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Resumen. Los péptidos natriuréticos (PN) son hormonas de ver-
tebrados involucradas en la regulacién de la homeostasis de iones y
agua en la célula. En plantas, también se han identificado péptidos
natriuréticos por métodos bioquimicos y moleculares. Los péptidos
natriuréticos en plantas (PNPs) tienen funciones similares a los PN,
ya que median el transporte de iones a través de la célula, la apertura 'y
cierre de canales de Na*y K* por la estimulacién y sintesis de Guano-
sin monofosfato ciclico (GMPc), y estdn involucrados en la apertura
de los estomas. En este estudio, se identificé mediante PCR un frag-
mento que codifica para un PNPs de ajo (Alium sativum L), al que se
le denominé AsPNPy mostr6 una similitud del 96% con el AtPNP-A
de Arabidopsis thaliana. La secuencia deducida de AsPNP, mostr6 la
presencia de cuatro cisteinas y el motivo K [VI] VD altamente con-
servado en PNDPs. El modelado de AsPNP mostré una estructura
tridimensional similar a AtPNP-A y al dominio I de las expansinas.
Mediante PCR en tiempo real se identificaron dos posibles copias
de este gen en ajo. El andlisis de inmunodeteccién con anticuerpos
dirigidos a receptores de PN de células humanas, sugiere la presencia
de receptores similares en hojas de ajo. Ademds, se encontré que una
fraccién proteica de hojas de ajo purificada por cromatografia de in-
tercambio i6nico fue capaz de estimular la apertura de los estomas en
cuticulas de Opuntia ficus-indica. Todas estas evidencias demuestran
la presencia de péptidos natriuréticos en plantas de ajo.

Palabras clave: Péptido natriurético; Alium sativum L.; Estomas;
Cromatografia de intercambio iénico; Inmunodeteccién.

Abstract. The natriuretic peptides (NP) are vertebrate hormones
involved in the regulation of ion and water homeostasis in the cell.
In plants, natriuretic peptides (PNP) have been identified by mo-
lecular and biochemical methods. It has been suggested that PNPs,
have similar functions to the PN, since they mediate (1) ion transport
through the cell, (2) the opening and closing of Na* and K* channels
through the stimulation and synthesis of a second messenger such as
c¢GMP, and (3) the aperture of stomata. In this study, a PNPs gene
was partially identified by PCR in garlic (A%ium sativum L.), which
was called 4sPNP, and showed a similarity of 96% with the 4#PNP-A
of Arabidopsis thaliana. The deduced amino acid sequence of AsPNP
displayed four cysteine and the highly conserved reason (i.e., K [VI]
VD) in PNPs. The modelling of AsPNP in amino acids showed a
three-dimensional structure similar to AtPNP-A and to the domain
I of expansins. The real-time PCR analysis identified at least two pos-
sible copies of this gene in garlic. The immunodetection with antibod-
ies directed to human NPs receptors suggests the presence of similar
receptors in garlic leaves. It was also found that a protein fraction
purified by ion exchange chromatography from garlic leaves was able
to stimulate stomatal opening in cuticles of Opuntia ficus-indica. These
evidences demonstrate the presence of NP in garlic plants.

Keywords: Natriuretic peptide; A/ium sativum L.; Stomatal; Ion
exchange chromatography; Immunoblotting.
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INTRODUCCION

MATERIALES Y METODOS

Los péptidos natriuréticos (PN) son hormonas y en ver-
tebrados participan en la regulacién de la homeostasis de
sales y agua en la célula, y en el control de la presién arte-
rial (Patel et al., 2005). La primera evidencia de la presencia
de péptidos natriuréticos en plantas (PNPs) surgi6 a través
de radioinmuno ensayos en los cuales anticuerpos dirigidos
contra péptidos natriuréticos tipo A de humanos (PNAh)
dieron reaccién positiva en extractos de plantas de Drace-
na gosdfiana (Vesely y Giordano, 1991; Vesely et al., 1993).
Posteriormente Billington et al. (1997) aislaron y purificaron
un PNPs en Hedera helix. En trabajos posteriores se demos-
tré que la aplicacién del péptido natriurético tipo A de rata
(PNAr) en hojas de Tradescantia albiflora inducia la apertura
de los estomas (Pharmawati et al., 2001). Este mismo efecto
también se observé al utilizar proteinas recombinantes de
PNPs de Xanthomonas axonopodis (Gottig et al., 2008). Lu-
didi et al. (2002), utilizando técnicas de biologia molecular,
identificaron dos genes y los transcritos que codifican para
PNPs en Arabidopsis thaliana.

Estudios bioinformdticos han demostrado que los
PNPs pertenecen a una nueva clase de moléculas, que
comparten cierta similitud estructural con el dominio I de
las expansinas (Kende et al., 2004). Las expansinas estin
implicadas en la modificacién de la pared celular (Sampe-
dro et al., 2006), mientras que los PNPs acttan en varias
respuestas fisioldgicas de las células y tejidos tales como: a)
movimientos radiales del agua fuera del xilema, b) activa-
cién de la ATPasa de protones, ¢) aumento en el volumen
de protoplastos, d) incremento transitorio de GMPc, e)
incremento de flujo idénico de H*, K* y Na*,y f) apertura
de las células guarda de los estomas a concentraciones na-
nomolares (Maryani et al., 2001; Gehring e Irving 2003;
Ruzvidzo et al., 2011).

Los PNPs juegan un papel similar en la célula vegetal
tal como lo hacen los PN en vertebrados. Considerando que
el ajo tiene una amplia gama de aplicaciones medicinales,
entre ellas la antihipertensiva, es posible que este efecto en
parte sea mediado por péptidos natriuréticos. La identifi-
cacién de este tipo de péptidos y sus genes en ajo plantea
la posibilidad de obtener proteinas recombinantes para su
futura utilizacién en el campo de las ciencias de la salud y en
la Biotecnologia.

En este trabajo se presentan evidencias de la presencia de
péptidos natriuréticos en ajo. Por un lado, se logré la identi-
ficacién y aislamiento de una secuencia nucleotidica parcial
que codifica para un PNPs, de la cual al parecer existen 2
copias en ajo. Por otra parte, se detect6 la presencia de recep-
tores de péptidos natriuréticos en hojas de ajo y se demostré
que una fraccién proteica parcialmente purificada, es capaz
de inducir la apertura de estomas en cuticulas de Opuntia
Sreus-indica.
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Material vegetal. Las hojas y bulbos de ajo de la variedad
tipo perla fueron donadas por el Instituto Nacional de Inves-
tigaciones Forestales y Agricultura (INIFAP-Unidad Aguas-
calientes-México). Las plantas de Opuntia ficus-indica fueron
proporcionadas por el laboratorio de Biotecnologia de Plantas
de la Universidad Auténoma de Aguascalientes.

Extraccién de ADN y amplificacién mediante PCR.
Muestras de hojas frescas de ajo fueron congeladas con ni-
trégeno liquido y posteriormente pulverizadas en mortero. La
extraccién de ADN fue acorde al protocolo de Lodhi et al.
(1994), con algunas modificaciones hechas en el laboratorio.
El disefio de los oligonucleétidos fue en base a la secuencia de
nucleétido de A#PNP-A (AADO08935) utilizando el programa
DNASTAR Inc.,Madison, WI,USA. Las secuencias de los oli-
gonucleétidos utilizados como iniciadores en la reaccién de la
PCR fueron: F-5ATGGCAGTAAAATTTGTGGTAG-3
y R-5CATATCCTGCAGAAGAAAAGAAA-3. Los pa-
rdmetros de la amplificacién fueron: una pre-desnaturaliza-
cién a 94 °C por 4 min, seguida de 30 ciclos a 94 °C por 60s,
50 °C por 60s, 72 °C por 60s, y finalmente una extension a
72 °C por 10 min. El producto amplificado fue analizado por
electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de
etidio y visualizado bajo luz ultravioleta. La banda amplifica-
da fue recuperada del gel, purificada con el sistema Wizard®
(Promega), y clonada en el vector pPGEM®-T Easy (Promega)

para su secuenciacion.

Anilisis bioinformatico. A la secuencia parcial de nu-
cleétidos del producto de la PCR se le nombré AsPNP y
fue analizada para buscar homélogos en la base de datos del
NCBI usando el algoritmo BLAST [http:www.ncbi.nlm.nih.
govBLAST Blast.cgi] (Altschul et al., 1990). La secuencia de
aminodcidos deducida de AsPNP y AtPNP-A fue obtenida
utilizando la plataforma bioinformética ExPASy (http:www.
expasy.org) mediante la herramienta Translate. La busqueda
de los dominios conservados se realizé mediante la platafor-
ma de CDART de la NCBI [http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
Structure/lexington/lexington.cgi] (Geer et al., 2002). El mo-
delado estructural de las secuencias de aminodacidos se realizé
mediante dos programas: 1) CPHModels-3.2 [http://www.
cbs.dtu.dk/servicess CPHmodels/] para obtener el archivo en
PDB (Nielsen et al., 2010), y 2) el programa Chimera 1.8
[http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/] para obtener el modelo
tridimensional (Pettersen et al., 2004). Las secuencias de ami-
nodcidos de AtPNP-A de Arabidopsis thaliana (AAD08935),
B-expansina de maiz (acceso al PDB: 2HCZ) y AsPNP de ajo

fueron usadas para el modelado.

Evaluacién del nimero de copias del gen mediante PCR
en tiempo real. Las muestras de ADN se diluyeron con agua
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estéril Milli Q antes de su uso en las reacciones de PCR cuan-
titativa en tiempo real. Todas las reacciones se prepararon por
triplicado y se realizaron en una placa de grado 6ptico de 48
pocillos con el sistema StepOne™ (Applied Biosystems, Mul-
grave, VIC, Australia), ADN de doble cadena y SYBR Green
para el marcado. Cada reaccion contenia 10 pL. de reactivo
SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), 100 ng de
ADN genémico y 0,5 pmoles de cada oligonucleétido en un
volumen final de 20 pL. Para la PCR se utilizaron las siguientes
condiciones: 95 °C 10 min, 30 ciclos de 95 °C durante 15 s,
50 °C durante 1 min, 60 °C durante 1 min, 1 ciclo de 95 °C
durante 15 s, 60 °C durante 15 s,y 95 °C durante 15s. Los da-
tos fueron analizados con el programa Real-Time PCR System
(Applied Biosystems). Los datos de referencia se obtuvieron de
los ciclos 1-30. Los gréficos de amplificacién (ARn vs. ciclo)
se analizaron con un umbral de 0.04 Rn para obtener todo el
valor del ciclo umbral (Ct). La eficiencia de la PCR se calculé
utilizando el mismo software. El indice del nimero de copias
de genes (GCI) para cada muestra se obtuvo mediante la si-
guiente férmula: GCl= ERY/Eff (Shepherd et al., 2009;
Casu etal,,2012). Donde GCI es el indice de namero de copias
de genes, EffRef“ es la eficiencia de la PCR obtenida usando
oligonucledtidos de un gen de referencia (gen de actina) a la
potencia del valor Ct generado a partir del gen de referencia
para cada muestra, y Eff*=eficiencia de la PCR utilizando los
oligonucleétidos para el gen del ensayo (PNP) a la potencia del
valor Ct generado a partir del gen de ensayo para cada muestra.

Extraccion, cuantificacion e identificacion de proteinas.
Hojas de plantas de ajo (100 g) se trituraron en un morte-
ro con nitrégeno liquido. El tejido pulverizado se colocé en
buffer de fosfatos (Na,HPO, 0,01 M, KH,PO, 0,01 M, pH
7,0) con agitacién continua durante 12 h a 4 °C. Transcurrido
este tiempo, el sobrenadante se recuperdé por centrifugacién
a 6000xg durante 20 min y las proteinas se precipitaron con
sulfato de amonio al 80% de saturacién incubando durante
12 h a 4 °C. El precipitado recuperado por centrifugacién se
resuspendié en agua y se dializé en una membrana de celu-
losa (Spectra / Por 3000 MWCO) contra agua desionizada
durante 24 h a 4 °C. El extracto proteico obtenido se colocé
en una cimara de microdiélisis BbRL (Bethesda Reseach La-
boratories) provisto con una membrana de celulosa (Spectra /
Por MWCO 500) y se dializ6 con agua desionizada hasta que
la conductividad del extracto de proteina y el agua desionizada
fue la misma. Para la extraccién de proteinas de 4. thaliana se
siguié el mismo procedimiento. En ambos extractos se cuan-
tific6 la proteina con el sistema DC Protein Assay (BioRad
MR) y se analizaron por electroforesis en geles al 13% (p/v)
de poliacrilamida-SDS en presencia de f-mercaptoetanol de
acuerdo al protocolo de Laemmli (1970). Las proteinas se vi-
sualizaron en los geles tifiendo con azul de Coomassie durante
12 h y destifiendo posteriormente con solucién decolorante
(4cido acético-metanol proporcion 1:4) durante 2 h. El gel se
analizé en un transiluminador de luz blanca marca CIIASA.

Obtencién de fracciones proteicas. El extracto de pro-
teinas (120 mg de proteina) de hojas de ajo se fracciond en
columnas de intercambio i6nico de 50 mL (2,5 cm diam. x
10,0 cm), marca Macro-Prep High Q_y Macro prep High
S (BioRad), conectadas en serie y previamente equilibradas
con buffer trishidroximetil aminometano 0,01 M pH 8,0 con
un flujo de 0,5 mL/min. Después de pasar el extracto, las co-
lumnas se desconectaron y se lavaron con buffer Tris 0,01M y
la elucién de proteinas se realizé secuencialmente utilizando
concentraciones crecientes de 0,25 M, 0,50 M, 0,75 My1 M
de KCl, disuelto en el buffer de corrida Tris 0,01M pH 8. La
separacién se realizé a temperatura ambiente colectando 50
fracciones de 1 mL a las cuales se les determiné su absorban-
cia a 214 y 280 nm, en un espectrofotémetro DU-5 marca
Beckman. Las fracciones obtenidas fueron dializadas exhaus-
tivamente contra agua desionizada en una cdmara de micro
didlisis marca BRL Bethesda provista con una membrana
0500 Spectra/Por de Celulosa-éster. Las muestras desaladas,
se liofilizaron y se cuantificé el contenido de proteina median-
te el método de Bradford y posteriormente se utilizaron para
evaluar su efecto sobre la apertura de estomas en cuticulas de

Opuntia ficus-indica.

Anilisis de inmunodeteccién para receptores. Se realiz6 la
inmunodeteccién de receptores de péptidos natriuréticos en un
extracto crudo de proteinas de hojas de ajo con un anticuerpo
dirigido contra receptores de PN de humano [Anti-ANPA (C-
term; Sigma-Aldrich)]; como controles positivos se incluyeron
secreciones de la mosca (Lucilia sericata) y suero humano. Para
esto, alicuotas de 10 pL (0,10 mg) de cada muestra se colocaron
en una membrana de nitrocelulosa BioRad y se dejaron secar
por 10 min. Posteriormente, la membrana se lavé con solucién
TBS (Tris-HCI1 20 mM, NaCl 500 mM, pH 7,5) durante 10
min, y se colocé en solucién bloquedora (leche en polvo mar-
ca comercial Nestle Svelty al 5% y seroalbimina bovina 1% en
TBS) durante 1 h en agitacién suave. Después de lavar 2 veces
durante 10 min con solucién TBS-T' (Tris buffer salino con
tween 20), se incub6é 12 h a 4 °C con agitacién continua en la
solucién TBS que contenia el primer anticuerpo Anti-ANPA
(C-term) de Sigma-Aldrich, en la concentracién recomendada
por el fabricante. Al dia siguiente, la membrana se lavé cuatro
veces durante 10 min con solucién TBS-T,y se incubé durante 1
h en TBS con el segundo anticuerpo “Goat Anti-Rabbit IGG"
(whole molecule) conjugado a fosfatasa alcalina, de Sigma Al-
drich de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Después, la
membrana se lavé 3 veces durante 10 min con solucién TBS-T,
y tres veces con TBS y se revel6 con solucién de nitroazul de
tetrazolio / 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (SIGMA FAST
™ BCIP / NBT Sigma Aldrich) siguiendo las indicaciones del
fabricante.

Actividad bioldgica de PNP en la apertura estomatica
de Opuntia ficus-indica. En cada experimento se utilizaron
3 cuticulas de Opuntia ficus-indica las cuales fueron expues-
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tas a concentraciones de 0,01; 0,1 y 1,0 mg/mL de proteinas
fraccionadas por intercambio iénico y proteinas totales de ajo,
y 0,25 mg/mL del anticuerpo de origen humano Anti-ANP
(C-term) de Sigma-Aldrich. Se utilizé como control positivo
una solucién 100 pM de 4cido indol acético y se analizé la res-
puesta de las cuticulas cada 5 min durante 15 min. Para esto,
se hicieron observaciones al microscopio y se midié la apertu-
ra de poro de 20 estomas por cada cuticula con un micrémetro
ocular calibrado. Los resultados obtenidos se sometieron a un
andlisis de varianza de una via para establecer diferencias en-
tre los tratamientos utilizando el programa estadistico Mini-
tab 16. Las muestras fueron fotografiadas en un Microscopio

Electrénico de Barrido JEOL 5000 LV.

RESULTADOS Y DISCUSION

Mediante PCR se logré amplificar una secuencia nucleo-
tidica de 231 pb la cual codifica para una parte de un péptido
natriurético de plantas (PNPs) en ajo. Esta secuencia denomi-
nada AsPNP mostré una identidad del 95% con A¢PNP-A de
Arabidopsis thaliana. La traduccién virtual de AsPNP predijo
63 residuos de aminodcidos y mostré tres aminodcidos RRY
hacia el amino terminal. Estos forman parte de una region
conservada de 34 aminodcidos en AtPNP-A y el péptido na-
triurético A de humano (PNAh), que se ha postulado como
responsable de la actividad homeostética (Fig. 1) (Meier et al.,
2008). Esto plantea la posibilidad de aislar el gen completo

de AsPNP, y evaluar la importancia de esta secuencia en los
efectos atribuidos al ajo. Ademds, nuestra secuencia muestra
cuatro de los seis residuos de cisteinas presentes y el motivo K
[VI] VD altamente conservado en PNPs (Fig. 1). Estos resul-
tados son similares a los reportados por Ludidi et al. (2002),
quienes realizaron un alineamiento multiple de secuencias de
PNPs y expansinas, y postularon que una glucanasa ancestral
dio origen a las expansinas y PNPs. Las expansinas modifica-
ron su sitio catalitico aunque mantuvieron los dominios cata-
liticos y de unién a carbohidratos de las glucanasas, (Kende et
al., 2004; Sampedro et al., 2006, Kerff et al., 2008). En cambio
los PNPs que conservaron el plegamiento tipo doble-W—f-
barrel (DPBB) que presentan las glucanasas, perdieron ambos
dominios por un proceso evolutivo, lo cual dio como resul-
tado que sean proteinas mdéviles, sin unién a polisacdridos y
con una funcién diferente (Gehring et al., 2003; Morse et al.,
2004). La estructura doble-W—fB-barrel (DPBB) consiste de
un barril beta formado por 6 ldminas envolventes en la cual
cada estructura psi consiste de las asas que unen a 3 ldminas
beta (Interpro database http://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/
IPR009009). Para verificar si AsPNP mostraba un plega-
miento similar al DPBB se realizé primeramente la basqueda
de dominios conservados en el servidor de la NCBI donde se
verificé que esta regién parcial cuenta con este plegamiento
(Fig. 2B). Por otra parte, el modelado tridimensional de la
secuencia de aminodcidos deducida de AsPN muestra sélo
una estructura psi determinada por s6lo 3 liminas beta, la cual

NGRACGRR

YRVRCIGATYNFDRACAGRTYVD Majority

* % %7 | g0 | 90
| — A d — ] '
1 -=-=-=--- RRYRVRCIGATYNFDRAC|A/GRTVD BNP Ajo
61 NGRACGRRYRVRCIGATYNFDRACTGRTYVD PNPAA. thaliana
VKVVDFCREPCNGDLNLSRDAFRVIANTDA Majority
ssss | ¥ 110 120
25 VKVVDFCREPCNGDLNLSRDAFRVIANTDA BNPAjo
99 VKVVDFCREPCNGDLNLSRDAFRVIANTDRA PNPAA. thaliana
GNIRVVYTPI Majority
130
5 GNIRVVYTEP PNP Ajo
121 GNIRVVYTPI PNPA A. thaliana

Fig. 1. Alineamiento de secuencias de aminoacidos de PNPs. (A) se muestra el alineamiento de la traduccion virtual de la secuencia
parcial de AsPNP (gjo), con un fragmento de AtPNPA. El asterisco (*) significa aminoacidos conservados entre ambas secuencias y
PNAhR, las flechas (1) las cisteinas presentes y los cuadrados sdlidos (B) uno de los dos motivos conservados en los PNPs,

Fig. 1. Alignment of sequences of amino acids of PNPs. (A) Alignment of the virtual translation of the partial sequence of AsPNP (garlic), with a
fragment of AtPNPA is shown. The asterisk (*) means amino acids conserved between both sequences and PNAR, arrows () represent cyste-

ines, and solid squares (M) are one of the two motifs in the PNPs.
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Fig. 2. Modelado de PNPs y una pB-expansina. (A) Las figuras representan el modelado estructural con el dominio DPBB presente en:
AsPNP (gjo), AIPNP-A (A. thaliana) y B-expansina de Maiz (2HCZ; del PDB). En rojo se presentan las cisteinas conservadas. (B) Grafica
donde se muestra el dominio DPBB en la secuencia parcial de ajo obtenida mediante CDART del NCBI.

Fig. 2. Modeling of PNPs and a B-expansin. (A) Figures represent the structural modeling with domain DPBB present in: AsPNP (garlic), AIPNP-A
(A. thallana) and B-expansina of maize (2HCZ; the PDB). The conserved cysteines are in red. (B) Graphic showing the DPBB domain in the partial

sequence of garlic by the CDART software of NCBI.

corresponde a parte de la estructura DPBB que se encuentra
en AtPNP-A y en el dominio I de las expansinas (Fig. 2A).

Numero de copias. Mediante el PCRq en tiempo real
cuantitativo se estimé el ndmero aproximado de copias de
AsPNP, tomando como referente el gen de actina de ajo
(AY821677.1). Este gen se ha tomado como referente para
andlisis de expresién de varios genes en ajo (Zhang et al.,
2004), y en el nimero de copias en diferentes genomas de
plantas. Los resultados de la Tabla 1 indican que posiblemente
existan dos copias o pardlogos. Estos resultados son similares
a los reportados por Ludidi et al. (2002) quienes identificaron
dos genes de PNPs en 4. thaliana: AtPNP-A (AAD08935) y
AtPNP-B (CAB79756), cuya funcién no ha sido todavia bien
estudiada. Por otro lado, Wang et al. (2011) mencionan que
ambos genes de PNPs en A. thaliana, juegan un papel impor-

Tabla 1. NUmero de copias del gen AsPNP basado en el indice
numeérico de copias (GCI) del gen de referencia actina.

El GCl fue obtenido mediante la férmula: GCI=Efff*C/Eff como se
describe en Materiales y Métodos. Ct: nimero de ciclos.

Table 1. Number of copies of the AsPNP gene based on the numeri-
cal index (GCI) copies of reference actin gene.

The GCI was obtained using the formula: GCI=Efff*C/Ef as de-
scribed in Materials and Methods. Ct: number of cycles.

PCR de eficiencia para el gen de actina 90,2%
PCR de eficiencia para el gen de A™NP 92,5%
Ct para el gen de actina 25,32
Ct para el gen de AsPNP 24,53
GCI=Eff*/Efft 2,1

Numero de copias estimado para el gen de AsSPNP 2

PYTON ISSN 0031 9457 (2017) 86: 143-150



148

Valle-Rodriguez CM et al., DYTON 86 (2017)

tante en la regulacién de la homeostasis ante estrés bidticos y
abidticos, y que A#PNP-A esta involucrado en la apertura de
los estomas (Meier et al., 2008).

Identificacion de receptores para PNPs en ajo detecta-
dos con anticuerpos de origen humano. Para comprobar la
presencia de receptores homdlogos a PN, en hojas de ajo, se
realizé una inmunodeteccién utilizando anticuerpos de ori-
gen humano. En la Figura 3 se observa sefial positiva para las
muestras de extractos proteicos de ajo, suero humano y secre-
ciones de Lucilia sericata. Esto indica que este tipo de péptidos
estd altamente conservado en diferentes especies en los reinos
animal y vegetal, tal como lo ha descrito Takei et al. (2001).
Estos resultados demuestran la presencia de receptores de
PNPs que son homdlogos en ajo tal como lo reportado en
otros trabajos. Asimismo, Gehring et al. (1996) y Suwastika et
al. (2000) también demostraron que un receptor de un PN de
rata (rPNA) marcado con el radioisétopo *1 (*¥I-rPNA) se

Fig. 3. Inmunodeteccion de posibles receptores de PNPs en agjo.
A, (a) extractos totales de proteinas de ajo, (b) suero Humano vy
(c) extractos de proteinas de Lucila sericata. Se observa sefal
positiva en todas las muestras, indicando la posible deteccion de
receptores para PNPs,

Fig. 3. Immunodetection of potential receptors of PNPs in garlic. A;
(a) total extracts of garlic proteins, (b) human serum, and (c) Lucila
sericata protein extracts. Positive signal are shown in all samples, indi-
cating the possible detection of receptors for PNPs,

puede unir a las membranas plasmaticas aisladas de las hojas
y tallo de Tradescantia albiflora, y que tanto el rtPNA como
un PNP pueden actuar de manera competitiva desplazandose
uno a otro.

Fraccionamiento de proteinas de ajo por Cromatografia
de intercambio iénico. Un extracto crudo de proteinas de
hojas de ajo se fraccioné por intercambio i6nico con colum-
nas intercambiadoras de cationes y aniones. De la columna
Macro prep High Q_(intercambiadora de aniones) se eluy6
muy poca proteina. En cambio, de la columna Macro prep
High S (intercambiadora de cationes) se eluyeron diferentes
fracciones con KCl1 0,25 y 1M. Los cromatogramas obtenidos
se muestran en la Figura 4 en la que se puede observar que se
recuperaron 4 fracciones de la elucién con KCL 0.25M las
cuales se denominaron a, b, ¢ y d. Si bien con KCL 1M se
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Fig. 4. Cromatograma de las fracciones eluidas de la columna
Macro prep High S. Después de pasar un extracto crudo de pro-
telnas de hojas de ajo (120 mg), se lavé la columna (2,5 x10 cm)
y las proteinas se eluyeron secuencialmente con diferentes con-
centraciones de KCL. (A) KCI 0,25M, (B) KCI 1M. Se colectaron
fracciones de 1 mL y se leyd su absorbancia a 214 y/o 280 nm.
Fig. 4. Chromatogram of the fractions eluted from the column Macro
prep High S. After passing a crude extract of proteins from leaves of
garlic (120 mg), the column was washed (2.5 x 10 cm) and proteins
were eluted sequentially with different concentrations of KCL. (A) KCI
0.25 M, (B) KCI 1 M. Fractions of 1 mL were collected and their absor-
bance was read at 214 or 280 nm.

recuperaron 6 fracciones como se muestra en la Figura 4B,
los valores de absorbancia de cada fraccién fueron muy ba-
jos, y para evaluar su actividad biolégica se volvieron a juntar
(fraccién e). Después de dializar las fracciones obtenidas se
liofilizaron y se resuspendieron en agua desionizada.

Fracciones proteicas de ajo promueven la apertura de
estomas de Opuntia ficus-indica. De las fracciones obtenidas
por intercambio iénico se prepararon soluciones de diferentes
concentraciones (0,001; 0,01 y 1,0 mg de proteina/mL) y se
aplicaron a las cuticulas de Opuntia ficus-indica. Los resultados
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obtenidos indican que la fraccién “a” fue capaz de promover la
apertura de los estomas (Fig. 5). La concentracién de 0,001
mg/mL durante 5 minutos permitié observar una maxima
apertura de las células guarda de los estomas en comparacién
a las otras concentraciones. La Figura 5A muestra la fotogra-
fia al microscopio electrénico de barrido de un estoma cerrado
sin la aplicacién de ninguna solucién, mientras que la Figu-
ra 5B muestra un estoma expuesto a 0,001 mg del péptido.
Los resultados obtenidos coinciden con los de Billington et al.
(1997), quienes trabajaron con fracciones proteicas de Hede-
ra hélix, las que aplicaron en Tradescantia sp, observando una

Fig. 5. Efecto de las fraccion proteica “a” obtenida por cromato-
graffa de intercambio iénico, sobre la apertura de estomas de
Opuntia indica. (A) Estoma cerrado sin tratamiento con fracciones
proteicas. (B) Estoma abierto después de 5 min con una concen-
tracion de 0,001 mg/mL de la fraccion proteica “a”.

Fig. 5. Effect of the "a" protein fraction obtained by ion-exchange
chromatography, on the opening of stomata of Opuntia indica. (A)
Closed stoma untreated with protein fractions. (B) Stoma opened
after 5 min with a concentration of 0.001 mg/mL of the protein
fraction "a".

mayor apertura de los estomas cuando estos fueron expuestos
a concentraciones muy bajas. Esto mismo lo reportan Morse
et al. (2004) y Maryani et al. (2003). Estos autores aplicaron
un PNP exégeno y observaron que éste estimulé la apertura
estomdtica en Hedera helix L. y Solanum tuberosum L.

CONCLUSIONES

Se identificé un fragmento de un gen que codifica para
PNPs en ajo; en la secuencia de aminodcidos deducidas se
identificaron la presencia de cisteinas y motivos conservados
en este grupo de proteinas. El modelado tridimensional de
la secuencia parcial de aminodcidos mostré el plegamiento
doble-W-f-barrel (DPBB) caracteristico de los PNPs y del
dominio I de las expansinas. La inmunodeteccién con anti-
cuerpos de origen humano demostré la existencia de recep-
tores para PNPs en ajo. Diferentes fracciones proteicas de ajo
indujeron la apertura estomdtica en muestras de Opuntia ficus
indica.
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