PURIFICACION DE UNA PORINA DE LA MEMBRANA EXTERNA
MITOCONDRIAL DE RAIZ DE BETABEL ( Beta vulgaris )
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La mitocondria contiene canales dependientes de voltaje conocidos
como VDAC o porinas mitocondriales, las cuales son el principal componente
de la membrana externa mitocondrial. Estos canales son la principal ruta de
difusién de iones a través de esta membrana, y se han encontrado en plantas,
hongos y humanos, donde estan implicados en procesos cancerosos y
apoptoticos. En mamiferos, VDAC permite la unidon de la hexocinasa 2 al
exterior de la mitocondria, para que tenga asi acceso preferente al ATP
(Pedersen, 2007).

Por otra parte, diversas plantas de la familia Solanaceae producen
sistemina cuando son agredidas por insectos. La sistemina es un péptido que
actia como una sefial que promueve una respuesta defensiva (Pearce et al.
1991), y se origina de la hidrélisis de la prosistemina, un polipéptido de 200 aa
cuyo gen se ha clonado de jitomate, papa y chile. Como la prosistemina sélo se
ha encontrado en solanaceas, resultdé interesante observar que en diversas
plantas de la familia Amaranthaceae, entre ellas el betabel, se reconocia una
proteina de 35kD con un anticuerpo producido contra prosistemina
recombinante de jitomate.

Por lo anterior, se procedio a purificar a la proteina reconocida por el
anticuerpo anti-prosistemina en las raices de betabel (Beta vulgaris), y
secuenciarla parcialmente por espectrometria de masas (MS). El objeto fue
identificar una molécula homadloga a la prosistemina en las amarantaceas.

En un extracto de raices de betabel, se encontro a la proteina de interés
de 35 kD en las membranas. Estas se separaron en membranas plasmaticas
(MP) y membranas intracitoplasmicas (MIC) con un sistema de particion de
polimeros acuosos (Lino et al. 1998). Como la proteina de 35 kDa se encontrd
en las MIC, éstas se centrifugaron en un gradiente isopicnico de sacarosa,
inmunodetectando a nuestra proteina de interés en membranas densas, quiza
mitocondrias. Las proteinas de estas membranas se extrajeron con Tritdbn X-
114 y, en una particion en serie, se encontré a la proteina de 35 kDa en la
fraccion de proteinas mas hidrofobicas. Esta fraccion se sometid a una
cromatografia de intercambio aniénico, encontrdndose a la proteina de 35 kDa
practicamente purificada, principalmente en la fraccidon de proteinas que no se
unen a la columna de DEAE-sefarosa (Fig. 1). La banda de proteina de 35 kDa
purificada se recortd de un gel y se secuencié parcialmente por MS. Las
secuencias de cuatro péptidos, 54 aa en total, mostraron una muy alta
homologia con una porina de membrana externa mitocondrial (VDAC) de
espinaca (Fig. 2). Sin embargo, las secuencias de VDAC de espinaca y de
prosistemina de jitomate, presentaron muy baja homologia entre ellas. En
conclusién, se purificd una proteina reconocida por suero antiprosistemina, que
por sus caracteristicas bioquimicas y por su identificacion por MS, es una
porina de membrana externa mitocondrial presente en raices de betabel (Beta
vulgaris).



Figura 1. Inmunodeteccion con anticuerpos anti-prosistemina, después de la
cromatografia DEAE-Sepharosa. 1) Membrana de organelos, 2) Fraccion
densa del gradiente de sacarosa, 3) Muestra para cromatografia DEAE-
Sefarosa, 4) Fraccion no retenida por la columna de cromatografia DEAE-
Sefarosa , 5) Fraccion cero seguida del material no retenido por la columna de
cromatografia, 6) Fraccion uno seguida de la fraccion cero, 7) Fraccion dos de
la cromatografia DEAE-Sefarosa.
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Figura 2. Los cuatro fragmentos de un total de 54 aminoacidos, con su masa
correspondiente obtenidos por espectrometria de masas, mostrando su alta
identidad con espinaca (S. oleracea).
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