DOMINIO DE ANCLAJE DE PROTEINASA LA PARED CELULAR
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Introduccién. Una caracteristica comin de las proteinas
estructurales de la pared celular vegetal es la presencia de
residuos de tirosina, a menudo presentes en regiones muy
conservadas con secuencia tir-lis-tir. Los residuos de tirosina
podrian interaccionar con otros componentes de la pared
mediante el establecimiento de enlaces difenilo, provocando
con ello su insolubilizacion. En plantas sujetas al ataque por
patégenos se han identificado en la pared celular productos
derivados de la interaccion de 2, 3 y 4 residuos de tirosinas
(isoditirosina, pulcherocina y diisoditirosina,
respectivamente). Se sugiere que el entrecruzamiento de
componentes estructurales de la pared celular vegeta
podrian estar involucrados en procesos morfoldgicos tales
como €l crecimiento de la pared y el desarrollo de tejidos,
ademés de participar como mecanismos de defensa de la
plantafrente a situaciones de estrés (1).

Metodologia Para determinar el papel de residuos de
tirosinas y cisteinas en el dominio de anclgje a la pared, se
obtuvieron mediante mutagénesis dirigida construcciones de
ésta region, en las que los aminoécidos descritos fueron
sustituidos por fenilalanina y alanina respectivamente. Las
secuencias obtenidas fueron amplificadas por PCR,
utilizando como molde la secuencia de DNA que codifica
para la proteina TLRP (Tyrosin Lysin Rich Protein) y que
presenta en su extremo c-terminal e dominio de anclae
constituido por 35 restos de aminoacidos (2). Posteriormente
las secuencias amplificadas fueron fusionadas al gen que
codifica para una proteina soluble extracelular denominada
PR1 (Pathogenesis-Related protein) (2). La regulacion de la
expresion de la construccion quimera (PR1-Dominio de
anclgje), controlada bajo e promotor constitutivo 35S
CaMV, fue expresada en plantas de Arabidopsis thaliana,
via Agrobacterium tumefaciens Las plantas transformantes
fueron seleccionadas y analizadas por western y northern
blot.

Resultados y Discusién. Los resultados del andlisis de un
promedio de ocho plantas transgénicas, revelaron que la
alteracién en los residuos de tirosina en cualquiera de las
posiciones analizadas, asi como la modificacion de los

residuos de cisteina en e dominio de anclaje, alterd la
incorporacién de la PR1 a la pared celular. La proteina PR1
soluble de 17 kDa fue detectada en el sobrenadante
mediante el empleo de anticuerpos especificos anti-PR1, en
contraste con la ausencia de esta especie en el sobrenadante
cuando se analizaron las plantas transgénicas en las que €l
dominio de anclgje no fue modificado. Por otro lado, el
andlisis de los niveles de expresion del RNAm revelaron,
como era predecible, unincremento en el peso del RNAmM

en todas las construcciones en relacion con el control que no
fuefusionado a dominio de anclaje (PR1).

Conclusiones. Los resultados indicaron que la
incorporacion de proteinas estructurales ala pared celular, es
un proceso altamente especifico en el que la conformacion
estructural que adopta la proteina, mediante la formacién de
enlaces disulfuro intracadena, desempefia un papel
fundamental en la exposicién de los residuos de tirosina que
participan en € entrecruzamiento con componentes
estructurales de la pared celular. Los resultados de este
trabajo aportan informacion relacionada con las
caracteristicas estructural es que debe poseer el sustrato para
su incorporacion a la pared celular. Sin embargo, no se
dispone de informacion sobre la naturaleza de los
componentes de la pared que podrian estar actuando como
aceptores, ni del mecanismo enzimético involucrado en el
proceso.
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