observan diferencias de fenotipo; lo cual puede
deberse a que los niveles de la proteina se mantienen constantes a través de un mecanismo
de regulacién postraduccional como el de la trimetilacién en el residuo de Lys'™
(Poovahiah and Reddy, 1993; Zielinski, 1998).

Las plantas transgénicas también han permitido conocer la funcién de las modificaciones
postraduccionales de calmodulina, o de las proteinas que unen calmodulina, en los procesos
de desarrollo. La descarboxilasa del 4cido glutamico (GAD), es una enzima que convierte
el 4cido glutdmico en 4cido y-aminobutitico (GABA); calmodulina modula la funcion de
esta proteina, regulando negativamente la produccién de GABA. Se han elaborado plantas
de petunia con un transgene de GAD que produce una enzima sin el domininio de unién a
calmodulina. Estas plantas exhiben cambios dramaticos en el fenotipo, de tal maneta que
las células de la corteza del tallo no crecen y por lo tanto las plantas se quedan enanas. Sus
niveles de 4cido y-aminobutirico aumentan y los de glutamato se reducen (Baum et al.,
1996). Asimismo, las plantas transgénicas de tabaco que expresan una calmodulina cuyo
residuo de Lys'" se ha sustituido por otro aminoécido, resultan enanas, producen semillas
que pierden su viabilidad rapidamente, y presentan niveles de NADP y de perdxido de
hidrégeno (H20,) por arriba de lo normal (Harding et al. 1997; Zielinski, 1998).
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CAPITULO 3
Auxinas

Las hormonas vegetales o fitoreguladores son sustancias orgénicas que actian como
mensajeros quimicos producidos en pequeiias cantidades en una o mas regiones de la planta
y son transportados a ofras partes de la misma en donde ejercen su accidén. Regulan o
modifican las respuestas biologicas asociadas con el crecimiento, la diferenciaciéon y el
desarrollo. Los grupos basicos de hormonas naturales producidas por los vegetales
comprenden las auxinas, citocininas, giberelinas, dcido abscisico y etileno (Salisbury and
Ross, 1985). Existen diversas auxinas que ocuren naturalmente en las plantas superiores,
pero el 4cido indolacético (AIA) es la auxina mas importante. También se considera una
molécula de tipo hormonal al factor de nodulacién ya que posee propiedades
morfogenéticas en las plantas aunque no sea producido por ellas (De Jong et al, 1993;
Réehrig et al., 1995; Dyachok et al., 2000).

El término auxina se usa generalmente para describir sustancias quimicas naturales o
sintéticas que estimulan el crecimiento de coleoptilos y tallos causando un alargamiento de
sus células. Aunque existen diversas tipos moleculares de auxina producidos por las plantas
superiores, el &cido indolacético (AIA) es la auxina més importante (Fig 3.1). Las auxinas
actian como una sefial para que se inicie la division y la diferenciacion celulares durante el
ciclo de vida de una planta. A nivel de la planta poseen una funcién muy importante en
diversos aspectos del crecimiento y desarrollo vegetal, que incluyen la dominancia apical,
el fototropismo, el gravittopismo, la formacidon del patrédn vascular y, la produccién de
raices y de ramas laterales.

Aunque podemos encontrar a las auxinas distribuidas por toda la planta, en general la
biosintesis de AIA se asocia con los sitios de rapida division celular. Las concentraciones
méas altas de auxina libre en la planta se encuentran en los meristemos apicales de los tallos,
en puntas y méargenes de hojas jovenes y en fiutos en desarrollo. Aunque en mas baja
cantidad, el AIA también podria producitse en hojas maduras y en las puntas de las raices.
Sin embargo, la mayor cantidad de auxina en las raices proviene de la que es sintetizada en
el brote apical del tallo vy se transporta hacia la punta de la raiz (acropétalamente) viajando
por el cilindro vascular.

Los compuestos que poseen actividad auxinica tienden a tener una carga negativa muy
fuerte a pH neutro, separada por una distancia de 5.5 A de una carga positiva mas débil en
la estructura del anillo. Esta separacién de cargas parece ser un requerimiento estructuial
esencial para su actividad como auxina. La carga negativa suige de la disociacion de el
protén del grupo carboxilo en pH neutro (Salisbury and Ross, 1985).

3.1 Transporte activo y transporte pasivo de auxinas.
El transporte de las auxinas es muy importante para la regulacién del crecimiento y la

diferenciacién celulares y por lo tanto es necesario entender cémo se mueven la planta. Su
transporte puede depender de la etapa de desarrollo asf como del tipo de tejido o de é1gano.
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Parecen existir dos mecanismos basicos para su transporte en plantas superiores; 1)
unoactivo, que requiere de energia y que estd constituido por un sistema de transporte polar
unidireccional y el otro pasivo, constituido por un sistema de transporte no polar y que
ocurre via floema

CH,—COOH
\T C—NH
H I
Acido indolacético {AlA}) C—OH
b
COOH Acido naftilftalamico (NPA)
1
I I
Acido 2,3,5-Triyodobenzoico (TIBA)

Fig. 3.1. Estructura molecuiar de la auxina principal, icido indol-3-acético (AIA). Existe en todas las
plantas, aunque hay otras sustancias andlogas naturales y sintéticas (2,4-D) que también ticnen actividad
auxinica. La forma disociada de ATA y 2,4-D poseen la carga negativa del carboxilo y la fraccién positiva del
anillo separadas por una distancia de 5.5 A También se muestran las estructuras del NPA yel TIBA, dos de
los mds conocidos inhibidores del transporte polar de auxinas en la planta, y que han sido de mucha utilidad

en el conocimiento de los procesos celulares en donde actian las auxinas. (Salisbury and Ross 1985 Plant
Physiology)

3.2 Transporte activo y transporte pasivo de auxinas.

El transporte de las auxinas es muy importante para la regulacién del crecimiento y la
diferenciaciéon celulares y por lo tanto es necesario entender como se mueven en la planta.
Su transporte puede depender de la etapa de desarrollo asi como del tipo de tejido o de
organo. Parecen existir dos mecanismos basicos para su transporte en plantas superiores. 1)
uno activo, que requiere de energia y que estd constituido por un sistema de transporte polar
unidireccional y 2} el otro pasivo, constituido por un sistema de transporte no polar y que
ocurre via floema.
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3.3 Transporte polar de auxinas.

Desde hace mas de 60 afios se sabe que el AIA se mueve polarmente del 4pice hacia la
base de los coleodptilos y de los tallos (direccion basipétala). En las raices, el movimiento de
AlA se realiza hacia la punta de la raiz (direccién acropétala). Durante el transporte polar
las auxinas cruzan la mebrana y la pared celular, moviéndose de célula a célula, un proceso
que requiere de energia Este transporte es controlado por proteinas transportadoras
especificas que incluyen acarreadores de influjo vy acarreadores de eflujo, los cuales
bombean la auxina hacia adentro y hacia afuera de las células, respectivamente. Durante su
transporte, Ja auxina se mueve a una velocidad de 1 cm h™', y es un proceso independiente
de la orientacién del tejido y de la gravedad.

Teoria Quimiosmotica del transporte de AIA.

De acuerdo a esta teoria, las células invierten energia metabdlica para mantener un
gradiente de pH (mas 4cido en el exterior) y un potencial eléctrico a través de la membrana
para dirigir el transporte polar de AIA y otros procesos . en
que las ATPasas, usan la energia de la hidrélisis del ATP para mantener un gradiente de pH
a través de la membrana celular. Este gradiente causa que ¢l espacio extracelular sea acido
(pH 5.0) v que se forme un potencial eléctrico a través de la membrana (positivo en el
exterior).

Como el pKa del ATA es 475, una cantidad significativa del AIA en un ambiente 4cido
(pH 5.0) estaid en la forma no disociada AIAH, en donde el carboxilo del acido
indolacético esta protonado. AIAH es relativamente lipofilico v atraviesa facilmente las
bicapas lipidicas.

Suponiendo que la solucién en el apoplasto es Acida, JAAH se difunde del espacio
extracelular a través de la membrana hacia el citosol. Como en el citosol el pH es cercano a
7.0 la mayoria del JAAH deberia disociarse en auxina aniénica 1AA". Este anidén se
acumula en el intetior celular pues la membrana es menos permeable al IAA™ que al IAAH.
Una evidencia experimental a favor de esta teoria es que las células vegetales captan mas
AlIA exdgeno cuando el pH extracelular se disminuye de un valor neutro a un valor &cido.

Existen proteinas que facilitan ¢l transporte pasivo de la auxina (acarreadores de eflujo) a
favor de el gradiente de concentracién de AIA™ a través de la membrana, y debido al
potencial de membrana que en el exterior es + Conforme las moléculas de IAA™ se mueven
hacia la pared celular 4cida, ellas se protonan a AIAH en cuya forma se difunden a la célula
vecina, un proceso que se repite a lo largo de una columna de células transportadoras de
auxina. El transporte polar de AIA" de una célula a otra es causado por la distribucion
asimétrica de los acarreadores de eflujo, que se localizan Unicamente en el lado basal de las
células que transportan el i6n (Lomax, et al., 1995; Berleth et al., 2000), Fig. 3.2.
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Fig. 3.2. Esquema hipotético del transporte polar de la auxinas. El modelo quimiosmotico del transporte
polar de auxinas que se muestra en esta figura nos presenia una célula entre una columna de células
transportadoras de auxina en el tallo. La ATPasa en la membrana plasmatica usa 1a cnergia de la hidrolisis del
ATP para mantener un gradiente de pH a través de la membrana. Esto causa que el espacio extracelular sea
4cido (pH 5) y conduce a un potencial eléctrico (positivo en ¢l exterior) a través de la membrana. Ambos
factores intervienen en el modelo quimiosmético del transporte de auxinas. La polaridad del flujo neto de la
auxina se atribuye a la localizacién polar (basal) de acarreadores de eflujo de auxina ¢n la membrana
plasmatica (en rojo). El influjo de auxina a la célula puede ocurrir directamente a través de la membrana
plasmdtica (como AIAH) o facilitado por simportadores de protones (como AIA mas H"); ATAH se disocia
bajo el pH intracelular v ¢l eflujo de IAA™ dependerd estrictamente de los acarreadores de eflujo localizados
basalmente. (Salisbury and Ross Plant Physiology. 1985; Curr Opinion Plant Biol. 2000, 3:406-411)

El transporte polar es un mecanismo especializado para movilizar especificamente a las
auxinas por toda la planta desde ¢l tallo hasta la rafz. Promueve procesos de crecimiento y
desarrollo vegetal como la dominancia apical, los tropismos y la formacién del patrén de
haces vasculares. Este conocimiento estd basado en los efectos de los inhibidores de la
sintesis de ATP, asi como por otro tipo de sustancias que inhiben el tranporte polar de las
auxinas como el NPA y el TIBA (Fig. 3.1). Muchos compuestos sintéticos bloquean el
proceso del transporte polar al inhibir el funcionamiento de los acarreadores de eflujo.
Estos inhibidores han sido herramientas muy dtiles para evaluar como ocurre el tranporte
polat y cémo este transporte actia en el desarrollo vegetal (Salisbury and Ross, 1985).
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Por otia parte, los flavonoides como quercetina, apigenina y camferol pueden competir
especificamente con el NPA por el mismo sitio en las membranas de las células que
transportan auxina, sugiriendo que estos compuestos podrian ligarse a la misma proteina.
Los flavonoides pueden ser los reguladores endégenos del transporte polar de las auxinas
debido a que cumplen con ciertas caracteristicas que los hacen buenos candidatos para tal
fin. Son moléculas naturales que se encuentran ampliamente distribuidas en todas las
especies de plantas. Poseen una estructura bésica que puede modificarse con una gran
diversidad de grupos quimicos, los cuales les confieren la capacidad de realizar distintas
funciones. Su sintesis es altamente regulada por factores ambientales y por el desarrollo,
factores que alteran el tranporte polar de auxinas. La luz, el dafio mecénico, los patégenos,
las bacterias simbidticas y el desarrollo, regulan la expresiéon de los genes que codifican
para las enzimas que controlan la biosintesis de los flavonoides. Entre ellas la enzima
chalcona sintasa (CHS). Finalmente, los flavonoides se distribuyen en los tejidos que
fransportan auxinas y se han localizado en los sitios de las membranas plasmaticas en
donde también se unen los inhibidores del transporte polar de auxinas. (Mathesius et al.,
1998b; Brown et al., 2001).

3.4 Acarreador de auxinas, mecanismo de accién de los inhibidores del transporte
polar de auxinas y trifico de vesiculas.

Aunque los inhibidores del transporte polar de auxinas han sido muy utilizados para
conocer las funciones del transporte polar en el crecimiento y desarrollo vegetal, el sitio
exacto en la membiana plasmitica o en el interior celular y el mecanismo bajo el cual
actian, se encuentra en estos momentos bajo investigacién. Se ha reportado recientemente
que estos inhibidores interrumpen el transporte polar interfiriendo la localizacion de PIN1,
una proteina acarreadora de auxinas que mantiene una posicién basal en la membrana
plasmética. Sin embargo este acarreador no esti estitico en la membrana celular smo que
sufte un rdpido reciclamiento entre la membrana plasmatica y un compartimento
endosémico (Fig 3.3).
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Fig. 3.3. Transporte de auxinas y de la proteina PIN1 en una célula vegetal. PIN1 (10j0) actia como un
acarreador de eflujo de auxinas; ¢l punto de vista generalmente aceptado habia sido que el acarreador estaba
estitico en la membrana plasmética Pero como se muestra en la figura se¢ recicla rdpidamente entre la
membrana ¥ un compartimento intracelular que apareniemente es distinto def aparato de Golgi. Los
filamentos de actina intervienen en este proceso de trafico vesicular. Los compuestos sintéticos NPA y TIBA,
inhiben ¢l trafico de vesiculas y por lo mismo el recictamiento de PIN1. Sin embargo, aunque hasta ahora se
han usado como inhibidores especificos del transporte polar de auxinas, en realidad afectan el tranporte de
proteinas de membrana de manera mas general (Nature. 2001, 413(6854):374-375).

Este reciclamiento es llevado a cabo a través del trafico de vesiculas, un proceso sensible
a la citocalasina D (despolimerizador de actina) y por lo mismo, dependiente de actina. En
las raices, los inhibidores del transporte polar como TIBA y NPA interrumpen el eflujo de
auxinas de la célula sin interactuar con el acarreador mismo, pero €jercen su accidn
inhibiendo el reciclamiento de PIN1 asi como de otras proteinas entre la membrana
plasmatica y el compartimento endosémico (Fig. 3 3). De tal manera que cuando interfieren
el trafico de membranas, se interrumpe el mecanismo acarreador de auxinas y por lo tanto
se detiene el transporte polar afectandose el crecimiento y el desarrollo vegetal (Geldner et
al, 2001)

42



3.5 Las auxinas y la formacion de raices laterales.

La concentracién éptima de auxinas para promover el crecimiento por alargamiento
cetular es de 10° a 10° M, sin embargo, niveles altos de auxinas pueden inhibir el
crecimiento al estimular la produccion de etileno. El crecimiento de la raiz puede inhibirse
por cantidades de AIA mayores a 10° M.

Niveles altos de auxinas promueven la produccién de raices laterales y de raices
adventicias. Las raices laterales se encuentran cominmente arriba de la zona de
alargamiento celular v de la zona de pelos 1adiculares y se originan a partir de pequefios
grupos de células que se encuentran en el periciclo. Las auxinas inducen Ja divisién de
estas células que gradualmente llegan a formar un dpice de 1aiz y el crecimiento de esta
nueva raiz lateral se da atravesando la corteza y la epidermis.

Cuando existe una herida en los tallos o en las 1aices, ¢l transporte polar de la auxina se
interrumpe y el AIA™ tiende a acumularse inmediatamente arriba del sitio de la herida; alli
promueve la formacién de raices y con ello aumenta la sobrevivencia de las partes aéreas o
de las raices de 1a planta ante el dafio causado. Este efecto de las auxinas en la formacién de
las raices ha sido muy til en horticultura para la propagacion de plantas por esquejes.

3.6 Mecanismo de accion de auxinas.

La aplicacién exogena de auxinas, después de un periodo de 15 min, causa un incremento
en la velocidad de crecimiento de las células. La pared celular de colebptilos aislados
tratados con auxinas comienza a crecer después de un intervalo de 15 a 20 min La
extrusidon de protones por las ATPasas se induce en el mismo tiempo después del
tratamiento de los tejidos con auxina o bien con fusicoccina, una sustancia que induce la
extrusion de protones e induce crecimiento de paredes celulares.

Generalmente, se asume que al igual que las hormonas animales, las auxinas pueden
inducir el crecimiento de las células actuando a través de un receptor especifico. Estos
receptores podrian localizarse en las membranas celulares (plasmiética o del sistema de
endomembranas) o podrian ser solubles.

Cualquiera que sea el receptor o los receptores de auxinas y las vias que sigan para la
transduccién de su sefial, las auxinas pueden alterar la expresion de ciertos genes en tejidos
y drganos de manera rdpida y muy especifica.

3.7 Regulacién de }a expresion de genes por auxinas.

Para entender cémo las auxinas pueden regular eventos tan distintos y tan complejos a
diferentes niveles (celular, de tejidos, de drganos y de planta), debemos entender cémo se
perciben sus moléculas, como se transduce su sefial y como regulan la expresion de los
genes. Aunque actualmente se conocen varias proteinas celulares que son receptores de
auxinas, ain no se conoce la via de transduccion de sefiales entre el receptor y la regulacién
de la expresion de los genes nucleares.

La expresion de genes regulados por auxinas se puede detectar a los 2 6 3 min después de
que se aplican exégenamente. Los genes que son activados o reprimidos en este breve
tiempo se conocen como genes primarios o genes tempranos que responden a auxinas.
Muchos de estos genes ya se han identificado y caracterizado (Abel and Theologis, 1996).
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Elementos AuxRE’s en promotores de genes tempranos

Las secuencias (G/T)YGTCCCAT y TGTCTC son elementos actian en cis en el
promotor de un gen temprano. También son conocidas como AuxRE’s y pueden ser
suficientes para que un gen tempiano se exprese (elementos que actuan en cis: son
secuencias reguladoras en el promotor de un gen que son reconocidas por factores de
transcripcion). Estos elementos se han caracterizado dentro de las regiones de respuesta a
auxinas en el gen PS-IAA4/5 del chichato y en el gen GH3 de soya, respectivamente. El
gen de soya SAURI15A contiene ambos elementos dentro de la misma regién. Estos dos
tipos de elementos pueden encontrarse en muchos genes que responden a auxinas; sin
embargo, el modo en que operan tiene que evaluarse funcionalmente en cada caso. Por
ejemplo, se podrian localizar varias copias de TGTCTC en un promotor, pero hay que
evaluar si de manera aislada se comportan como un elemento AuxRE’s intrinsecamente
activo, o si necesitan actuar en conjunto; también si necesitan cierto espaciamiento entre
ellos y/o una diferente orientacién dentro del promotor. Esto ultimo le puede ofrecer al
promotor mayor 0 menor intensidad de respuesta a las auxinas (Guilfoyle, 1998).

Elementos AuxRE’s compuestos en los promotores de genes tempranos.

Los elementos que actian en cis (G/T)YGICCCAT y TGTCTC pueden necesitar de otro
elemento de secuencia para poder promover la expresion de un gen temprano. A este
clemento diferente se le conoce como constitutivo o de acoplamiento y podria estar
adyacente o traslapado con la secuencia del cis-acting. Los elementos de acoplamiento son
constitutivos v no responden a auxinas. En conjunto, la secuencia cis-acting mas la
secuencia del elemento de acoplamiento forman un Aux-RE’s compuesto. Los AuxRE’s
compuestos podrian encontrarse cominmente en los promotores de genes primatios
(Ulmasov et al., 1995).

Cuando los niveles de auxinas son bajos, en un AuxREs compuesto, el elemento
TGTCIC acttia reprimiendo la expresién del elemento constitutivo. Cuando los niveles de
auxinas son altos, esta represion se libera y el Aux-REs compuesto es activado (Liu et al.,
1997).

Proteinas que se unen a los elementos AuxRE’s.

Los ARF’s {auxin response factors) son factores de transcripcién que se ligan directamente
a elementos TGTCTC. El tamafio de las proteinas ARF se encuentra entre 69y 129 kD, y
varias de ellas pueden constituir una familia dentro de una especie. La secuencia que liga al
DNA se encuentia altamente conservada en la regién amino terminal, sin embargo, la
secuencia de los dominios carboxilo terminales (III y IV) son més variables y tienen
similitud con las de los mismos dominios en las proteinas Aux/IAA.

Las proteinas Aux/IAA son codificadas por los genes tempranos.
La familia de genes Aux/IAA representa una clase de genes primarios ¢ tempranos que
responden especificamente a las auxinas y se han localizado en muchas especies de plantas.

El nivel de los RNAm’s producidos por estos genes aumenta después de 5 a 20 minutos de
la adicién de auxinas. Estos mensajeros especifican las proteinas Aux/IAA que varian entre
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20 y 30 kDa, y poseen dos dominios conservados en su regién amino terminal Los
dominios III y IV de su region carboxilo terminal son muy similares a los dominios Il y IV
de las proteinas ARF y pueden interactuar entre ellas a través de estos dominios. Por ello se
propone que los factores de transcripcion ARF, las proteinas Aux/IAA v los elementos de
acoplamiento, interactilan para regular la expresién de los genes que responden a las
auxinas (Guilfoyle, 1998).
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ANTECEDENTES

CAPITULO 4

TRANSDUCCION DE SENALES EN LA INTERACCION
LEGUMINOSA-Rhizobium

4.1 Cambios en los niveles de Ca’*y en la distribucién iénica en los pelos radiculares, y
la despolarizacion de su membrana plasmadtica.

Una de las caracteristicas distintivas de la nodulacidén en las leguminosas es su respuesta
al factor Nod. Entre las primeras respuestas al factor de nodulacion se encuentran el flujo
de iones a través de la membrana plasmatica y una despolarizacién de la membrana del
pelo radicular. Algunos segundos después de la adicion del factor Nod (107 2 10 ° M)
ocurre un influjo de Ca*" en el citosol del pelo radicular (Cérdenas et al., 1999), seguido
momentos después de un eflujo de iones CI. El eflujo de CI' causa despolarizacioén de la
membrana (Ehrhardt et al, 1992), que es contrabalanceada por un eflujo de iones K
(Schultze and Kondotosi, 1998). Minutos después sucede un nuevo ordenamiento de los
filamentos de actina (Cardenas et al.,, 1998), se tegistran oscilaciones de calcio alrededor
del micleo (Ehrhardt et al., 1996) y se observa un aumento en el flujo citoplasmico hacia la
punta del pelo (Lhuissier et al., 2001).

Después de dos horas de la adicion del factor Nod, se reinicia el crecimiento de la punta
del pelo radicular, un evento que es acompafiado por un aumento de Ca®* intracelular en el
sitio de crecimiento. El comportamiento del Ca®* no es uniforme y presenta oscilaciones
que varfan en tiempo y espacio en el interior del pelo. Estas diferencias en su
comportamiento se interpretan como diferentes etapas de transduccion de sefiales inducidas
por el Factor Nod que incluyen respuestas primarias y secundarias al calcio. De esta
manera, dependiendo de la cinética del flujo de calcio, su amplitud, su duracion y su
frecuencia, la sefial Nod puede ser reconocida e interpretada como un cddigo de
informacion especifica para distinguirla de otros estimulos.

El calcio también podiia estar asociado al flujo citoplidsmico y a la exocitosis que
depositan material de pared celular nuevo en la punta del pelo. Los cambios en el Ca®
intracelular, disparan cascadas de transduccién de sefiales que finalizan con la expresién de
genes especificos involucrados en el programa que conduce al desarrollo del nédulo. Al
respecto, sabemos que la expresion de varios genes de nodulinas es inducida por el factor
Nod, sin embargo, la conexion entre las respuestas rapidas y la expresion de estos genes
a(n no se conoce.

4.2 Cambios morfolégicos en el pelo radicular.
Entre 5 y 30 min después de que ocutren los flujos y Jas oscilaciones i6nicas, los pelos

radiculares comienzan a deformarse y a enrollarse. La deformacién se inicia con la
hidratacién de la punta del pelo una hora después de la inoculacidn, y después de 3.0 hr, se
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nota un nuevo crecimiento del pelo con la punta deformada. Tieropo después, debajo de los
los pelos deformados se observan las primeras divisiones celulares en la corteza de la raiz
previas a la formacion del primordio nodular {Brewin, 1991; Franssen et al,, 1992; Spaink,
1995; Gehring et al, 1997; Timmers, 2000; Gage and Margolin, 2000; van Spronsen et
al., 2001). Para obtener estas respuestas no es necesario que el factor Nod tenga presente el
4cido graso y el grupo o-acetilado en el extremo no reductor en el caso de Vicia sativa. Sin
embargo, la formacion del hilo de infeccién en los pelos es una respuesta muy especifica
que requiere de la presencia de la bacteria y que el factor de nodulacién posea el 4cido
graso y el giupo acetilo en su extremo no reductor.

4.3 Percepcion del factor Nod en la raiz de las leguminesas.

La caracteristica que hace especiaimente diferente la nodulacion de las leguminosas de la
interaccién con otros microorganismos, es su respuesta al factor de nodulacion. Sin la
capacidad de produccion natural de los factores Nod las bacterias no inducen la nodulacién
¥, las plantas mutantes afectadas en la percepcion del factor o la transduccidén de su sefial,
son Nod".

Debido a que los factores Nod actian en muy bajas concentraciones con alta
especificidad, se postula que algunos receptores especificos localizados en la membrana
plasmética del pelo radicular son los primeros en gercibir la sefial. A su vez, estos
receptores de alta afinidad deberian abrir canales de Ca®* y permitir los flujos de calcio que
se han registtado como la respuesta mas temprana de la planta al factor Nod. La
decodificacion de las diferentes fluctuaciones del calcio deberfan activar factores de
transcripcion de manera diferencial (Miklashevichs et al., 2001), Tabla 4. La purificacion y
caracterizaciéon de las proteinas que liguen directamente al factor de nodulacidén serd
esencial para un mejor entendimiento a nivel molecular del intercambio de sefiales que
conduce a la simbiosis entre las leguminosas y las rhizobiaceae.

NFSBI y NFBS2

Se han identificado dos sitios en alfalfa que son afines a uno de los factores producidos
por R. meliloti (factor NodRM-IV). De éstos sitios, conocidos como NFSB1 y NFSB2,
NFBS2 cumple con ciertos requisitos para ser un receptor especifico: saturable, reversible y
de alta afinidad por el ligando. NFBS2 se ha localizado en la membranas plasmaticas de
Medicago sativa y de Phaseolus vulgaris (Husch et al., 2001; Miklashevichs et al,, 2001);
sin embargo, este receptor no discrimina entre factores Nod sulfatados y no sulfatados. Esta
falta de especificidad por el grupo sulfato lo descarta como el receptor del factor de
nodulacién, sin embargo, tiene alta afinidad por el factor Nod (4 nM) (Cullimore et al,
2001).

LPN

La proteina llamada lectina nucleétido fosfohidrolasa (LPN), se aisldé por primera vez
de las raices de la leguminosa Dolichus biflorus y fue reportada inicialmente como una
lectina que se unia al factor de nodulacién. Actualmente, se sabe que pertenece a una
superfamilia de ATPasas con actividad de apirasa (pirofosfatasa). Sin embargo, puede
aislarse de las raices de soya con columnas de afinidad para lectinas. Con este
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procedimiento también se han aislado proteinas relacionadas a LPN de alfalfa y de
chicharo. En D. biflorus se localiza en la superficie de las raices, particularmente en la
punta de los pelos radiculares, pero puede localizarse en fracciones de membrana; el factor
Nod se une con alta afinidad a esta proteina e induce la actividad apitasa. Los anticuerpos
elaborados contra esta proteina inhiben la deformacion del pelo radicular y la nodulacién.
Sin embargo, afin no es claro cémo su actividlad ATPasa extracelular participa en la
transduccién de sefiales del factor Nod y cémo la LNP podifa ubicarse dentro del esquema
de percepcion del factor Nod (Cullimore et al., 2001).

Por otro lado, el uso de plantas mutantes Nod™ ha conducido a identificar proteinas o
locus importantes que parecen estar incluidos en la percepcion o en la transduccion de la
sefial del factor Nod. A partir de una mutante Nod” (MN1008) de Medicago truncatula que
no presenta oscilaciones de calcio ni deformacion del pelo radicular, Kiss et al. (1998),
clonaron el gen NORK (receptor de nddulo con actividad de cinasa). Este gen codifica para
una proteina cinasa rica en leucina (Leu) que podria ser el receptor del factor Nod o podria
interactuar con la proteina receptora del factor. Este mismo gen fue mapeado como los loci
syml9 (chicharo) y Dmi2 (alfalfa) (Schneider et al 1999) y fue el mismo locus alterado en
las mutantes Nod” Myc de diferentes especies bloqueadas en un paso previo a las
oscilaciones de calcio en el pelo radicular (Pssyml8, Mtdmil) (Hirsch et al., 2001).

En un par de articulos publicados recientemente en la revista Nature, se comprobd la
identidad del gen NORK y del gen SYMRK (receptor de simbiosis tipo cinasa), como la
secuencia que codifica un componente indispensable de fa via de sefializacién necesaria
para percibit y transducir la sefial del factor Nod en Medicago truncatula y en Lotus
Japonicus, respectivamente. Este gen se ha detectado en las leguminosas de los géneros
Sesbania, Cassia, Trifolium, Desmodium, Vicia, Melilotus, Vigna, Macroptilium, Lotus,
Glycine, Pisum, Phaseolus y Medicago (Endre et al, 2002; Stracker et al, 2002). El
producto de los genes NORK y SYMRK, pertenece a una familia de receptores presente en
animales y en plantas, que contienen un motivo LRR (tres repeticiones ricas en leucina) en
un dominio extracelular, a través del cual interactiian con otras proteinas. En animales,
conforman un grupo de proteinas conocidas como receptores de tipo Toll que funcionan en
e} sistema inmune innato. En las plantas, pertenencen a una subfamilia de receptores con
dominios serina/treonina cinasa que transducen sefiales al interior celular. Varios de éstos
miembros funcionan como receptores de los productos de los genes de avirulencia
producidos por microbios patégenos, o en el desarrollo vegetal. Ademas, el fenotipo Nod
Myc™ de las mutantes sugiere que este receptor también es esencial para el reconocimiento
de la asociacién simbiética entre leguminosas y hongos micorrizicos arbusculares; lo cual
significa, que los programas genéticos de ambos tipos de simbiosis convergen a través de
un componente comin, que pudo ser adquirido en la evolucién de la simbiosis fijadora de
nitrégeno a partir de la simbiosis con micorrizas arbusculares (Stracke et al,, 2002).

Podria asumirse que las variaciones en la secuencia del dominio extracelular del receptor
en distintas leguminosas, expliquen la especificidad por el reconocimiento de las diferentes
estructuras del factor Nod; Sin embargo, debido a que los motivos LRR interacttan con
proteinas, podria ser que los factores Nod inicialmente sean reconocidos por una proteina
distinta de NORK o SYMRK. De hecho, otros candidatos a receptor del factor Nod son
DMII, SYMI o SYM5 y SYM8 o SYMI0 (Endre et al,, 2002) mencionados en la tabla
siguiente.
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Tabla 4. Algunos Candidatos a Receptores de Factores Nod.

Proteina o especie y Localizacién Caracterticas de ligamientb del factor Nod
gen candidato expresién subcelular
Afinidad Reconocimiento del Reconocimiento del
extremo reductor  extremo no reductor
NFBS| Raices de Desconocida 86 nM Muy poca Muy poca
Medicago y  (fraccién de selectividad selectividad
fomate 3000 xg)
NESB2 Cultivos cel.  Membrana 4nM Selectividad Selectividad para
Medicago y Plasmatica parcial ciertas sustituciones
Phaseolus
LPN Dolichos, Extracelular Desconocida  Selectividad parcial por factores Nod
Soya, Medicago Membrana
Chicharo Plasmatica
DMI] M truncatula Desconocida Desconocida Desconocida Desconocida
SYMI/SYM3 Lotus japonicus Desconocida Desconocida Desconocida Desconocida
SYM2 Raices de Desconocida  Desconocida Cierta Desconocida pero
Chicharo selectividad quiza alta selectividad
nnl Raices de Membrana  Desconocida Desconocida Desconocida
{(NORK) Medicago Plasmatica
SYMS P sativum Desconocida  Desconocida  Desconocida Desconocida
SYMIOQ Aisladode  Raicesde  Desconocida  Desconocida Desconocida Desconocida
Plantas mutantes Chicharo
Nod™ Myc”
no producen
oscilaciones
de Ca®

TRENDS in Plant Science, 6(1).Enero, 2001.
Tabla 4. NFBSI, sitio 1de ligamiento al factor Nod; NFSB2, sitio 2 de ligamiento al factor Nod; LNP,
Lectina nucleotido fosfohidrolasa; SYM2, simbiosis 2 gen que permite la infeccién de rizobios cuyo factor
Nod posee una estructura especifica; SYMI0, las mutaciones en este gene producen plantas Nod-Myct y
estan bloqueadas en la respuesta temprana al factor Nod; mnl, gen que se caracterizd de una linea mutante
Nod-Myc-, codifica un receptor-cinasa con repeticiones ricas en leucina,

En base a lo anterior, es posible que los factores Nod posean diferentes proteinas de
reconocimiento que puedan estar relacionadas a diferentes funciones como la formacién del
hilo de infeccidn, la expresion de nodulinas tempranas, el inicio de la divisidén celular, y la
formaci6n del primordio.
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CAPITULO 5

FUNCION DE LAS AUXINAS EN LA
DIFERENCIACION VASCULAR

5.1 Auxinas y la diferenciacion de haces vasculares.

Revisando la asociacién de auxinas con los haces vasculares, v analizando su piobable
funcién en la diferenciacién celular, encontramos en la literatura, que las auxinas
promueven la correcta formacion del patrén de diferenciacidon de los tejidos vasculares.
Funcionan como una guia organizando filas o lineas celulares en posiciones definidas en la
planta para originar los haces vasculares, promueven la continuidad vascular y especifican
el patron de venacion de las hojas.

Aunque los mecanismos moleculares que controlan la diferenciacién vascular durante el
desarrollo de los érganos vegetales no se conocen bien, si se sabe muy bien que las auxinas
patticipan en este proceso. El nivel de concentracién y la distribucién de las auxinas
durante el desattollo contribuye a especificar los sitios de diferenciacion vascular de los
organos vegetales (Mattson et al., 1999).

La evidencia experimental sugiere que el transporte polar del AIA marca una direccién en
las células que responden a auxinas. El transporte de AIA sirve como una sefial de
orientaciéon que guia la organizacion del patrén vascular durante el desarrollo de los
organos. El flujo apical-basal de auxinas sefiala cuales son las células que deben
diferenciarse en haces vasculares v promueve constantemente la diferenciacién vascular

para que el xilema tenga continuidad entre todos los é1ganos de la planta (Betleth et al,
2000).

5.2 Diferenciacion de haces vasculares.

I:] xilema presente en los haces vasculares incluye parénquima de xilema, fibras, vasos y
elementos traqueales. Los vasos y las traqueidas colectivamente se conocen como
elementos traqueales y forman una serie de tubos interconectados para transportar agua y
sales minerales. Se pueden distinguir ficilmente en el protoxilema porque sus paredes
celulares toman la forma de anillo, de espiral o de reticulo. En las plantas se forman a partir
de las células del procambium y del cambium vascular. Sin embargo, cuando los tejidos de
la planta suften dafio mecdnico, cuando forman 1aices laterales, o incluso en las
interacciones planta-patégeno, las células que ya estan diferenciadas se desdiferencian de
nuevo para volver a diferenciarse y formar tejido vascular que establezca la conexién con el
tejido transportador de agua.

La formacion de elementos traqueales se catacteriza por una setie de eventos. Entre ellos,
los microtibulos toman una orientacién transversal, marcando la posicién futura del
engrosamiento de las paredes secundarias por deposicién de celulosa, de proteinas
estructurales y de xilanos. Los microtibulos dirigen el tréfico de vesiculas provenientes del
Aparato de Golgi que transportan las proteinas y los polisacaridos de pared celular hacia los
sitios de la membrana plasmatica en donde vierten su contenide para formar la placa
celular. Los microfilamentos de actina participan dandole orientacion a los microtibulos,
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por lo tanto los sitios de deposicion de material para la formacion de la pared secundaria de
los elementos vasculares traqueales dependen del arreglo de estos elementos del
citoesqueleto.

5.3 Auxinas e inhibidores del transporte de auxinas en la diferenciaciéon de haces
vasculares.

La inhitbicion artificial del transporte de auxinas ha contribuido a definir la funcién del
flujo de auxinas en la formacion del patrén vascular de las plantas. Los inhibidores del
transporte polar de auxinas, acido NPA y TIBA causan alteraciones en la forma de los
6rganos y en el patrén de vascularizacién. En Arabidopsis la aplicacion de estos inhibidores
provoca que el patrén normal de venacién de la hoja se altere draméticamente, que las
raices primarias produzcan menos raices laterales, y que el cilindro vascular llegue a
deformarse totalmente.

Cuando el transporte polar se interrumpe, se produce una acumulacion local y una
difusion lateral de las auxinas en el tejido. Es decir, se pierde la estrecha zona de células
que deberfa diferenciarse, con la consecuente ampliacién de la zona vascular. Por lo tanto,
en los tallos y en las raices, la inhibicién del transporte de auxinas puede cambiar la
morfologia del 6rgano (los haces vasculares en el tallo y el cilindro central en las raices).

Los estudios sobre como responde el sistema vascular cuando se inhibe el transporte de
auxinas en Arabidopsis (Mattson et al.,, 1999) han permitido entender la funcidn del flujo de
auxinas en la diferenciacion vascular .

S¢ puede explicar este proceso de la siguiente manera: la planta tiene la necesidad de
transportar las auxinas para crear la vascularizacion; sin embargo, este flujo tiene que
transcurrir por zonas celulares muy restringidas; esto es, las auxinas deben de estar siendo
drenadas eficiente y constantemente hacia una delgada fila celular o “canal” para mantener
el resto del tejido en una concentracion por debajo del umbral de vascularizacion (Fig. 5.1).

Cuando se inhibe el transporte de las auxinas a través de estos canales, su flujo se detiene
“obligandolas” a acumularse en las células de la vecindad inmediata; “cayendo” zhora si,
éstas células en una concentracion de auxinas que inducitia su diferenciacion vascular; y se
sumarian a las células de los canales preestablecidos para formar canales mas anchos en
otros lugares. De este modo, se formarian hileras celulares mas amplias y en mayor numero
en proceso de diferenciacién. Cuando esto ocurre, la morfologia normal de los 6rganos se
altera debido a que la planta tiene que seguir la mision de no interrumpir la continuidad de
su eje vascular (este cambio se vuelve dramatico cuando el flujo se detiene cerca de las
fuentes de sintesis de auxinas en la planta).

Lo anterior significa que si la inhibicién del transporte de auxinas se prolonga mucho
tiempo, el érgano podria retrasar su formacién, no completarse, deformarse o dar paso a
nuevos patrones de vascularizacién. Un programa con un control fino de este proceso
podria ser el que siga la planta para establecer el patrdn de vascularizacidén de un nuevo
organo.
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Rutas de vascularizacion mantenidas por canales de auxina
y alteraciones debidas a la reduccion de su transporte
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Fig. 5.1 Sefializacién en la formacion de cadenas vasculares. a) Una cadena vascular puede desarrollarse
en respuesta a la auxina aplicada localmente (gotas en gris). Dos sitios apicales de aplicacion de auxina
indican que las células pueden responder equivalentemente a la sefial Las flechas indican que hay un
mecanismo celular que restringe 1a sefial en ciertas direcciones. La diferenciacion vascular ocurrird en ¢l lado
basal a la aplicacion de la auxina y permanecers restringida a bandas estrechas de células. No se observa
respuesta vascular cuando la aplicacién se hace por el lado basal (a). El flujo predominante de las auxinas en
las plantas es del apice a la base. La restriccién a zonas celulares estrechas podria ser controlada por
mecanismos de regulacién retroactiva que aumentan la conductividad de la auxina por rutas de transporte
“preferidas por la hormona” (hipMesis de los “canales de auxina™) Alteraciones en los patrones de
diferenciacién vascular, (b-d): condicidn normal (b}, reduccidn del transporte ¢), y percepeion reducida de la
auxina (d). La acumulacion de la auxina asociada a una reduccion de su transporte polar (¢), induce la
diferenciacién vascular en un lugar mas cercano a la fuente de la auxina, mientras que ¢l dafio en el
mecanismo de percepcidn de la auxina, restringe la diferenciacién vascular a sitios mas pequefios y mas
alejados de Ia fuente (d). (Current Opinion in Plant Biology. 2000 3:406-411)

5.4 Auxinas y calmodulina.

Existen reportes recientes en la literatura en donde se relaciona directamente la
participacion de calmodulina en regular la transduccion de sefiales mediadas por auxinas.
Hay varias evidencias de que los niveles de mensajeros de calmodulina son afectados por
esta hormona (Jena et al.,, 1989; Botella and Aiteca, 1994; Okamoto et al, 1995) También
Yang and Poovaiah (2000), encontraron que las auxinas inducen la expresién de una
proteina dependiente de calcio/calmodulina (ZmSAURI1) que regula el crecimiento celular -
en Zea mays. Esta proteina es codificada por un gen que contiene elementos de respuesta a
auxinas (SAUR's), los cuales también se han encontrado en sova, Vigrna, Arabidopsis y
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manzana, La existencia de homoélogos a ZmSAURI en estas especies significa que
calmodulina podria estar involuctada en la modulacién de la accién de las auxinas a través
de la regulacién de estas proteinas. Recordemos de la seccién 3.6 que los genes SAUR
codifican para proteinas AUX/IAA, las cuales conforman una familia de reguladores
transcripcionales, y se ha sugerido que las auxinas promueven la degradacion diferencial de
estos factores de transcripcidén (a través de la via ubiquitina-proteasoma) para dar
diversidad en Ja respuesta genética a los estimulos ambientales (Gray et al., 2001).

5.5 Auxinas, CaM e¢ inhibidores de CaM en la diferenciacion de haces vasculares de la
raiz.

Siguiendo la hipétesis de que las auxinas fluyen dentro de ciertos canales celulares, es
probable que el nivel de su concentracién en estas células con respecto a las del resto del
tejido, se mantiene en cierto balance con relacién a las citocininas. Sin embargo, si la
concentracién de auxinas cambia, se puede invertir esta relacién en una u otra direccion del
balance, de tal forma que se puede dar lugar a ciertos procesos de diferenciacién celular.

Los cultivos celulares de Zirnia han sido un modelo en donde se pueden estudiar los
procesos de formacién de haces vasculares. Con el tratamiento de reguladores vegetales in
vivo, una gran variedad de tipos celulares puede inducirse a entrar en un programa de
eventos que incluyen rearreglos del citoesqueleto, formacion de paredes secundarias,
lignificacién y muerte celular programada para formar un tubo conductor de agua Células
frescas, recién aisladas del meséfilo de las hojas de la planta Zinnia elegans tiatadas con
auxinas y citocininas, tienen la capacidad de formar traqueidas; también cietto balance de
auxinas/citocininas en el medio de cultivo puede inducir la diferenciacion de las células del
meso6filo en elementos traqueales (Fukuda 1997; McCann MC, 1997).

El Ca®* se ha involuctado en la regulacion de la formacién de la pared secundaria y su
nivel se eleva cerca de las membranas durante la diferenciacion celular. Los bloqueadores
de canales de calcio asi como los antagonistas de la acciéon de calmodulina inhiben el
proceso de diferenciacion vascular.

Al estudiar la diferenciacién de cultivos celulares de Zinia elegans, Roberts and Haigles
(1989, 1990) y Kobayashi and Fukuda (1994), encontraron que Ca®* y Calmodulina
desempefian un papel importante durante la diferenciacion de los elementos vasculares
(vasos y traqueidas). Calmoldulina participa en el proceso celular que antecede a la
formacion de las paredes secundarias; en particular, el engrosamiento de la pared
secundaria correlaciona con un aumento en los niveles de CaM y de varias de las proteinas
que se asocian a calmodulina. El nivel de concentracién de dos de éstas proteinas aumenta
notablemente y de manera sincronizada con la diferenciacién de los elementos vasculares,
un aumento que depende de la presencia de citocininas y de auxinas en el medio.

Estos investigadores también observaron que calmodulina puede interaccionar con los
elementos del citoesqueleto participando conjuntamente en el proceso de diferenciacion de
las células en elementos traqueales. Antes de que se formen las paredes secundarias, los
microtibulos cambian su orientacién longitudinal a transversal y los filamentos de actina
comienzan a agregarse. Aparentemente los filamentos de actina ayudan a reorganizar la
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posicion de los microtibulos localizindose entre los haces de microtibulos que subyacen a
las bandas de paredes secundarias de vasos y traqueidas. La distribucién celular que toman
los filamentos de actina en este momento es muy similar a la distribucion de calmodulina y
cuando se adicionan inhibidores de la accién de calmodulina también se inhibe la
formacién de los paquetes de filamentos de actina. Ello sugiere que CaM y las proteinas
asociadas a CaM participan en la formacién de los agregados de filamentos de actina y por
lo tanto, en la formacion del patrén de las paredes secundarias (Kobayashi y Fukuda, 1994).

A partir de esta informacién podemos resaltar que los procesos de diferenciacion celular
de tipo vascular en las plantas requieren del transpoite polar de auxinas, de modificaciones
del balance hormonal auxina/citocinina, de rearreglos en los elementos de citoesqueleto y
de la acci6n de calmodulina.
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CAPITULO 6

FACTOR NOD, BALANCE AUXINAS/CITOCININAS,
INHIBICION DEL TRANSPORTE POLAR DE AUXINAS Y
FORMACION DEL PRIMORDIO NODULAR

Lo interesante de los hechos mencionados en el capitulo anterior es que también hay
evidencias de que cierto balance de auxinas/citocininas es necesario para inducir la
formacion del primordio nodular en la simbiosis leguminosas-Rhizobium (Coenen and
Lomax, 1997).

6.1 Accién de auxinas, citocininas y ENOD40 en la formacién del primordio nodular.

Ante el resultado de que los inhibidores del transporte polar de auxinas y las citocininas
(Hirsch AM, 1989), podian producir estructuras tipo nddulos (pseudonddulos), se tuvo la
idea de que los factores Nod usaban mecanismos de transduccion de sefiales hormonales
para inducir Ia formacidn de los nédulos. Esta idea se refoizé con el resultado de que los
factores Nod inducian divisiones celulares en protoplastos de hoja de tabaco sustituyendo la
adicién de auxina y citocinina al medio (Roehuig, 1995). Los factores Nod agregados a los
protoplastos indujeron la expresion del gene axil (Cooper and Long, 1994) que
normalmente es inducido por auxinas y su funcién se asocia con el control de la division -
celular.

De esta manera, se relacioné al factor Nod v a las auxinas y citocininas con el inicio de
las divisiones corticales que dan lugar a la formacion del primordio del nédulo.

Cambio en el balance auxinas/citocininas.

De acuerdo a los hechos anteriores se propuso que el mecanismo por el cual los factores
Nod inducen las divisiones corticales, es el cambio en el balance de la concentracion
hormonal auxina/citocinina.

Esta hipétesis s¢ basa en una serie de hechos experimentales que demuestran que la
induccion del primordio del nddule es precedida por un cambio en la fisiologia de las
hormonas: a) los factores Nod modulan el transporte de auxinas y perturban el balance
hormonal durante la formacién del nddulo, cambiando la distribucion de las auxinas en los
tejidos de la raiz; b) la manipulacién exégena de los niveles de citocininas y de auxinas en
ausencia de bacterias conduce a la formacién de pseudonddulos; ¢) los inhibidores del
transporte polar de auxinas inducen la formacién de estructuras tipo nodulo en donde se
expresan los genes ENODI12 y ENOD 40; d) los pseudonédulos inducidos por citocininas y
por el factor Nod tienen patrones similares de divisién celular, de acumulaciéon de
amiloplastos y de expresién de genes.

Ademas de los cambios anteriores, también varian los niveles de expresion de los genes
de la enzima chalcona sintasa (CHS) y por ende, la concentracién de los flavonoides
(inhibidores end6genos del transporte polar de auxinas) que también se acumulan
especificamente en las células de la corteza de la raiz (Mathesius et al., 2000).
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Actualmente se piensa que el péptido codificado por el gen ENOD40 interviene en
cambiar el balance auxina/citocinina en las células de la corteza de la raiz en donde su
expresion precede a las primeras divisiones corticales (Minami et al., 1996; Charon et al.,
1999)

6.2 Factor Nod, inhibicion del transporte polar de auxinas ¢ inicio del primordio
nodular.

Recientemente se ha demostrado que una reduccion del transporte de auxinas precede a
las primeras divisiones corticales que conducen a la formacion del primordio del nédulo
(Mathesius, 1998b; Boot et al, 1999), y que los flavonoides regulan los efectos de los
factores de nodulacion sobre el balance hormonal (Mathesius, 1998b).

Experimentos realizados en la planta de trébol mostraron que la inoculacién con la
bacteria Rhizobium leguminosarum biovar frifolii o con factores Nod purificados
producidos por este organismo, reducen la expresidon de un promotor que responde a
auxinas (GH3) fusionado al gen reportero gusA. La expresion de GH3:gusA se inhibe en la
zona de los haces vasculares entre el sitio de inoculacién y la punta de la raiz, situacién que
puede prolongarse por mas de 30 h. El mismo efecto fue causado por el inhibidor sintético
del transporte polar de auxinas, NPA. Pasado el efecto de la inhibicion de la expresion de
GH3 gusA en los haces vasculares, a las 50 h su expresién se localiza en las células de la
corteza en division y a las 70 h cuando el primordio nodular comienza a diferenciarse,
GH3: gusA se detecta en la base y en la periferia del nédulo (Mathesius et al,, 1998b).

También en Vicia sativa los factores Nod inhiben el transporte polar de auxinas durante
mas de 48 h antes de iniciar la formacién del primordio. El transporte de auxinas se inhibe
en las células de los haces vasculares y esta reduccion es del mismo orden de magnitud que
la ihibicién causada con NPA También en raices de soya tratadas con inhibidores del
transporte polar, los transcritos de GH3 se dejan de detectar cuando normalmente se
acumulan alrededor de los polos del xilema.

La conclusion de los datos anteriores es que se requiere inhtbir transitoriamente el
transporte polar de auxinas en las raices inoculadas con Rhizobium para permitit la
formacion del primordio. Este efecto es inducido por el factor Nod y es mediado por
flavonoides.
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CAPITULO 7

OBJETIVOS

El calcio se asocia en general a todas las zonas meristematicas y puntas de crecimiento
vegetal en donde se realizan procesos fisiologicos asociados con la mitosis, la
diferenciacion y el crecimiento celular. Entre ellos tenemos la germinacién y crecimiento
del tubo polinico, la formacién de los primordios foliares, el crecimiento de las raices
primarias, el fototropismo de los tallos, la orientacién gravitropica de las raices, la
formacion de raices laterales, y la percepcion del factor Nod en los pelos radiculares.

El nédulo de las leguminosas surge a partir de una nueva zona meristematica en la planta
y su origen involucia toda una serie de eventos celulares, en donde existen cambios en los
niveles de calcio citosolico que son una sefial importante en la regulacién de su formacion y
su desarrollo. La formacién del ndédulo implica la sucesion de diferentes etapas de
desartollo que incluyen, desde la percepcion del factor Nod por los pelos radiculares y la
induccién de divisiones celulares en la corteza de la raiz, hasta la diferenciacion del
primordio nodular en distintos tipos celulates que permiten la funcién de fijacién y
asimilacién de nitrégeno. Por lo mismo, requiere del uso de vias de sefializacion tanto
diferentes como complejas para la activacion de todos los procesos celulares.

Para entender el significado del aumento en los niveles de calcio citosdlico, se requiere
conocer qué proteinas forman una via de transduccion de sefiales reguladas por calcio
(Bush, 1993). Calmodulinas, CDPKs y proteinas relacionadas a CaM estan entie las
principales sensoras de los niveles de calcio intracelulares. Actualmente, en las plantas se
ha descubierto la existencia de diversas familias de genes de calmodulina que son regulados
diferencialmente en distintos tejidos. Su expresion se acumula preferentemente en las zonas
meristematicas y participa activamente en procesos de diferenciacion y crecimiento vegetal
como los llevados a cabo en la formacién y desarrolio del ndédulo.

El n6dulo de las leguminosas deriva de un meristemo con caractetisticas (nicas dentro del
reino vegetal, ya que fundamentalmente se va elaborando entre la bacteria simbionte y las
células de la rajz, culminando en un tejido vegetal altamente especializado en la funcidon de
fijacién de nitrdégeno atmosférico aprovechado en forma de amonio por la planta.

Durante el establecimiento de la simbiosis fijadora de nitrégeno, las bacterias o los
factores Nod purificados, inducen la formacioén de primordios nodulares o estructuras tipo
nédulo (pseudonddulos); sin embargo, la naturaleza de las sefiales endogenas de la planta
inducidas por los factores Nod, sobretodo previas a las primeras divisiones celulares de la
corteza de la raiz, atn no se conocen totalmente.

Debido al papel primordial que Ca®* tiene en la transduccion de sefiales en las plantas y a
que calmodulina es una de las principales proteinas sensoras de los niveles de calcio
intracelulares, decidimos contribuir al conocimiento de la participacién de calmodulina en
el desarrollo o en el establecimiento de la simbiosis entre Phaseolus vulgaris y Rhizobium.
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OBJETIVO GENERAL
Contribuir al conocimiento de la funcion de calmodulina en los mecanismos de

transduccién de seiiales que participan en la formacién de los nédulos durante la
simbiosis entre frijol y Rhizobium,

OBJETIVOS PARTICULARES.

a) Aislar y caracterizar los genes de calmodulina en frijol

b) Caracterizar el patréon de expresion de los genes de calmodulina durante el
establecimiento y desarrollo del nédulo.

¢) Determinar la expresion tejido especifica de los genes de calmodulina.

d) Estudiar la regulacién de los genes de calmodulina durante el establecimiento
de la simbiosis.

e) Identificar las proteinas con afinidad por calmodulina en diferentes etapas de
la simbiosis.
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METODOS, RESULTADOS Y DISCUSION
CAPITULO 8

Una nueva familia del gen de calmodulina en Phaseolus vulgaris. Andilisis de Ia
estructura de cDNAs de CaM seleccionados a partir de un banco de expresion de
nodulos de frijol.

Para conocer los genes de calmodulina en fiijol y poder realizar estudios de su expresion
en los diferentes tejidos, seleccionamos clonas de cDNAs de CaM a partir de una biblioteca
de nddulos de fijjol. Usamos como sonda un fragmento de la regién de codificacién de un
mensajero de calmodulina que fue amplificado previamente por la técnica de PCR:

8.1 Amplificacion por PCR de una secuencia de la regién de codificacion de un cDNA
de CaM.

El protocolo de PCR que se sigui6é para obtener la sonda fue descrito por Friedman et al.
en 1990. Como templado se utilizo6 una biblioteca de ¢cDNAs de nédulos de P. vulgaris
contenida en el fago Agt22a (proporcionada amablemente por el Dr. Carroll Vance,
University of Minnesota, St. Paul). La secuencia de los oligonucleétidos iniciadores se
disefié a partir de una secuencia consenso derivada de un alineamiento de ¢cDNAs de CaM
de diferentes especies vegetales reportados en el banco mundial de genes.

Las secuencias consenso fueron 5’- dAATGGCCGATCAGCTICACCGACGATCAGATC-
3y 3-dCAAGCAGITTCAGTACTACCGGITICACIC-5’, nombrados S1 y 82
respectivamente (Fig. 9.1). La mezcla de reaccién de las muestras se incub6 a 94 °C durante
4 minutos y luego se sometid a 35 ciclos de la siguiente secuencia: 1 min a 94 °C, 1.5 min a
55°C y 2 min a 72 °C. Subsecuentemente se incubd 5.0 min a 72 °C y se almacené a 4 °C
hasta que se utilizo6. El producto amplificado se separd por eletroforesis en un gel de
agarosa y fue purificado siguiendo el método de Geneclean II Kit, BIO 101, Inc. (Fig. 8.1).
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Fig. 8.1, Electroforésis de un fragmente de CaM de P. vuligaris amplificade por PCR. Las secuencias de
la regién de codificacion de calmodulina se obtuvieron de una libreria de cDNA c¢laborada en Agtll con los
oligomucle6tidos descritos. En el primer carril se¢ muestra el marcador de peso molecular A-Pst Ty en ¢l
segundo carril se muestra ¢l producte de amplificacién de aproximadamente 450 kb La banda se aisld del
gel, s purificé y se marcé con *P para usarlo como sonda en diferentes experimentos

Seleccion de clonas de ¢DNA de CaM de P. vulgatis.

Con la sonda de CaM de 450 pb marcada radiactivamente con >*P, se aislaron 5 clonas de
c¢DNA de CaM a partir de una biblioteca de exptesion contenida en el fagémido AZap. Esta
biblioteca fué originada con los RNAm expresados en nodulos de P vulgaris de 15 dias de -
desarrollo. La hibridaciéon de las placas se realizé a 42 °C. Los filtros se lavaron en 2x SSC,
0.1 % SDS, yen 1x SSC, 0.1 % SDS a 65 °C. Posteriormente se expusieron en pelicula
kodak para autoradiografia. Después de revelada, se seleccionaron las placas de fagos que
dieron sefial de radiacion, referidas como placas positivas.

62




Subclonacion y andlisis tipo Southern

Los 5 insertos de ¢cDNA correspondientes a PvCaM-1, -2, -3, 4 y 5 obtenidos con el
procedimiento anterior se aislaron después de 3 rondas de purificacién de las placas. Las
positivas se aislaron como plasmidos recombinantes pbluescript SK* (Stratagene), y cada
una fue introducida en bacterias de la cepa “SOLR” (Stratagene) para su multiplicacion. el
El DNA del plasmido aislado por el método de “miniprep” (Sambrook, 1989), se digirid
con las enzimas Pst I y Xho ¥ para liberar los insertos de ¢cDNA contenidos en éL Los
insertos se separaron del vector mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1 %, y el
DNA separado en el gel se transfirié a una membrana de tipo “Hybond-N" plus”
(Amersham).

Esta membrana se analiz6 mediante hibridacion tipo Southern con la misma sonda de
450 pb de CaM marcada con **P para corroborar que los insertos de ¢DNA purificados
correspondieran efectivamente a secuencias de calmodulina. Después de la hibridacién la
membrana se lavd progresivamente con 2x SSC, 0.1 % SDS ; 1x SSC, 0.1 % SDS, 0.1 x
SSC, 0.1 % SDS. Todos los lavados del filtro se realizaron a 65 °C y se expuso en una
pelicula Kodak para autoradiografia a —70 °C.

8.2 Caracterizacion de las clonas de ¢cDNA de Calmodulina,

De las 5 clonas aisladas, tres correspondieron al tamafio de los mensajeros de CaM
reportados. Como un primer anlisis, de las tres clonas completas se obtuvo un patrén de
restriccién con diferentes enzimas; su secuencia reveld que contenian los marcos de lectura
(ORF) completos. Para obtener sondas especificas que nos permitieran monitorear los
RNAm’s corrrespondientes a cada clona, por PCR se amplificaron fragmentos de 258, 369
y 205 pb, utilizando un iniciador comin (CAL) para elabotar la cadena sentido, y tres
iniciadores antisentido especificos X, Y, y Z para PvCaM-1, PvCaM-2 y PvCaM-3,
respectivamente (Fig 8.2).
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Fig. 8.2, Mapas de restriccién y estrategias de secuenciacién de Ias clonas de cDNAs de CaM obtenidas
del banco de nédulo de F. Vulgaris. Los sitios de fas enzimas de restriccion son Ava II (A), Cla I(C), Dde 1
(D), Eco R (E), Hind 11l (H), Mae I (M), Ple 1 (PD), Pst I (P), Rsa I (R) and Sac I (Sa) Las barras solidas
representan las regiones de codificacion de la proteina La direccion y las extensiones de los segmentos de
secuenciacion de DNA, son indicadas con flechas ubicadas debajo de¢ los mapas fisicos Las cajas sombreadas
indican 1a posicién y Ia orientacién de los oligonucledtidos CAL- X, -Y, y -Z que se usaron como iniciadores
para la amplificaciéon de secuencias especificas en los experimentos de deteccidn de los transcritos del gen de
CaM en los diferentes tejidos.

Andlisis de la secuencia de los cDNAs.

Para secuenciar el DNA de las clonas seleccionadas se siguid el método de terminacion
de la cadena usando didesoxinucleétidos de la version de Sequenase {version 2.0 DNA
sequencing kit, United States Biochemical, Amersham) y [°S]-ATP para DNA de plasmido
de cadena doble Ambas cadenas se secuenciaron usando los iniciadores universales T7; y T3
La secuencia de los ¢cDNAs se completd sobreponiendo los segmentos sefialados con las
flechas ubicadas debajo de cada mapa en la figura anterior.

Caracterizacion de la secuencia de los cDNAs de CaM de P vulgaris

Las secuencias de nucledtidos de los 5 cDNAs se presentan en las Figs. 83A y 8 3B Las
tres clonas con cDNAS completos fueron caracterizadas en la publicacion (cap. 9).
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Analisis de agrupamiento de las secuencias de los cDNAs de P. vulgaris.

Se localizaron las secuencias de los mensajeros de calmodulina con mayor identidad a las
de los cDNAs de frijol mediante andlisis tipo BLAST, y después de un alineamiento de
dichas secuencias, se realizé un anlisis de agrupamiento para darnos una idea del parecido
de las secuencias aisladas con las de otras especies. Los tesultados de este analisis (Fig.
8.4) revelan que las secuencias de los cDNAs de PvCaM-1, -2 y -3 de frijol se separan en
dos grupos con un nivel de similitud distinto, lo cual sugiere que pertenecen a secuencias
independientes. También podemos observar que existe mayor similitud entre las secuencias
de PvCaM-2 y -3, que entre éstas y PvCaM-1; esto podria significar que ambas secuencias
divirgieron de una secuencia homoéloga distinta a la de PvCaM-1, lo que también explica
las diferencias o igualdades en su patrén de expresion (Figs. 4 v 5, cap. 9). Las diferencias
entre las clonas se manifiestan a todo lo largo de la secuencia del ¢cDNA, sin embargo,
dentro de la regién de codificacion, nos damos cuenta que usan diferentes codones para los
mismos aminoacidos de la proteina (Fig. 9.3A). Por lo tanto, a pesar de las diferencias a
nivel de nucléotidos, a nivel de proteina solamente un aminoécido las hace distintas (Fig 1,
cap. 9), y éste aminoicido podria otorgarles funciones particulares a cada una. Otia
evidencia que se desprende de éste andlisis, es que a nivel de nucle6tidos, las secuencias de
PvCaM-3 y PvCaM-1 tienen mayor identidad con secuencias de V. radiata, y la de PvCaM-
2 con la de M. sativa (alfalfa) y de Soya. Sin embargo, aunque el cDNA de PvCaM-2 tiene
mayor semejanza con el de mscall de alfalfa y el SCaM-2 de soya, a nivel de aminoacidos
PvCaM-1 es idéntica a la proteina codificada por estas especies (Fig. 1, cap. 9).
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pMBCaM-2 de V. Radiata. De tal manera, que cada uno de éstos cDNAs de frijol se parece
méas a un cDNA de V' radiata que entre si mismos. Lo que resulta bastante interesante de
ésta comparacion es que PvCaM-1 y pMBCaM-1 son reguladas por la accién de las auxinas
(Botella y Asteca, 1994; éste trabajo Fig. 6 cap. 9). La accion del AIA sobre el ntvel de
expresion de la clona PMBCaM-1 de V. radiata, aunada al parecido casi idéntico con la
secuencia de pvCaM-1 de frjjol, sugiere que muy probablemente comparten las mismas
formas de regulacidén y que poseen elementos que responden a auxinas en la secuencia
promotora de sus genes; si no por la unién fisica de la hormona al DNA, si a través de la
asociacion de AIA con factores de transcripcion tipo ARF's. Ademds, P. vuglaris y V.
radiata también poseen en comun genes SAURI, que son genes de respuesta temprana a las
auxinas. En particular, se ha encontrado que el de fijjol (PvSAURI) codifica para una
proteina que es regulada por calmodulina (Reddy et al., 2002), lo mismo que el homélogo
de este gen ZmSAUR I, reportado recientemetne en maiz (Yang et al.,, 2000). En fin, serfa
importante completar el estudio de las secuencias genémicas del gen de CaM de frijol.
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CAPITULO 9

Publicacion en Molecular Plant-Microbe Interactions
Alberto Camas, Luis Cardenas, Carmen Quinto and Miguel Lara. 2002

Expression of Different Calmodulin Genes in Bean (Phaseolus vulgaris L.):
Role of Nod Factor on Calmodulin Gene Regulation.
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CAPITULO 19.

ANALISIS DEL INTRON DE LOS GENES DE
CALMODULINA

Los genes de calmodulina reportados para plantas contienen un solo intrén, y aunque
todos comienzan a partir de Ia secuencia que determina el aminoacido 25, los intrones
varian en tamafio en los genes de diferentes especies, e incluso entre los genes de una
misma familia (Poovaiah and Reddy, 1993; Zimmer et al., 1988). El andlisis de expresion por
Northern blot de los genes de CaM en los diferentes tejidos de fiijol (capitulo 9), muestra el
mismo patrén general para cam-2 y cam-3, excepto en el nivel de abundancia de los
mensajeros. Este hecho podria sugerit que las clonas de ¢cDNA de pvCaM-2 y pvCaM-3
representan alelos del mismo gen. Sin embargo, con la informacidén disponible acerca de la
variacion del tamafio del intrén de los genes de CaM, realizamos una serie de experimentos
para poder identificar cada cDNA con su gen correspondiente:

Amplificacién de DNA genomico por PCR.

Se obtuvo DNA gendémico (500 ng) de fiijol para amplificar las secuencias del intrén de los
genes de CaM a través de PCR. El programa de PCR usado para la amplificacion fue el
siguiente: un paso de desnaturalizacién a 94 °C for 1 min, un paso de anillamiento a 55 °C
for 1.5 min, un paso de extensioén de 72 °C por 2.0 min con un paso de extension final de
5.0 min a 72 °C. La reaccion se llevd a cabo durante 35 ciclos. Después de la extiaccion
con cloroformo, los productos de reaccion se fraccionaron por electroforesis en un gel de
agarosa 1% (w/v). Para comprobar la identidad de las productos, el gel se transfirio a una
membrana de nitrocelulosa y se realizé un anélisis tipo Southern con la sonda de
calmodulina obtenida en la figura 8.1 (datos no mostrados).

Los datos de la Fig. 10.1A representan un experimento control realizado con el DNA del
inserto de las clonas. Los carriles 2, 3 y 4 muestran un solo producto de amplificacion, que
corresponde a la secuencia de codificacion (450 pb) contenida en los cDNAs de pvCaM-],
-2 y -3, respectivamente. En los camiles 5, 6 y 7 se muestian las regiones del cDNA
amplificadas con los oligonucledtdidos especificos X, Y y Z, que hibridan con secuencias
diferentes en el extremo 3°. Estos son los mismos oligonucledtidos que se usaron para
detectar las secuencias especificas de los mensajeros de cam-1, cam-2 y cam-3. El
oligonuclétido CAL fue comun para los experimentos de la Fig. 10.1 (es diferente al
sefialado en la Fig. 82). Por lo tanto, el par de oligonucleétidos en cada una de estas
reacciones deberia amplificar la regidn de codificacion (450 pb), mas un fragmento de la
region 3° del cDNA como se observa en el gel.

Los productos de PCR mostrados en la Fig. 10.1B se amplificaron a partir de DNA
genémico con los pares de oligonucleétidos utilizados en los carriles 5, 6 y 7. En ésta
figura, la altura de las bandas obtenidas confirmé la presencia de un inttén en los genes de
CaM. Uno de 891 pb en cam-1, y otro de aproximadamente 1,300 pb en cam-2 y en cam-3.
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Fig. 10.1. Intrones de los genes cam-I, cam-2 y cam-3 de calmodulina de P. vulgaris. A) En los carriles 2,
3y 4 se presentan los productos de PCR amplificados con oligonucletidos comunes ubicados a 1os extremos
de la regton de codificacién pertenccientes a PvCaM-1, -2 y -3, como en la figura anterior. En los carriles 5, 6
¥y 7 se muestran los productos de PCR obienidos usando el iniciador comin CAL y los oligonucledtidos
especificos generados de la regidn 3’ no traducida de cada cDNA (X, Y v Z; Fig 8.2) El DNA templado
usado para las amplificaciones de este parel fue €l del cDNA correspondiente, obviamente el intrdén no estd
presente B) Se presentan las mismas amplificaciones que en 5, 6 ¥ 7 del panel A, pero wsando como
templado DNA gendmico.

Discusion.

Mediante la técnica de PCR amplificamos segmentos de DNA genémico que contuvieran
la secuencia del intrén de cada gen de CaM. Se obtuvieron tres productos de tamafio
diferente, el mas pequefio corresponde a cam-1 v los otros de tamafio semejante, a cam-2 y
cam-3 ( Fig. 10.1B). A simple vista, pateceria que cam-2 y cam-3 contienen el mismo
tamafio de intrén, sin embargo, los oligonucledtidos especificos X, Y y Z que hibtidan en el
extremo 3’ del gen de calmodulina, se localizan a diferente distancia (Fig. 8.2). Por lo tanto,
pata calcular el tamafio aproximado de los intrones se resté el nimero de bases de la
secuencia entre el codon 26 y el sitio de hibridacién de los iniciadores. Haciendo este
calculo, se obtuvo que el tamafio del intrén de los genes cam-2 y cam-3 es distinto, una
diferencia que no se observa en el gel. Como un dato mas, aislamos y secuenciamos los
intrones de los 3 productos de amplificacion. Se obtuvo la secuencia completa del intrén de
cam-1 y la secuencia parcial de los intrones de cam-2 y cam-3. El alineamiento de la
secuencia de los extremos 3° de los tres intrones de la Fig, 10.2, revelé que contienen

73



vL

"SIUR[epE UL L7 OpOBounue [19p uspucdserzos uanSis onb sej £ ‘97 oprogouTUE [3 TRUSWSTdUI0d snb 958q Bi00I3) BT A BPUNSSs € HBNSONW 9§ $9)91dLn 9p BUNIo)
uo A seSeu ug (1HO") eueloid B 8P 97 OPIOROUTIIR [3P 2SBq BIduid B[ D BINIE B] B BUIMPOWTED 9 UG [9P UQIOBOLIPOD 9P ugigal ey sdumaisiut uonur
T "UFYNR] 12D UQIOBINPEI ] MUBIND UONIHI [@ OPTAOUISI I9S 209D SPUOD 9PSap WB[BLAS SI[BID SB ‘SOUTIIXd SOquIe U9 €OV~ 1 0. ¢ ¥ifar g] uadumd anb saseq ser
SUDNUOD £-wiw2 A [-~wipo SIUOIIUL SOT 9P BISUSNOIS B °, UOISII B[ 3D [p] A £ OUKOIIXD [3P SISBQ (¢ ULIUI[E 25 (UBTD JOT00 UD) £-14402 3P UQNUN 19 K ‘Z-uiro 3P
UQIUI [3D £ ODR[ 9P saseq 7 Ser uepuasaxd a8 orog ‘ad 168 2p pmiduor gun susn £ )ustae]eIduIos QIOUSNOSS 9§ OPBIOW! JOf0d U Bjuesald 95 anb 7-wwo op woIuE
TA "IBInjeo odonu 19p uryhng-01d [ uspuodsariod sopeogydure sopnpold soT 'gg'g BINSL] Bf 9P SOWSIU SOf UOS UOJesn 9 Hnb SopRearonuosio soT MDd
ap 2oTuod! By 10d 001IguSd V(] OPUEdIIIdIe UOISIANIQO 98 SBIJUSNISS B “f-ww2 A Z-14p0 “[-1wr CuINPOWmIBd P $IUIT S0T P SBIUGIIUL SEITINRNS *6 'S1q

VoL &D
025 &LO
oL 4D

qd
LOIY¥OLLODL
IOLYYLLODL

2.

LOYDLLOLOL
JYVIOVLLLY

LOLLEVODOL
LYYOYLOLLY

I¥ILIODIVL

DLVDIVOYLD

LISIIOVYIL
OVLVILLILE

DELIDDLOLL
DLLEIOLIVE

LY¥ODOYLYOOL

LY LLLYYY

SLLLODIIVY
WOVIOYLLYVYY

OVLOLOOLVYL
OYDLIVOLIVY
DYOELLOYYD
6e

I¥YLLLLLIDL
LYDLITYODLD

YYILYLLLOYL
DYYOYODLYD

DOLDINITYD
LIDYLIVIYIY

LLYLIYOYLD
LID099IVLE

YOLOLVILLY
DLLLLLLYYD

LOYYLOLOLY
IOVLOLIVLL

OYYIVDLOLD

LELOVLEYLE

D092DLLLIODL
LLVYIOOYLL

YYLOLLELIWYL
YOLLSLODLE
LO29DDILYLY

DOLIYOVEIY
LY IDDLVLOY

YOLYII920YD
WIVOLILIVYYD

YOLOYIVOOL
VSOYVYOYIY

J2IDLIYILL
IYLIOLLLLY

LYDOLOIVOL

ELIDLLLDLL

D LLLLLOLEY

LYDLLLVILD

YYLYILVYLY

DLYOYOIDLL
YYLLODIDOD

IYYLLLOLOL
LILOYEDLLD
LOLEYLLLLY

YYILYIOYIOL
IV I LEYL

LLLODLLOLD
LYYEOONY99D

YI2OYLIOYLID
OVOVOVVYOND

IYLDLYLEVYD
LELLLLLDID

SLYOLIOYL

LYYYYDLLYL

YILLOOVOLYD

SOOVLLOOLY

T T1D9YLI0
99 LLIVOVLL

22LLLLLLLD
LEOYIVILAL

L L a0
IDLLIDLIOL
LEYLLSODOY

LOVO L L

HBO&&Q@@&U

LOLDLDLY 20
YYILOOOTOLD

DOV LA L
DOVLLIVYDD

LD ELD
LELDEYYYVYY

FOLYY IV L
[S)-{84 AR
BRIREILJISIORA

DY LELOYLY

OYLLLLVIYWS

LYEDIOVYLL

YW LLLY L
LOOLDLLLOD

SR

kh Wuu,u_¢£

YOVLLIVYDLY

GEDLLDOLLL
LYYILETOLL

UBﬁO@dUBi&

RUSHRSIGL SRR

IYLOLIDLLL

IR ARSI BN

DOVYYYOLLL

YYD LOVYYED
TOOOYNYTINVD

LOOVILLILYL

LLOLYDLIYY

LLEDWYYDROL
YYYLELLODL

T.7

FAMME

KRS AMNMA

UOOBBH@GUH

LOLEDLOLLE

LODLVYOUYYY

LOLYLLOYYD
YOVDDOD00WD

DYLLOLIVYY
LIDIDEOLNY

24O¥DIDLOD
LOLYOLOLOL

LLDILDIOWD
IYLIVLLLLLL

LLLLIDLLLD

YOUTOYOOVD

LYLLELIYLL

YOVYILYIIDD

2L LLLOLLD
LLODOLYYVY

AMMMPOREIARSNY
LLYYYLLOOO

¥OOLO0YDLL
DOYLINVYLOV

LID2LDOVLD
DADOLIOVIVY

YOOLOLOYLL
LYTOLYDLIS

L2LLIOLYOD
WIIDLLDLLD

TOYLOOYL
IYLLOLOIOL

LODOIYLIVD
LLOLLODLLL
YYIVLIVDLY
DOLVVOLYIVY

DLOLLLDSOY
YLLLLDDLL

DLIOD2ILYOYD
22D IL LYYV

LEOYYYYOLLL

VELOVYYLLYL

LIDLLOD0DL
LYYOTODIYO

DOOYVYLIVYL
LLLILILLLE

IDE2LIVOLL
LODOOLYOLY

AL SOLIVILYDD

YOOLIYYILO

WYLOY LYYV

SIDLLLDLYD

DEYLELOLOD

YLLIDLVYOOY

OOLODIVYLL
LILEYIYLLYD

I2DLDLLLOLD
LELLLEDOLLID

£-uoI3uUT
Z-UQIJUT
T-U9I3ul

£-ueI3ul
T-uoIjuUl

£-uQIUI
T-uoI3uI

g-uor3ul
T-UQIJUT

£~UoIJuUT
T-uoa3uy

£-UQIIUT
T-UQIJUI

£-UOXIUT
T~UQIIUI

T-UQIUL

£-uoIjuUI
T-ueIjug

£-UQIUL
T-UQoIj3Uul
T+



secuencias distintas, confirmando la existencia de una familia de calmodulinas compuesta
por tres genes en P. vulgaris. La secuencia de nucledtidos, el Southern genémico, el
agrupamiento de las clonas, y el tamafio v la secuencia de los intrones, sugieren que a pesar
de la alta identidad que en general poseen las secuencias de calmodulina, los ¢cDNAs
(PvCaM-1 a PvCaM-3) representan una familia de al menos tres genes de CaM en P
vulgaris. Sin embargo, habria que tratar de obtener la ubicacién cromosémica de los Joci
correspondientes a cada gen.

Las secuencias de los otros cDNAs (PvCaM-4 y PvCaM-5) podrian ser productos alélicos
originados de una regulaciéon de la expresion basada en la poliadenilacién diferencial de la
secuencia 3’ no traducida de un mismo gen (Whale, 1997).

La existencia de secuencias génicas diferentes en frijol, produce diferentes isoformas de
calmodulina, las cuales posiblemente se unen a proteinas distintas; a su vez, éstas pueden
regular diversos procesos celulares en la planta y en particular en el desarrollo del nédulo.
La caracterizacién de estas proteinas, contribuir a disectar las funciones especificas de los
diferentes miembros de la familia, su distribucién celular y su importancia fisiologica. Asi,
también nos permitird conocer los mecanismos a través de los cuales calmodulina participa
en la regulacion del desarrollo del nodulo.
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CAPITULO 11

PROTEINAS DE FRIJOL QUE UNEN CALMODULINA

Anilisis comparativo de proteinas de frijol con afinidad por calmodulina mediante
el sistema biotina-avidina (overlay).

Como mencionamos en los capitulos introductorios, para seguir la funcién de Ca®™
calmodulina en una via de transduccién de sefiales de calcio, necesitamos detectar e
identificar las proteinas que tienen afinidad por calmodulina. Para ello establecimos
ensayos preliminares basados en el siguiente sistema:

Deteccion de proteinas de frijol con afinidad a calmodulina en membranas de nitrocelulosa
utilizando el sistema Biotina-Streptavidina.

Sistema biotina-estreptavidina

El uso de calmodulina biotinilada (Bio-CaM), en conjunto con métodos de deteccidon
basados en avidina, han proporcionado una herramienta 1til para este fin. Este ensayo
consiste en la deteccidén de proteinas con afinidad por calcio/calmodulina biotinilada que
han sido previamente separadas por electroforesis e inmovilizadas en membranas de
nitrocelulosa. En presencia de calcio la CaM-biotinilada funciona como el equivalente de
un segundo anticuerpo.

Las proteinas que se encuentran normalmente en los tejidos podrian ligar avidina,
calmodulina biotinilada y otros componentes del sistema biotina/avidina. Este ligamiento
podria deberse a la biotina enddgena o al ligamiento de proteinas que unen biotina, 0 a
lectinas o sustancias de ligamiento no especifico presentes en la muestra. Para evitar estos
ligamientos que nos podrian dar falsos positivos en nuestro sistema, los experimentos se
realizaron con ‘un tratamiento previo de las membranas con avidina/biotina (Fig. 11.1).
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Biotina U DETECCION DE PROTEINAS CON AFINIDAD POR CALMODULINA
CON ENSAYO TIPO INMUNOBLOT

b ¥

Streptavidina
conjugada

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 11.1 Ensayo tipo inmuneblot (overlay) para detectar proteinas con afinidad por calcio-calmodulina
en un sistema biotina-estreptavidina, A) Las proteinas son transferidas a una membrana PVDF después de
electroforesis. Estas podrian estar biotiniladas endogenamente y la estreptavidina conjugada con la enzima
alcalinofosfatasa (AP) podria dar falsos positivos; B) Los sitios de biotina s¢ ocultan pretratando las
membranas durante 10 min con avidina en la solucion de ligamiento; C) Sin embargo, esta avidina tambien
hay que bloquearla con bictina para que no pueda ligarse con el grupo de biotina conjugado con calmodulina;
D) Ligamiento de calmodulina biotinilada a su proteina blanco y revelado con estreptavidina conjugada con
AP que al reaccionar con los sutratos NBT y BCIP nos da una coloracién tipica de un inmunoblot.
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Ensayo overiay con extracto de proteinas de diferentes tejidos de frijol.

Extractos crudos de proteina de diferentes tejidos de fiijol se cargaron (40 pg/carril) en
geles desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12 % De hoja se homogenizaron 0.5 g, de raiz 1.0
g, v de nodulo de 21 dias 0.5g en buffer Heppes pH 7.4 Después de la electroforesis las
proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (“Hybond-C”, Amersham) en
amortiguador Tris-Glicina Metanol. 1as membranas se incubaron por 30 min en solucién
de ligamiento a calmodulina (50 mM de Tris HCl pH 7.5, 150 mM de NaCly 1mM de
CaCly) con leche descremada en polvo al 1 %. La calmodulina de bovino biotinilada
(GIBCO BRL) se agregd a una concentracion de 0.1 g /ml y se incubaron con agitacion a
temperatura ambiente durante toda la noche. Las membranas se lavaron 3 veces en la
misma solucién. Sobre las membranas se realizé la deteccion de las proteinas con afinidad
a calmodulina en presencia de Ca®* o de 2 mM de EGTA En seguida se adicion6
Strepatavidina conjugada con la enzima fosfatasa alcalina a una concentracioén de 0 1 yp/ml
y se incubaron con agitacidén durante 1 hr a temperatura ambiente. Las membranas se
lavaron en solucion de ligamiento a calmodulina pero sin Jeche descremada La deteccion
de las proteinas con union a calmodulina se realizd con los sustratos de la fosfatasa alcalina
(BCIP y NBT) y el procedimiento usado en la técnica de inmunoblot (Baum et al , 1993),
Fig. 112,
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Fig. 11.2 Deteccién de proteinas afines a calmodulina en presencia de Ca®* y EGTA. A) Tincién con azul
de Coomassie de la electroforesis de extractos de los diferentes tcjidos de frijol Como control positivo s¢ usé
calcinenrina (61 kDa), como control negativo se utilizé uricasa (35 kDa) una proteina que se expresa en
nodulo de frijol, calmodulina, y calmodulina biotinilada (Amersham) B) El gel fue transferido a una
membrana de nitroceluiosa para su tratamiento con calmodulina biotinilada en presencia de 2 mM de calcio y
de €) 2 mM de EGTA.
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En el panel B, en los carriles correspondientes a los tejidos de fiijol se revelaron bandas
de proteinas de diferente tamafio, que dieron una sefial semejante a la de calcineurina. En la
membrana tratada de la misma manera pero en presencia del agente quelante EGTA
(2mM), no se detecta ninguna banda

Con el mismo sistema, se disefiaron otros experimentos en donde se variaron diferentes
componentes del sistema para despejar 12 existencia de falsos positivos (Fig. 11.3)
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Fig. 11.3 Diferentes protocolos de deteccion de proteinas afines a calmodulina por el sistema
avidina/biotina con calmodulina bictinilada, A) 1 - Electroforesis de las proteinas de hoja, raiz y de nédulo
Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa v tratadas en presencia o ausencia de los
componentes del sistema como se sefiala debajo de cada figura. B} 4a en presencia o 4b en ausencia de
calmodulina biotinilada C) 5a en presencia o Sb en ausencia de calmodulina biotinilada D)} comparacién del
patrén de bandas de proteinas detectadas con calmodulina biotinilada con la fraccién eluida de 1a colunma de
afinidad de CaM-Sefarosa con 2 mM de EGTA.

En la figura anterior, se detectaron ciertas proteinas que son predominantes (140, 85, 75,
y 14 kDa) en los diferentes protocolos; sin embargo, también existen otras proteinas con
pesos moleculares intermedios entre este rango, excepto en donde no se adiciond
calmodulina biotinilada. Lo cual muestra que las bandas representan proteinas de nddulo
que unen calmodulina, igual que el control de calcineurina. Sobretodo, la banda superior
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que no aparece en los tejidos de hoja y de 1aiz. Ademds, existe un patrén similar al
obtenido en la fig. 11.2 como se puede apreciar en los paneles 2 y 4a.

En la figura 11.4 se muestra el resultado de un experimento similar, pero a diferencia del
anterior, se adicioné un extracto de nodulos de alfalfa de 3 semanas de desarrollo. En la
figura se observa claramente la presencia de la proteinas con peso aproximado de 140 kDa
y 85 kDa; Sin embargo, como en los experimentos de la figwa anterior, la de 140 kDa
parece ser especifica en los nodulos de fijjol vy de alfalfa; también se aprecia una sefial
fuerte alrededor de los 30 kDa en alfalfa v bandas de tamafio semejante en los tejidos de
frijol figura 12.3 (3 y 4a).
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Fig. 11.4 Deteccién de proteinas afines a calmodulina en hoja, raiz, y nédulos de frijol, asi como en
nédulo de aifalfa. En el panel de la izquierda de referencia se muestra un gel teflido con Coomassie después
de la electroforesis de los diferentes extractos proteicos. En la derecha se muestra el resultado de las proteinas
afines a calmodulina detectadas con calmodulina biotinilada en presencia de Ca** por la técnica de overlay /
biotina-avidina. A la derecha de la figura se presentan los pesos aproximados que corresponden a los tamaitos
de las proteinas detectadas Los simbolos en colores sefialan el protocolo seguido en este experimento de
acuerdo 2 la figura 11 1

2) Comparacion de las proteinas de P. vulgaris que unen calmodulina por
cromatografia de afinidad.

Calmodulina se liga con alta especificidad a sus proteina blanco en la presencia de Ca’*,
por lo que este ién es importante para la unién de CaM con las proteinas del extracto de
nodulo que pasan por la columna. Para exponer los sitios hidrofébicos de calmodulina, se
necesita de 1 a2 mM de Ca>* en el buffer de unién.
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La columna de afinidad de CaM-Sefarosa 4B (Pharmacia Biotech) se equilibré con
buffer de unién que contiene 50 mM de Tris HCL pH 75 y con 2 mM de Ca** a 4°C.
Posteriorme, la columna se cargé con extractos de hoja, raiz y nddulo Se realizaron varios
lavados del extracto en la columna con buffer 50 mM de Tris HCL + 2 mM de Ca**, hasta
que se excluyeron las proteinas sin afinidad por el complejo Ca**-CaM (Fig. 11.4). Las
proteinas retenidas en la columna se eluyeron con buffer 50 mM de Tiis HCL + 2 mM de
EGTA (4 ml) colectandose fracciones de 0 5 mi ¢/u Las fracciones en donde se detecto la
proteina eluida se precipitaron con acetona fiia y se dejaron precipitando toda lo noche a —
80 °C Posteriormente, las muestras se centrifugaron a 15 000 rpm durante 15 min y en
seguida la acetona se evaporé durante 3 min a vacio (Savant), las muestras se
resuspendieron en buffer de Laemli (L.aemmli, 1970), se hlrvneron durante 5 min y se
cargaron en geles de poliacrilamida al 12 % (Fig 11. 5)

La comparacién del patrén de proteinas de hoja, raiz v de nédulo que unen calmodulina,
obtenidos de la columa de afinidad se muestra en la Fig. 12 6. En los paneles se presenta la
elucién de las proteinas con 2 mM de EGTA Los tejidos tienen un patrdn distintivo de
estas proteinas; algunas pueden ser comunes, pero en general el patrén fue diferente

PATRON DIFERENCIAL DE PROTEINAS DE UNION A CALMODULINA
EN DEDIFERENTES TEJIDOS DE FRIJOL
OBTENIDO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD

MmN H R N

kDa

170 — '

e = ..44 ’ !

35 - i e E "f.w:u; o

3 _ 4l E
b

%= ‘* .

P Mt M : o« _

EGTA 2mM

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Fig. 11,5, Electroforesis de proteinas de frijol con unién a calmodulina, obtenidas por cromatografia de
afinidad. En el panel de Ia izquierda se muestran las fracciones salidas de la columna producto del lavado de
las proteinas no retenidas por el ligando. La columna se lavd con varios volimenes de solucién de ligamiento
hasta que las proteinas no retenidas dejaron de salir. A la derecha se presentan las bandas de proteina con
afinidad a CaM eluidas de la columna con 2 mM de EGTA  A-C) Electroforesis de las proteinas de raiz , hoja
y nédulo D) Comparacién de las proteinas con afinidad a calmodulina de los diferentes tejidos. Los
tridngulos sefialan las proteinas que no son compartidas por los tejidos v las flechas, proteinas que
aparentemente son comunes a los tres.
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Discusién

Se montaron diferentes protocolos para detecar proteinas de fiijol que unen calmodulina
en presencia de calcio. Nuestro objetivo principal pretendia detectar proteinas que
preferentemente se expresaran en nddulo sobre otros tejidos de la planta. Para ello
comparamos las proteinas de unidén a calmodulina provenientes de extractos de hoja, de
raiz, y de nédulo de 15 y 18 dias. Como control positivo utilizamos calcineurina que es la
principal proteina de unién a calcio-calmodulina en cerebro de animales (61 kDa) y uricasa
(35 kDa), una proteina de nddulo independiente de calmodulina que participa en la
asimilaciéon de nitrogeno. También usamos extractos de nddulos de alfalfa de 3 semanas de
edad. Probamos dos sistemas para detectar este tipo de proteinas, uno que consiste en el uso
de avidina/biotina y el otro en una columna de afinidad de calmodulina-sefarosa A.

La comparacién de las proteinas de hoja, raiz y nédulo de 15 dias retenidas en la columna
de afinidad mostré un patrén diferente en cada tejido. Mientras que algunas bandas son
comunes, otras son especificas a cada tejido. También podrian ser la misma proteina pero
con un tamafio molecular diferente en hoja, 1aiz y ndédulo. Por ejemplo la enzima GAD de
Vicia faba es de 62 kDa en raices, de 60 kDa en el tallo y de 64 kDa en los nédulos (Ling et
al., 1994).

El rango de peso molecular de las proteinas detectadas en nddulo coincide en peso con
algunas de las proteinas previamente reportadas en plantas como la KCBP (proteina de
unién a calmodulina tipo kinesina) que ha sido identificada en Arabidopsis, tabaco o papa,
que tiene un peso aproximado de 140 kDa y que es unica a las plantas. Esta proteina
interacciona con los microtdbulos y participa en procesos como el tréfico de vesiculas y de
organelos, en la fusidon nuclear, en la formacion del huso mitético y en el movimiento de los
cromosomas durante la division celular (Vos et al, 2000). En Arabidopsis thaliana se ha
encontrado otra proteina de menor tamafio que interacciona con calmodulina, la CIP de 111
kDa (ATPasa) y que también esta incluida en la division celular y en la fusién de vesiculas
(Buaboocha et al, 2001).

Vidali et al. (1999) y Yokota et al. (2000) reportan una proteina de 135 kDa (P-135-ABP)
que ¢s encontrada en los tubos polinicos de Lilium longiflorum con dominios de ligamiento
a actina F; esta proteina es regulada negativamente por Ca®*-calmodulina y aparentemente
interviene en el proceso de empaquetamiento y orientacion de filamentos de actina durante
el crecimiento del tubo. Su secuencia de aminoacidos es homologa con la secuencia de
proteinas de la familia vilina-gelsolina de células animales.

En la planta de tabaco existe otra proteina que es regulada por calmodulina y que forma
parte de un canal en la membrana plasmatica de tabaco designada como NtCBP4 de
alrededor de 81 kDa con un dominio de unién a nucledtidos ciclicos (Arazi et al, 2000).
En mas reportes recientes mencionan a la a NAD-cinasa (nicontinamida adenina
dinucleotido cinasa) de Lycopersicum pimpinellifolium de aproximadamente 65 kDa, cuya
funcién es fosforilar el NAD" para convertirlo en NADP™, el cual es importante en varias
vias metabdlicas (Delumeau et al., 2000), y otras proteina cinasas como CCaMK y MCKI
que son muy semejantes con otras cinasas de células animales (Sneden and From, 1998);
también se ha reportado otra proteina de 50 kDa que es homodloga al factor de elongacién
EF-1a y que interactiia con microtibulos in vifro (Lu et al., 1995). Hsieh et al. (2000)
publican el aislamiento de un cDNA que codifica para una apirasa nuclear (NTPasa) de 47
kDa en las plimulas de plantulas de chicharos, que puede intervenir en el mecanismo de
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regulacién de la expresiéon por la luz, pues no se expresa en hojas y en tallos que han
recibido iluminacién.

Ademss de las anteriores, también podemos citar a las proteinas conocidas como Ca®'-
ATPasas (BCA1l y ACA2) que intervienen en el mantenimiento de la homeostasis de
concentraciones de Ca®* en la célula y que en las plantas también son reguladas por
calmodulina (Malmstrom et al., 1997; Hatper et al., 1998).

Por 1ltimo, distintos reportes incluyen una amplia variedad de proteinas de diverso
tamafio molecular detectadas por su afinidad a calmodulina en diferentes tejidos vegetales,
pero que ain no se han aislado o no se les ha encontrado alguna homologia con las ya
conocidas. Dentro de esta lista se incluyen proteinas de 115, 78, 70, 56, 52, 48, 44, 43, 28,
27y 18 kDa

Durante el transcurso de la escritura de ésta tesis, en el congreso de la American Society
of Plant Biologist (ASPB) celebrado en el mes de Agosto del 2002, se present6 ¢l poster
“Identification and expression analyses of bean (Phaseolus vulgaris) calmodulin-binding
protein genes associated with plant defense responses™ en el cual se reportan las proteinas
de la hoja de Phaseolus vulgaris que unen calmodulina. Estas proteinas se obtuvieron a
partir de un banco de expresion con mensajeros aislados durante la interaccién con una
bacteria patogena. Algunas de éstas, probablemente estdn asociadas a la respuesta de
defensa de la planta. En ese trabajo, se menciona que se identificaron un total de 29
proteinas con unidén calmodulina. La secuencia de los cDNAs reveld que pertenecen a 11
genes diferentes, y ocho de ellos son homélogos a otras proteinas de unién a calmodulina
va reportadas en otros sistemas. Aunque no refieten exactamente cuales, suponemos que
son algunas de las que mencionamos en la presente discusion. Los genes restantes
codifican para proteinas no descritas en la literatwra. Los cDNAs se expresan
diferencialmente en distintos tejidos de la planta, de manera semejante a nuestros
resultados. Dentro de las proteinas mencionadas en el poster se encuentran 3 isoformas de
canales dependientes de nucledtidos ciclicos (PvCNGC-A, -B y -C), un factor de
transcripeion tipo “dedos de Zine” (PvZFL) y una proteina regulada por auxinas
(PvSAURI). El acido salicilico, el 4cido jasmoénico, el H,O, v un elicitor (incitador), que
- son inductores de la respuesta de defensa vegetal, afectaron la expresion de la mayoria de
las proteinas de unién a calmodulina de frijol que se expresan o se reprimen en la presencia
de un patdgeno (Reddy et al., 2002).

A partir de éstos datos podemos apreciar que las proteinas vegetales reguladas por
calmodulina divergen en cuanto a tamafio y en cuanto a su presencia o ausencia en ciertos
tejidos o células, incluso entre especies diferentes. A través de su aislamiento y
purificacion, del anélisis de sus aminoacidos y de la secuencia de sus genes nos hemos
dado cuenta del diferente origen que existe entre ellas y por lo mismo, de las funciones
celulares tan distintas en donde participan. Por lo tanto, hemos aprendido que no podemos
agruparlas mediante el simple ejercicio de alinear sus secuencias y relacionarlas con una
misma ruta de transduccién de sefiales. De tal suerte que calmodulina funciona como una.
sola llave, que puede abrir multiples combinaciones de cerraduras que abren paso a la
modulacién de rutas metabdlicas o eventos celulares tan diferentes entre si. Como ejemplos
de ello, tenemos proteinas que funcionan regulando el transporte de iones, interaccionando
con distintos elementos del citoesqueleto, regulando la expresiéon genética como factores de
transcripcién o a través de cascadas de fosforilacién; o como enzimas en eventos
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metabolicos propios del desarrollo vegetal. Por ello pueden dar respuesta a toda una serie
de estimulos ambientales mediados por Ca’* en segundos o en dias. De este modo las
- proteinas reguladas por calmodulina, intervienen en procesos tan distintos como el
desarrollo del cloroplasto, la regulacién de genes mediada por la luz; en la accibén de las
hormonas vegetales o en el proceso de divisidn y diferenciacion celular; en vias de
secrecion, en ¢l trafico de vesiculas, en la sintesis de flavonoides, en la respuesta de defensa
a patégenos, en el gravitropismo, la germinacién, etc. Muchas de éstas proteinas sélo se
encuentran eén las plantas, y a pesar de que varias de ellas comparten caracteristicas
estructurales y funcionales con proteinas de células animales, en éstos tipos celulares no
parecen ser teguladas por calmodulina. Por lo tanto en las plantas podrian realtzar
funciones distintas.

En base a lo anterior, proponemos aislar las proteinas con afinidad a CaM que se
detectaron en este trabajo, para caracterizarlas y determinar su funcién en los tejidos de
frijol, particularmente del nédule. Sin olvidar que aun faltaria detectar las proteinas que se
encuentran en la fraccién de membrana. Con el analisis de ambas fracciones seguramente
encontraremos proteinas muy interesantes que intervienen en la simbiosis.
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CAPITULO 12

FOSFORILACION in vitro DE CALMODULINA DE Phaseolus vulgaris

La secuencia de aminoacidos deducida a partir de la secuencia nucleotidica del cDNA
de pvCaM-2 de frijol, nos muestra una sustitucién de Asp/Tyr en la posicion 118. La
presencia de una titosina en esta posicidn no habia sido descrita previamente para
calmodulina en ningiin tipo celular. Si se habia reportado para la proteina A-p21, la cual es
modulada por calcio y tiene alta identidad con calmodulina, en donde existe una sustitucién
Asp/Tyr pero en la posicion equivalente al aminoéacido 80 de la hélice central de CaM.

En las calmodulinas de vertebrados normalmente hay dos Tyr presentes en los dominios
de unidn a calcio (III y IV), pero en todas las calmodulinas vegetales reportadas inicamente
esta presente la del dominio IV en la misma posicién que en la de vertebrados, algas y
protozoarios {Vanaman, 1980; Roberts and Harmon, 1992; Snedden and Fromm, 1998).
Asi que hemos encontrado una nueva calmodulina vegetal que presenta una tirosina extia, y
serd interesante saber la importancia funcional que le confiere la segunda Tyr a las
calmodulinas vegetales, particularmente a la de fiijol, y qué repercusiones estructurales
tendria en la posicion 118 para todos los organismos.

Por otro lado, en los vertebrados, los residuos Thr79 y Seir81 de la hélice central y uno en
el dominio 11l de lgamiento a Ca** (Tyr99), pueden ser fosforilados en calmodulina; en la
calmodulina de invertebrados no existe la Ty199. En unos casos el efecto de la fosforilacion
es disminuir la afinidad de CaM-P (fosfo-CaM) por el sitio de unién de las proteinas
blanco. En ottos, como en la fosforilacion de la Tyr99 se genera una forma de CaM que
hace mas activa a la enzima fosfodiesterasa (PDE).

La CaM fosforilada (fosfo-CaM) se ha aislado de varios tejidos vegetales y en ensayos in
vitro funciona como un sustrato del receptor tipo tirosina cinasa de la insulina y de otras
serina/treonina cinasas. Sin embaigo, poco se sabe del efecto de la fosforilacion sobre la
esttuctura de las proteina, aunque es probable que le induzca un cambio conformacional
que aumente su contenido de a -hélice (Crivici and Tkura, 1995).

Para comptobar la existencia de fosforilacion en las calmodulinas de fijjol, realizamos
ensayos de fosforilacion irn vitro de extractos crudos de nédulo y de calmodulina de fiijol
obtenida a través de expresion ir vitro de las clonas de cDNA. CaM-1, CaM-2 de fiijol, se
purificaron y se ensayaron para fosforilacién in vitro con [**Ply-ATP.

Extraccién de proteinas para el ensayo de fosforilacion

Se obtuvieron extractos crudos de proteina de nédulos de 18 dias de desarrollo después de
la inoculacién con R. etli; se homogenizaron en buffer 50mM de Tris HCl pH 7.4, 10 mM
de pirofosfato de sodio, 50 mM de NaCl, 250 mM de Sacarosa, 10 % de glicerol, 1 mM de
EGTA, 0.2 mM de ortovanadato, 1 mM de PMSF, 1 mM de B-mercaptoetanol, 1 pg/mi de
leupeptina y aprotinina. El homogenado se centrifugé a 14 000 x g durante 20 min. E]
sobrenadante fue congelado 2 —80 °C.
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Ensayo de fosforilacion in vitro.

Se incubaron 20 1g de la fraccion soluble a 30 °C con buffer 20 mM de HEPES pH 7, 10
mM de MgCh, 0.1 mM de Ortovanadato, 50 (M de ATP mas 2)Ci/nmol de [**P]y-ATP
(Amersham) Después de 15 min, la reacciéon fue detenida con buffer de Laemmli,
(Laemmli, 1970) y se incubd por 5 min a 85 °C. Posteriormente, las muestras fueron
cargadas en un gel de electroforesis SDS-PAGE al 15 % (40 mAmp). Después de la
separacion, los geles fueron secados y expuestos a una pelicula para autoradiografia (Islas-
Flores et al , 1998) Fig 12.1

Fosforilacion in vitro de calmodulina de P. vuigaris
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100 — B
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37 —
25
15 — o
Tincion con azul Autoradiografia Autoradiografia

de Coomassie.

Fig.12.1 Ensayo de fosforilacién in vitre de CaM-1 y CaM-2 de frijol con (+FS) o sin (-FS) 1a fraccién
soluble de extractos crudos de proteina de nddulo. A) Separacion de las proteinas por electroforésis tefiidas
con azul de Coomassie; B) Autoradiografia del gel anterior en donde se aprecia el cambio en la densidad de Ia
impresién cawsada por la radiactividad del fosfato unido a calmodulina; C) Autoradiografia de un
experimento similar al presentado en B, pero a diferencia de éste, en presencia o en ausencia de CaM-I. Las
cabezas de flecha indican ¢l peso molecular correspondiente calmodulina.

Discusién,
La sustitucion Tyr/Asp en la posicion 118 de la secuencia de CaM-2 de fijol,

posiblemente representa la creacién de un sitio de fosforilacion en el aminoacido Tyr, que
puede ser parte de una regulacion de la estructura de la proteina. Esto nos llevé a realizar
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ensayos de fosforilacién in vitro con las calmodulinas CaM-1 y CaM-2 de fiijol que habian
sido previamente expresadas en E. coli (Fig. 3B, cap. 9).

La modificacién de calmodulina por fosforilacion ha sido reportada en diferentes tejidos
animales y es realizada por la caseina cinasa II (CaMKII). Esta cinasa fosforila calmodulina
en los aminoacidos Ser81 y Tht79 de la hélice central de la proteina (Fig. 2.3) Estas
fosforilaciones teducen la afinidad entre calmodulina y sus proteinas bianco, y el estado
fosforilado posiblemente podifa modular la capacidad de CaM para reconocer a unas u
otras proteinas de manera especifica dentro de una misma célula. También se ha reportado
la fosforilacion de CaM en el residuo de Tyr99, la cual genera una forma de calmodulina
mas activa y con mayor afinidad por la fosfodiesterasa de nucleétidos ciclicos (James P et
al, 1995; Crivici and Tkura, 1995). En la Fig. 12.1, se muestran datos preliminares que
prueban la fosforilacion de calmodulina de fijjol. En unos ensayos, a la fraccién soluble
del extracto de nddulo se adicion6 CaM-1 y CaM-2 (Fig. 12.1B); como control, en otro
experimento similar se adicioné CaM-2 solamente en uno de los ensayos (Fig. 12.1C). En
éste Ultimo experimento, el ensayo en ausencia de CaM-2 no manifestd la presencia de
radiactividad en la autoradiografia. Estos resultados sugieren la presencia de alguna
proteina cinasa de CaM en la fiaccién soluble de extractos proteicos de nédulo. Sin
embargo, en los films no se forma una banda de fosforilacién definida, lo cual podria tener
varias causas que podrian estar relacionadas: a) una ineficiente fosforilacion de
calmodulina, es decir, que pocas moléculas incorporaron el fosfato, probablemente debido a
que la cantidad de ATP fiio usada en el ensayo haya sido alta en la reaccion; b) a que la
CaM incorpore 1 solo fosfato en su molécula y por lo tanto su emisién sea muy baja para
revelarse en el film como una banda definida o ¢) a que las formas de CaM nativas en la
fraccion soluble poseen un peso molecular mas bajo que la CaM recombinante adicionada a
en el ensayo; por lo tanto, es posible que la radiactividad producida por calmodulinas de
tamafio molecular ligeramente diferente, se vea como una emision difusa en el film. La
CaM recombinante (Fig. 3B, cap. 9) presenta una cola de varias histidinas (His) unidas a su
extremo amino terminal, la cual permite su purificacion en una columna de afinidad a
histidina. De cualquier manera, ademéis de mejorar las condiciones del ensayo, la
imunoprecipitacién con anti-CaM y la exposicion al film de la proteina inmunoprecipitada,
revelaria definitivamente si CaM es fosforilada en los nédulos de P. vulgaris.

Debido a que la fraccién soluble (FS) de los extractos contienen todas las formas de
calmodulina, se adicioné una isoforma diferente en cada extracto para poderlas distinguir.
Como ambas formas de calmodulina (CaM-1 y CaM-2) aparentemente se fosforilaron, no
podemos discernir a partir de este ensayo qué aminoacidos se estdn modificando en cada
una, y si en CaM-2 efectivamente existe alguna fosforilacion en la posicién Tyr118. Para
saber esto se necesitan aislar los fosfoaminoacidos de cada proteina. Finalmente, también
se necesitan estudios para determinar si existen cambios estructurales en calmodulina que
puedan ser conferidos por la modificacién covalente con el grupo fosfato como ha sido
previamente reportado (Quadroni et al, 1998). La importancia de estos estudios radica en
que son los primeros indicios en la literatura acerca de la fosforilacién de calmodulina
vegetal, y por lo tanto seria muy interesante continuar en esta direccion.
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CAPITULO 13

DISCUSION GENERAL.
Inmunodeteccion de calmodulina en la vaiz y el nédulo de frijol

Se realizé la inmunodeteccién de calmodulina en tallos, en raiz y en ndédulo de frijol con
anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos detectaron la proteina en mayor nivel en los
nddulos de 15 a 25 dias de desarrollo, siendo menor su abundancia en los nédulos del dia
12, en el tallo y en la raiz (Fig. 3A, cap. 9). La concentracién de proteina aumento
notablemente a partir del dia 12 en los nédulos maduros, una acumulacién que podtia estar
més relacionada al metabolismo de asimilacion de nitrégeno que a la organogénesis o al
desarrollo del nddulo en las etapas maduias. Ademds, este aumento en la cantidad de
proteina tiene un correspondiente aumento en el nivel de la expresién de los mensajeros,
particularmente de cam-1.

En la literatura nos encontramos varias menciones acerca de la posible participacion de
proteinas reguladas por calmodulina en el metabolismo y almacenamiento del nitrégeno en
plantas. En particular, de la actividad de la enzima descarboxilasa del acido glutdmico
(GAD), que cataliza la reaccion de conversion del glutamato para producir GABA (acido
amino butirico) (Chen et al., 1994).

En las células animales, este metabolito funciona como un neurotransmisor inhibitorio
que regula la conductancia de canales idnicos, y aunque en las plantas no se conoce muy
bien su funcidén, también podria ser un regulador de canales ionicos en células vegetales.
Sin embargo, a pesar de que las GAD animales y vegetales son muy idénticas en su
secuencia, solamente las GAD de plantas son reguladas por calmodulina.

Se ha sugerido que la reaccion de sintesis de GABA en plantas es un mecanismo para
estabilizar el pH citosélico durante los tipos de estrés que acidifican el pH del citosol. Las
evidencias de que GABA se acumula ripidamente en respuesta a la anaerobiosis, el
estimulo mecanico, la oscuridad, el fiio, el calor y la falta de agua, apoyan esta hipotesis.
Sumados a estas evidencias, se encuentran los reportes de que la actividad de GAD
aumenta cuando se disminuye el pH del citosol. Pero la disminucion en el pH del citosol no
es la Unica manera en que se estimula la produccién de GABA, por lo que se piensa que
existen otros mecanismos que regulan la actividad de esta enzima.

Existen evidencias de que los diferentes tipos de estrés que aumentan el calcio citosdlico,
también aumentan la actividad de GAD vy por lo mismo se ha sugerido que participa en
regular vias de transduccidn de sefiales mediadas por calcio. La GAD se ha reportado en
todos los tejidos de la planta en diferentes especies vegetales, asi como también en el
nddulo de las leguminosas. En éste 61gano se ha sugerido que el GABA puede tener alguna
relacion con la asimilacién y el almacenameinto del nitrégeno, ya que en varias
leguminosas su masa molecular puede representar hasta el 6 % del peso seco de los nddulos
(Larher et al., 1983).

Por otra parte, siendo el glutamato ¢l sustrato de la GAD y ademas el amino4cido en la
primera reaccién de asimilacion del amonio derivado del bacteroide en los nodulos, esta
enzima podria tener alguna participacion en la regulacion de la disponibilidad de glutamato
para la asimilacidén del nitrégeno en las células infectadas del nédulo. En relacion a esta
funcién, se ha sugerido que el glutamato podiia producirse en Ia reacciéon de transaminacién
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del 2-oxoglutarato por GABA que produce semialdehido succinico y glutamato, bajo
ciertas condiciones fisiolégicas (Dixon and Fowden, 1961). GABA también podria ser
transaminado con piruvato para producir semialdehido succinico y alanina (Streeter and
Thompson, 1972b). Esta via alterna de produckt succinato directamente a partir de 2-
oxoglutarato, podria contribuir a regular el flujo de carbono en el ciclo de Krebs (Dixon y
Fowden, 1961) y en el nédulo, podria aportar succinato para su oxidacion en la respiracion
celular de la mitocondria en células del nédulo y de los bacteroides. Otro dato que relaciona
la actividad de GAD con la asimilacién del nitt6genc en plantas es que GABA es un
intermediario obligado durante el proceso de asimilacién del nitrégeno en una linea celular
de tabaco alimentada con putrescina como tinica fuente nitrogenada (Balint et al., 1987).

Una via diferente en la que proteinas reguladas por calcio-calmodulina podiian
relacionarse con la fijacién y asimilacién del nitrégeno es el mecanismo de transduccion de
sefiales que conduce a la fosforilacién de la PEP carboxilasa. La fosforilacién regula la
sensibilidad de esta enzima al malato, ya que logra atenuar la inhibicidén alostérica que este
metabolito tiene sobre la actividad de la enzima. Esta modificacién le permite continuar con
la fijacion de carbono cuando las concentraciones de malato son altas en el citosol de las
células del meséfilo en la hoja. Sin embargo, este tipo de regulacién también podria estar
presente en todos los tejidos vegetales incluyendo a las PEPcarboxilasas no fotosintéticas,
va que todas las secuencias de PEP carboxilasas que se han reportado presentan un dominio
de fosforilacién en su extremo aminoterminal (Vidal and Chollet, 1997).

La modificacion de la PEP carboxilasa con el grupo fosfato lo lleva a cabo la enzima PEP
carboxilasa cinasa, una proteina cinasa de Ser/Thr, cuya accién por si misma es
independiente de calcio. Pero existen evidencias de que esta enzima es regulada por una
cascada de transduccién de sefiales dependiente de calcio que opera en todos los tejidos y
células vegetales investigadas a la fecha, y que integran varias sefiales que conducen
incluso a la fosforilacion reversible de las PEP carboxilasas no fotosintéticas. Estas
evidencias provienen de experimentos en donde se ha involucrado la participacion de
calcio. El uso de IP; (inositol trifosfato), el uso de bloqueadores de canales de calcio en
tonoplasto, el aumento en los niveles de calcio citosdlico, y aumentos en el pH del citosol,
estan relacionados con cambios en la actividad de esta enzima y de otras proteinas cinasas
dependientes de calcio. Este conocimiento también provino de los resultados obtenidos en
cultivos de protoplastos tratados experimentalmente con W-7 (una sustancia inhibidora de
la accidn de proteinas cinasas dependientes de calcio-calmodulina), con calcimina
(ionéforo A23187) y con EGTA, los cuales inhibieron la actividad de la PEP carboxilasa
cinasa (Vidal and Chollet, 1997). De acuerdo a la informacién anterior es posible que
alguna o algunas proteinas cinasas dependientes de calmodulina participen en la cascada de
fosforilacién relacionada con la regulacion de la actividad de PEP carboxilasa en el nédulo.
En la autoradiografia (capitulo 13) de los experimentos de fosforilacion in vitre de
proteinas de nédulo de fijjol, se puede observar que alguna de las proteinas de alto peso
molecular que se fosforilan intensamente podria corresponder a PEP carboxilasa (110 kDa),
reflejando la existencia de proteina cinasas correspondientes a esta via de sefializacion.
Experimentos dirigidos a detectar y aislar las proteina cinasas dependientes de calmodulina
pedrian establecer la pasticipaciéon de calmodulina en la regulacion del metabolismo de
carbono en los nddulos.
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Expresion de los genes de calmodulina en los diferentes tejidos de frijol y durante el
desarrollo del nédulo 2 los 11 dias después de la inoculacién con Rhizobium.

Se obtuvieron sondas de DNA especificas para seguir el nivel de expresion de cada uno
de los genes de calmodulina en diferentes tejidos de frijol y durante un curso temporal del
desarrollo del nédulo. Los resultados de este anilisis nos revelaron que los genes de
calmodulina se expresan diferencialmente dependiendo del tipo y la edad del tejido. cam-1
se expreso en raices jovenes, en el 4pice de la raiz y en los cotiledones pero no se detect6 en
los tallos y en las hojas maduras. El patrén de expresion de cam-2 y cam-3 fue el mismo en
todos los tejidos, sin embargo la expresion de cam-2 fue la mas abundante. El mayor nivel
de expresion de estos genes fue en el dpice de la raiz, excepto en los tallos maduros.

En general la expresion de estos genes fue detectada en los tejidos jovenes y en los
meristemos, lo cual concuerda con el patién de expresion que ha sido reportado
previamente para otros genes de calmodulina (Allan and Trewavas, 1985; Dauwalder et al.,
1986; Ling and Assman, 1992; Yang et al., 1998). La expresion en el apice de la raiz puede
ser debida a la importancia de éste como un 6rgano de percepcién que participa
activamente en el gravitropismo (Lu and Feldman 1997). Asi mismo, en las zonas
meristeméaticas se ha asociado fiecuentemente a la calmodulina con el proceso de divisidn
mitética (Zielinski, 1998).

A partir del dia 11 de desarrollo del nddulo, los mensajeros de cam-2 y cam-3 son
abundantes y disminuyen progresivamente, mientras que los de cam-I aumentan hacia los
15 y 18 dias después de la inoculacién con la bacteria. E]l aumento en la expiesion de cam-/
por estos dias coincide con el tiempo de mayor actividad de la enzima nitrogenasa, del
metabolismo del carbono y de la asimilacion y transporte del nitrogeno entre el nddulo y la
planta Lo cual sugiere que cam-I puede estar involuctado en regular alguna funcion
metabdlica durante este periodo. Esta idea es sustentada por la evidencia de que la actividad
de la enzima GAD (descarboxilasa del 4cido glutamico) es activada por calmodulina y
produce la acumulacion de GABA (4cido y-aminobutirico) en los nédulos, mterviniendo en
el metabolismo nitrogenado (Ling et al,, 1994; Satyanarayan and Nair, 1990). Al respecto .
serfa interesante profundizar en caracterizar esta enzima pata establecer como podria
intervenit en ¢l metabolismo del nédulo.

Expresion de los genes de calmodulina en respuesta al factor Nod.

De manera interesante, los niveles de expresion del gen de calmodulina cam-/ son
reducidos por la presencia del factor de nodulacién de R. etli. Uno de los efectos tempranos
de los LCOs es causar que el balance auxina/citocinina disminuya inhibiendo la capacidad
del transporte polar de las auxinas, y por tanto, es posible que la disminucién de la
expresion de éste gen de calmodulina esté asociada a la reduccion del nivel de auxinas en
las zonas de la 1aiz de P vulgaris sensibles al factor de nodulacion Estos resultados nos
llevaron a establecer la siguiente hipotesis respecto a su funcién:

La expresion de los genes de CaM puede ser mantenida por los niveles normales del flujo
de auxinas presentes en la raiz, y esta expresién puede suprimirse debido a la inhibicién
del transporte polar de las auxinas provocada por el factor de nodulacién Al restablecerse
el balance auxina/citocinina que permite la divisién celular durante la formaciéon del
primordio nodular, la expresién de CaM aumenta de nuevo para tomar participacién activa
en la formacién y funcionamiento del nédulo.
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En esta zona de la raiz, CaM podria estar participando normalmente en los procesos de
diferenciacién de células para formar los haces vasculares, pero por la presencia de los
factores de nodulacidn, este programa celular cambia de tal manera que es necesaria
suprimir su participacion para evitar la deposicidon de pared celular secundaria (Kobayashi
and Fukuda 1994), en células que normalmente formarian haces vasculares, y dedicar un
nuevo programa para la diferenciacion de estas células hacia la formacién del primordio
nodular (Yang et al., 1994; Foucher and Kondorosi 2000). Al respecto es muy conocida la
asociacion de CaM con la division celular (Chafouleas 1984; Rasmussen and Means 1989;
Durso and Cyr, 1994; Reddy et al., 1996; Vos et al,, 2000). Posteriormente, la expresion de
este gen vuelve a aumentar en las estructuras tipo nédulo que poseen una alta division
meristematica y por tanto deducimos que podtia intervenir en la formacidon de los nuevos
haces vasculares del nddulo en desarrollo (Taté et al, 1994; Cardenas et al., 1995).

Finalmente y como una conclusién general, la informacién vertida sobre las proteinas que son
estimuladas por calmodulina de frijol con los patégenos, y el avance en la identificacion de el 6
los receptores del factor de nodulacién, nos permite dimensionar la importancia que tendria el
conocer las proteinas que son reguladas por calmodulina durante el establecimiento de la
simbiosis y, durante la formacién y funcionamiento del nédulo. La identificacién de estas
proteinas, la integracién de las vias de transduccion de sefiales en donde participan, el
conocimiento de sus genes y la regulacion de su expresion, son el sustento de una linea de
investigacion basada en la funcidn de las sefiales de calcio en numerosos aspectos de la biologia
vegetal. En nuestro caso, eventualmente permitiria tener un mapa de los puntos potenciales de
regulacion para suprimir o activar muy especificamente el desarrollo y el funcionamiento del
nodulo. El trabajo avanzado apenas sienta las bases para una investigacion fututa y los
resultados mas importantes obtenidos hasta ahora se enumeran en las conclusiones.

Referencias.

Allan E and Trewavas A. 1985 Quantitative changes in calmodulin and NAD kinase during early cell
development in the root apex of Pisum sativum L. Planta, 165:493-501.
Balint R et al 1987. N-Caffeoyl-4-amino-n-butyric acid, a new flower-specific metabolite in cultured tobacco
cells and tobacco plants. J. Biol. Chem 262:11026-11031
Cérdenas et al. 1995, Isolation, chemical structures and biological activity of the lipo-chitin oligosaccharide
nodulation signals from Rhizobium etli. Plant Mol. Biol. 29:453-464.
Chafouleas JG. et al.1984. Changes in calmodulin and its mRNA accompany reentry of quiescent (G0) cells
into the cell cycle. Cell, 36: 73-81.
Chen Y et al, 1994, The 58 kDa calmodulin-binding giutamate decarboxylase is a ubiquitous protein in
Petunia organs and its expression is developmentally regulated. Plant Physiol. 106:1381-1387.
Dauwalder M et al. 1986. Distribution of calmodulin pea seedlings: immunocytochemical localization in
plumules and root apices. Planta, 168:461-470.
Dixon ROD and Fowden L. 1961. y-Aminobutyric acid metabolism in plants. 2. Metabolism in higher
plants. Ann. Bot. 25:513-530.
Durso NA and Cyr RJ. 1994. A calmodulin-sensitive interaction between microtubules and a higher plant
homolog of elongation factor 1a. Plant Cell, 6:893-905.
Foucher F and Kondorosi E. 2000. Celi cycle regulation in the course of nodule organogenesis in Medicago.
Plant Molecular Biology, 42:773-786.
Kobayashi H and Fukuda H 1994. Involvement of calmodulin and calmodulin-binding proteins in the
differentiation of tracheary elements in Zinnia cells. Planta, 194:388-394.
Larher F et al 1983. Bound 4-Aminobutyric acid in root nodules of Medicage sativa and other nitrogen
fixing plants. Plant Sci. Lett. 29:315-326

93



Ling et al,, 1994. Analysis of a soluble calmodulin-binding protein from fava bean roots: identification of
glutamate decarboxylase as a calmodulin-stimulated enzyme, Plant Cell, 108:1197-1202.

Lu YT and Feldman LJ. 1997 Light-regulated root gravitropism: A role for, and characterization of, a
calcium/calmodulin-dependent protein kinase homolog Planta, 203:191-197.

Rasmussen CD and Means AR.1989 Calmodulin is required for cell-cycle progression during G1 and
mitosis. The EMBO Journal, 8:73.

Reddy ASN et al. 1996, A plant kinesin heavy chain-like protein is a calmodulin-binding protein. The Plant
Journal, 10(1):9-21.

Satya Narayan, V and Nair PM. 1990 Metabolism, enzymology, and possible roles of 4-aminobutyric acid in
root nodules of Medicago sativa and other nitrogen-fixing plants, Plant Sci. Lett. 29:315-326.

Streeter JG and Thompson JF. 1972b. In vivo and in vitro studies on-Aminobutyric acid metabolism with the
1adish plant (Raphanus sativus L.). Plant Physiology, 49:579-584.

Taté R et al. 1994. Development of Phaseolus vulgaris root nodules. Molecular Plant Microbe Interactions.
7(5).582-589.

Vidali L et al 1999. The 135-Kilodalton actin-bundling protein from Lilium longifiorum pollen is the plant
homologue to villin. Plant Physiology, 209:283-291.

Vidal J and Choltet R. 1997. Regulatory phosphorylation of C4 PEP carboxylase. Trends in Plant Science,
2(5):230-237.

Vos JW et al. 2000. The kinesin-like calmodulin binding protein is differentially involved in cell division.
The Plant Cell, 12:979-990.

Yang WC et al. 1994, Rhizobium Nod factors reactivate the cell cycle during infection and nodule
primordium formation, but the cycle is only completed in primordium formation. Plant Cell, 6:1415-
1426

Yang 1 et al. 1998 Developmentaily regulated organ-, tissue,- and cell-specific expression of calmodulin
genes in common wheat Plant Mol. Biol. 37:109-120.

94



CONCLUSIONES.

I.- Existen diferentes secuencias genémicas de calmodulina en Phaseolus vulgaris y el andlisis
de estas secuencias predice la produccion de diferentes isoformas de la proteina.

2.- La expresion de los genes de CaM es regulada diferencialmente en los diferentes érganos de

fiijol y particularmente en el nddulo los niveles de expresidn de calmodulina cambian dusante
el desarrollo.

3.- La presencia de los intrones en los genes de CaM puede ser un factor de regulacion de la
accidn de calmodulina a nivel de transcripcidn, lo mismo que los sitios de poliadenilacidn en su
region 3’ no traducida.

4.- Las auxinas regulan positivamente la expresion del gen cam-1 en las raices de Phaseolus
vulgaris. '

5.- Extractos crudos de factor Nod de Rhizobium etli disminuyen Ia expresion de cam-1 en la
raiz y este efecto es revertido por la adicién de acido indolacético (AlA).

6.- El inhibidor del transporte polar de auxinas, acido triyodobenzoico (TIBA) también reduce
la expresion de cam-1. Un efecto revertido por acido indolacético (AIA).

7.-El transporte polar de las auxinas en la 1aiz es necesario para mantener la expresion normal
de este gen.

8 - Existen aumentos significativos en el nivel de expresion del mensajero de cam-1 y la

concentracion de CaM, que coinciden con en el periodo de fijacion y asimilacion del nitrégeno
en el nédulo

9.- La accion de CaM-1 y CaM-2 podria ser regulada postraduccionalmente en el nddulo de
frijol por modificacion covalente con un grupo fosfato.

10.- La regulacién diferencial de la expresién de los genes de calmodulina, la existencia de
isoformas distintas y el diverso origen de las proteinas blanco de calmodulina en diferentes
tejidos de fiijol significan que calmodulina podria intervenir de manera muy importante en
regular distintos procesos celulares y metabdlicos en la simbiosis.
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PERSPECTIVAS

1.- Caracterizar las secuencias gendmicas que producen las isoformas de calmodulina y
analizar sus regiones promotoras para conocer qué elementos intervienen en la regulacion
de sus genes, y entender ¢c6mo se controla su expresion.

2.- Aislamiento e identificacién de las proteinas que interactiian especificamente con las
diferentes isoformas de CaM de fiijol, particularmene durante el establecimiento de la
simbiosis, y durante el desarrollo y el funcionamiento del nédulo.

3.- Determinar ¢cémo calmodulina regula a sus proteinas blanco y conocer qué funcidén
tienen éstas proteinas en la regulacién de los procesos celulares.

4.- Aislar los genes que codifican para las proteinas de unién a CaM en el proceso
simbi6tico de nddulos determinados e indeterminados.

5.- Comprobar estructuralmente los cambios conformacionales asi como funcionales
conferidos por la sustitucion Tyt/Asp en la posicion 118 de la isoforma pvCaM-2.

6.- Conocer como la modificacién postraduccional de calmodulina por fosforilacion
puede afectar in vivo su funcionamiento

7 - Construccion de plantas transgénicas o realizar experimentos de expresion transitoria,
principalmente para estudiar los efectos del cambio en la expresion de cam-/ en los inicios
del primordio nodular

8- Realizar hibridacion in sity e inmunolocalizacion para localizar a nivel celular la
expresién especifica de los genes de calmodulina en r1aiz y en el desarrollo del nédulo bajo
los efectos del factor de nodulacion, de los flavonoides y de los inhibidores del transporte
polar.
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ABREVIATURAS UTILIZADAS

AIA = Acido Indolacético.

ATP = Adenin Trifosfato

BCIP = Bromo cloro indolil fosfato.

CaCl; = Cloruro de calcio.

cDNA = DNA complementario.

EGTA = Acido Etilenguanidino tetraacético
EDTA = Acido Etilendiamino tetraacético
LCO = Oligosacarido de lipoquitina.

M = Concentracion molar.

mM = Concentracién en milimolas.

MW = Marcador de peso molecular.

NaCl, = Cloruro de sodio.

NaH,;PO, = Fosfato 4cido de sodio.

NBT = Nitro azul de tetrazolio.

pb = Pares de bases nucleotidicas.

Kb = Mil pates de bases.

kDa = Mil Daltones

PAGE = Electroforesis en geles de poliacrilamida.
PCR = Reaccién en cadena de la polimerasa.
PMSF = Fenil metil sulfonilfluoruro.

PVDF = Difloruro de Polivinilideno.

SDS = Dodecilsulfato de sodio.

SSC = Citrato de sodio.

TIBA = Acido triyodobenzoico.

Tris = Tris hidroximetil aminometano.
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