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Abreviaturas

3’RACE  Amplificacién rapida de los extremos 3~ de DNA
complementario

AC Autocompatible

ACC Acido 1-amino-ciclopropano-1 carboxilico

ACS Acido 1-amino-ciclopropano-1 sintasa

AGP Arabinogalactoproteina

Al Autoincompatibilidad

BLAST Herramienta para la biisqueda de alineamiento bésico local

BP Proteina de adhesién

BSA Albtimina sérica bovina

C1-C5 Regiones conservadas de las S-RNasas

cDNA Acido desoxirribonucleico complementario

DNA Acido desoxirribonucleico

DUC Dominio de unién a cobre

EC Extracto crudo

EM Espectrometria de masas

ERO Especie reactiva de oxigeno

FPLC Cromatografia liquida rapida de proteinas

GABA Acido y-amino butirico

GM Genes modificadores

GRP Proteina rica en glicina

HPLC Cromatografia liquida de alto desempefio

Ho Regién hipervariable

IE Incompatibilidad interespecifica

MEC Matriz extracelular

NaTTS TTS de Nicotiana alata

NOX NADPH oxidasa

Pb Pares de bases

pPCP Proteina de la cubierta del polen

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

RNA Acido ribonucleico

SDS- Electroforésis en gel de poliacrilamida desnaturalizado con

PAGE dodecil sulfato de sodio

SI Sistema de incompatibilidad

SLF Proteina con caja F codificada en el locus S

SLG Glicoproteina codificada en el locus S

SLR Receptor relacionado al locus S

TP Tubo polinico

TTS Proteina especifica del tejido de transmisién




Resumen
Nicotiana alata tiene un sistema de incompatibilidad (SI) gametofitico que le permite discriminar a su

propio polen de aquel proveniente de plantas genéticamente diferentes. Este mecanismo de
reconocimiento del polen estd controlado por un solo locus multialélico, conocido como el locus S, el
cual determina la especificidad de la reaccién tanto en el grano de polen como en el pistilo. El rechazo
del polen se presenta cuando el alelo S que porta el polen es igual a uno de los dos alelos S presentes
en el pistilo diploide de la planta receptora, provocando que el crecimiento del TP se inhiba
generalmente a nivel del estilo. En esta especie como en otros miembros de la familia Solanaceae, el
producto del locus S en el pistilo es una glicoproteina citotéxica denominada S-RNasa, la cual se
secreta hacia el espacio extracelular del tejido de transmisién desde el estigma hasta el ovario. Su
accién citotoxica la ejerce ingresando al citoplasma del tubo polinico y si el polen lleva el mismo
haplotipo del pistilo, su RNA se degrada ocasionando su muerte. Sin embargo, aunque se sabe que las
S-RNasas son las determinantes femeninas de la Al hay evidencia genética de que genes
modificadores estilares no ligados al locus S son importantes en la via bioquimica del rechazo del
polen S-especifica.

Mediante técnicas bioquimicas de interaccién proteina-proteina in vitro, se identificaron 4 proteinas
que pudieran estar codificadas por genes modificadores. Tres de ellas son glicoproteinas de alto peso
molecular, inmunoidentificadas como NaTTS, 120K y PELPII], y la cuarta una proteina no descrita
denominada Napll. Las cuatro proteinas son retenidas en una columna de afinidad donde el ligando
fue la S-RNasa.

Una de estas proteinas es Napll, la cual fue parcialmente purificada por cromatografia de afinidad,
secuenciada en su extremo amino-terminal y mediante técnicas basadas en PCR se cloné un cDNA
que codifica los primeros 18 aminodacidos del extremo amino de la proteina madura de Napll. Para
profundizar en el conocimiento de Napl1 esta investigacién tuvo como objetivos: a) purificar a mayor
resolucién a Napll, b) caracterizar sus patrones de expresién en plantas de N. alata y c) evaluar sus

relaciones de homologia con las fitocianinas.

La purificaciéon se llevé a cabo esencialmente por cromatografia de intercambio iénico y de exclusién
molecular a partir de extractos crudos de estilos de N. alata. La evaluacién de los patrones de
expresion se realiz6 por inmunoandlisis mediante ensayos tipo Western. Los resultados de esta
investigacion indican lo siguiente: 1) Napll es una proteina que se encuentra asociada in vivo a
glicoproteinas de mayor peso molecular como 120K y NaTTS, 2) Napll es una proteina de secrecién

especifica del pistilo y cuya expresion es constante desde etapas muy tempranas de su desarrollo, 3)



Resumen

Napll no es una proteina exclusiva de especies incompatibles de Nicotiana, 4) su expresiéon no se
afecta por la polinizacién y 5) Napll es una fitocianina que presenta 70% de similitud con una
proteina que es quimiotactica para tubos polinicos en crecimiento in vitro de Lilium longiflorum,

llamada quimocianina.



Introduccion

1.0 Estructura floral
Durante la reproducciéon sexual, los gametos masculinos contenidos en el tubo polinico (TP) son

descargados al saco embrionario en el 6vulo, para que uno de ellos se fusione con la ovocélula y asi
generar un nuevo individuo diploide con nuevas combinaciones alélicas. El grupo de las
angiospermas o plantas con flor es el mas exitoso en cuanto a diversidad genética se refiere, ya que
cuenta con mds de 250,000 especies. La reproduccion sexual involucra una sola estructura, la flor, la
cual produce los érganos y células necesarias para llevar a cabo dicho proceso. En general, la funcién
de la flor es atraer a los polinizadores, resguardar los gametos masculinos y femeninos, asi como
proveer a la planta un lugar seguro para que se lleve a cabo la reproduccién sexual.

Las flores se pueden clasificar en dos tipos, las imperfectas y las perfectas. La flores perfectas son
aquéllas que poseen los cuatro verticilos florares (sépalos, pétalos, anteras y gineceo) en una sola flor;
en cambio, en las imperfectas puede faltar uno o mas de los verticilos (Mauseth, 2003).

El primer verticilo esta conformado por los sépalos, los cuales son hojas modificadas que rodean y
protegen las otras partes florales conforme la flor madura. Su funcién es proteger al botén floral en
desarrollo de las esporas bacterianas y hongos, permitiendo al mismo tiempo que exista al interior una
alta humedad. Al conjunto de sépalos se les denomina céliz.

El siguiente verticilo lo forman los pétalos que se localizan en el receptaculo formando la corola. Los
pétalos junto con los sépalos forman el perianto. Esta estructura es importante para atraer a los
polinizadores. Cada especie posee flores de diferente tamafo, forma, color y disposicion de los
pétalos, lo que permite a los polinizadores hacer reconocimientos especie-especificos (Graham, 2002).
En el tercer verticilo se incluyen los estambres, quienes en conjunto forman el androceo. Cada
estambre posee dos partes bien definidas: el filamento y la antera. En esta dltima estructura se
producen y son liberados los granos de polen. Los granos de polen al momento de salir de la antera
pueden contener dos o tres células (célula vegetativa y una o dos células espermadticas). La pared
interna del polen estd compuesta por una capa denominada intina (formada principalmente por
celulosa) y por una externa llamada exina, que es una estructura ornamentada compuesta por

esporopolenina (Stanley, 1974).

En el dltimo verticilo, localizado al centro del receptaculo se encuentran los carpelos que constituyen
al gineceo. El gineceo comprende tres partes principales: estigma, estilo y ovario. El estigma es la
superficie receptiva a la cual se adhieren los granos de polen; ademds media la migracion del TP hacia

el estilo. Los estigmas se pueden dividir en dos tipos: secos y htimedos. Los secos como el de
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Arabidopsis thaliana tienen una superficie intacta de células que emergen como papilas cubiertas por
una pared celular primaria, una cuticula serosa y una pelicula rica en proteinas. La adhesion de los
granos de polen a estos estigmas debe ser especifica, siendo asi el primer sitio de reconocimiento
polen-pistilo (Mauseth, 2003).

Los estigmas humedos, representados en Nicotiana y Lilium, estdn cubiertos por células superficiales
que a menudo se rompen para secretar un liquido viscoso rico en proteinas, lipidos, polisacaridos y
pigmentos (Edlund et al., 2004)). En estos estigmas, casi cualquier grano de polen puede germinar en
su superficie, a diferencia de lo que ocurre en estigmas secos, donde se ha visto que la unién entre el
grano de polen y el estigma estd mediada por interacciones especificas (Edlund ef al., 2004; Swanson et
al., 2004).

Los estilos se pueden clasificar como abiertos, cerrados o semisélidos basdndose en caracteristicas
morfolégicas. En los estilos abiertos, caracteristicos de muchas monocotiledéneas como Lilium
longiflorum, los TPs crecen en el canal lleno de mucilago, a lo largo de la epidermis.

En los estilos cerrados, presentes en la mayoria de las dicotiledéneas, como las Solanaceas, los TP
crecen a través del tejido de transmision, que es un continuo con la zona secretora del estigma. Las
células del tejido de transmision se encuentran conectadas por plasmodesmos en las paredes
transversales, mientras que las paredes longitudinales estdn separadas por la matriz intercelular que
secretan (Edlund et al., 2004).

El estilo eleva al estigma a una posicion adecuada para que pueda captar los granos de polen. Los
estilos pueden ser de diferentes longitudes, muy cortos como los de la familia Brasicaseae (Swanson ef
al., 2004), o muy largos como en Nicotiana y Lilium (Lord, 2000). El crecimiento del TP hacia el ovario
se desarrolla a través de este tejido compuesto por una matriz extracelular (MEC) rica en proteinas y

lipidos capaces de mantener el crecimiento rapido.

2.0 Polinizacion
Para que se lleve a cabo la reproduccién sexual es necesario que se desarrollen una serie de eventos

que en conjunto se denominan polinizacion, la cual inicia con la liberaciéon del grano de polen de la
antera, su transporte hacia el estigma, su hidratacién y germinacién, el crecimiento del tubo polinico
por el estilo y culmina con la descarga de las células espermadticas al saco embrionario del 6vulo
(Franklin-Tong, 1995). La polinizacién puede suscitarse entre individuos de la misma especie,
denominada polinizacién cruzada o incluso en un solo individuo, cuando un pistilo es polinizado por
polen de la misma flor o de una flor diferente de la misma planta; a este tipo de polinizacion se le

llama autopolinizacion.
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Los granos de polen recién liberados de las anteras son transportados por medio de diferentes
vectores, ya sea bi6ticos como los insectos, o abi6ticos como el viento o el agua, hacia una superficie

estigmatica.

2.1 Interacciones polen-pistilo
La primera interaccién que tiene el grano de polen con el estigma es independiente de cualquier lipido

o proteina que se encuentren en la cubierta del polen (Zinkl et al., 1999) y tinicamente es mediada por
la pared de la exina a través de moléculas lipofilicas (Lord, 2000). En estigmas secos como el de
Arabidopsis, cuando el grano de polen es capturado, la cubierta del polen se moviliza hacia el punto de
contacto con el estigma y se forma una estructura denominada “pie” en donde se mezclan proteinas,
carbohidratos y lipidos, tanto del grano de polen como del estigma para mantener fuertemente unidos
ambas estructuras. En el estigma de Brassica se identific6 un par de proteinas (SLR1 y SLG)
involucradas en la adhesién del grano de polen. La proteina SLR1 se une a proteinas de la cubierta del
polen de la clase A (PCP-A. Pollen Coat Protein), especificamente a proteinas de adhesién, como BP1 y
BP2. Experimentos con plantas transgénicas evidenciaron que cuando se suprime a SLR1-BP se
debilita la adhesion del polen (Luu ef al., 1997, 1999).

La proteina SLG también es un miembro de la familia multigénica de las proteinas relacionadas con el
locus S. Se expresa en las células papilares del estigma y se acumula en la pared celular. Se ha
reportado que SLG interacciona con las proteinas PCP-Al in vitro, lo que sugiere un mecanismo de
adhesion paralelo (Hiscock et al., 1995; Doughty et al., 1993). A diferencia de SLR1, SLG también se
une al menos a otras 10 proteinas parecidas a las PCPs, lo que indicaria funciones multiples y/o que su

papel en la adhesion seria indirecto (Swanson et al., 2004).

2.2 Hidratacion del grano de polen
Después que el grano de polen se adhiri6 al estigma, comienza la hidratacion y elongacion del TP. El

fenémeno de hidratacién puede ocurrir rapidamente o tardarse hasta una hora, dependiendo del
grado de desecacién del polen cuando fue liberado de la antera (pueden tener de un 15% a un 35% de
contenido en agua) (Sanchez et al., 2004). Los primeros nutrientes y liquidos requeridos por el grano
de polen para reactivar su metabolismo los adquiere del estigma por medio de canales de agua

presentes en la membrana plasmatica de las células papilares del estigma (Lord, 2001).

En flores con estigmas himedos, los granos de polen capturados por el estigma son rapidamente
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rodeados por los exudados estigméticos estableciendo contacto directo con el estigma o con otros
granos de polen (Sdnchez et al., 2004). La secrecion de lipidos del estigma es necesaria para la
polinizacién. Esto fue comprobado en plantas transgénicas de N. tabacum que expresan el gen
citot6xico barnasa en su estigma, lo cual provoca que no se desarrollen células papilares y, por lo tanto,
tampoco haya secrecién de los exudados ricos en triacilgliceroles, lo que a su vez provoca esterilidad
masculina. La fertilidad de estas plantas puede ser reestablecida por la adicion de triacilgliceroles no
saturados (Goldman ef al., 1994).

La hidrataciéon del polen es temporal y espacialmente regulada. En estigmas secos, esta regulacién
representa una barrera muy efectiva en la discriminacién del polen no deseado, ya que al mismo
tiempo, en la misma papila estigmatica, un grano de polen compatible puede ser hidratado y otro
grano incompatible no. En este tipo de estigmas, la cubierta del polen forma un canal hidraulico
compuesto por lipidos entre el grano de polen y la superficie estigmatica (Swanson ef al., 2004).
Cuando se altera la sintesis de lipidos, en especial los de cadena larga, el grano de polen no puede ser
hidratado, lo que conlleva a esterilidad masculina. Experimentos in vitro en A. thaliana, demostraron
que para reestablecer la fertilidad del grano de polen solamente se tienen que adicionar
triacilgliceroles puros o aumentar la humedad de la superficie (Lord, 2001).

En el proceso de hidratacion también intervienen las oleosinas, proteinas ricas en glicina (GRPs) que
poseen un dominio de unién a lipidos. A diferencia de los lipidos presentes en la cubierta del polen,
la secuencia de estas proteinas presenta una gran diversidad originada quizd por una rapida
evolucién gracias a un alto ntmero de inserciones/deleciones. Esta diversidad puede estar
contribuyendo al reconocimiento especie-especifica del polen, ya que algunas oleosinas se localizan en
la cubierta del polen (Mayfield et al., 2001).

Las oleosinas previenen la agregacion de lipidos, regulan el tamafio de los cuerpos lipidicos y se
localizan rodeando las gotas de aceite en semillas, anteras y, como ya se menciond, en la cubierta del
polen. La oleosina mas abundante en el polen es la GRP7, la que al ser silenciada, provoca un retraso
en la hidratacién del grano de polen (Mayfield y Preuss 2000). A diferencia de lo que ocurre con los
lipidos, en este caso no se pierde la capacidad de hidratacion lo cual indica que la participacion de las
proteinas en este proceso no es esencial.

En N. tabacum no se han encontrado ninguna proteina ortéloga a las oleosinas presentes en la cubierta
del polen de A. thaliana, lo que sugiere que, en estigmas htimedos, la hidratacion es facilitada por otros

factores (Sanchez et al., 2004).
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2.3 Germinacién del tubo polinico
La hidratacion transforma al grano de polen en una célula altamente polarizada, lista para germinar.

Las interacciones célula-célula del estigma con el polen favorecen su germinacion, la cual comienza
con la secrecién de enzimas digestivas del propio TP (Sanchez et al., 2004). Modelos in vitro muestran
que el TP puede detectar el establecimiento de gradientes de agua a través de una matriz de lipidos y
regular la velocidad de hidratacién para orientar su crecimiento. En N. tabacum y en otras especies de
la familia Solanaceae, el exudado lipidico es producido por las células de la zona secretora del estigma
y secretado en la madurez del pistilo. Por debajo del exudado se encuentra una delgada capa de agua
rodeando las células de la zona secretora (Sanchez ef al., 2004).

En estigmas secos, el crecimiento ocurre a través de la pared celular de las papilas y la penetracién del
TP es acompafiada por la expansién de la pared celular en el estigma o en algunos casos su
desintegracién. Al parecer, el crecimiento del TP es facilitado por enzimas producidas por el polen o
por el estigma que degradan la pared (Edlund et al., 2004).

En N. tabacum, en donde el estigma es hiimedo y el estilo cerrado, el TP crece a través de los espacios
intercelulares entre las células de la zona secretora, dentro del exudado producido por éstas (Sdnchez
et al., 2004). De diferente manera, en L. longiflorum, los estilos son abiertos y estidn formados por una
epidermis secretora por la cual los TP viajan hacia el ovario, evitando cualquier penetracién de tejidos
(Lord, 2003).

Tanto en estilos cerrados como en abiertos, para que el TP continte con su crecimiento polarizado
hacia el ovario, tiene que ser guiado por sefiales quimicas y/o por interacciones fisicas emitidas por el
esporofito femenino. Hasta la fecha, se han identificado sélo dos proteinas con caracteristicas
quimiotécticas, TTS de N. tabacum (Wu et al., 2000) y una fitocianina denominada quimocianina de L.
longiflorum (Kim et al., 2003). Ambas proteinas fueron descubiertas en la MEC del pistilo y se
encuentran en gradiente a lo largo del estilo, siendo el ovario el lugar de mayor expresién. La
quimiocianina, en condiciones in vitro, es capaz de atraer los TP de L. longiflorum; sin embargo, esta
atraccion no es ejercida tinicamente por la quimocianina, sino también por una adhesina estilar (Kim
et al., 2003). Ademas, se sabe que la sobreexpresién de una fitocianina de A. thaliana (At2g02850), la
cual presenta un 51.9% de identidad con la proteina de L. longiflorum, causa alteraciones en el

crecimiento del tubo polinico (Dong et al., 2005).

2.4 Interacciones del tubo polinico con el estilo
La mayoria de las proteinas que interaccionan con el TP son glicoproteinas ricas en Hyp/Pro, Ala, Thr
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y Ser (HRGP), a las cuales se les unen arabinosa y galactanos como carbohidratos sustituyentes
(Nothnagel, 1997). Estas a su vez se pueden dividir en tres grupos: arabinogalactanos (AGPs),
extensinas y lectinas (Showalter y Varner, 1989; Schultz et al., 1997).

Las AGPs presentan sitios de glicosilacién con caracteristicas estructurales y bioquimicas tnicas; no
tienen una secuencia consenso para la hidroxilacién y glicosilaciéon de los residuos de prolina
(Cheung, 1999); sin embargo, el contenido de carbohidratos oscila entre el 90 y 98% de su masa, y se
encuentran generalmente unidos a la cadena polipeptidica por residuos de hidroxiprolina. Las AGPs
mejor caracterizadas son las glicoproteinas TTS (por Transmitting Tissue-Specific), descubiertas por el
grupo de Cheung (1999). Las TTS son un grupo de isoformas de diferente masa molecular, originada
por los distintos grados de glicosilacién. Con respecto a su funcién, Wu y colaboradores (2000)
observaron que TTS promueve el crecimiento del TP in vivo e in vitro ya que puede funcionar como
atrayente. La proteina TTS se adhiere a la superficie de la punta del TP con una localizacién final en la
pared celular del TP. Se sabe que los sitios de glicosilacién son hidrolizados por enzimas del TP y que
sus aztcares podrian estar funcionando como sustrato para la sintesis de la pared celular de la punta
del tubo polinico. Se ha reportado que estos grupos de aztcares se requieren para la estimulacion del
crecimiento del tubo polinico y como quimioatrayentes (Swanson ef al., 2004).

El grado de glicosilacién de la proteina TTS se encuentra en forma de gradiente a lo largo del pistilo,
siendo el ovario el 6rgano en donde hay un mayor grado. Este patrén de expresién puede involucrar a
las proteinas TTS en la guia del tubo polinico hacia el ovario (Wu et al., 1995).

La proteina TTS se encuentra conservada en N. alata. Wu y colaboradores (2000) purificaron y
caracterizaron esta proteina denominandola NaTTS (por N. alata TTS) NaTTS tiene un 98% de
identidad con TTS de tabaco y presenta isoformas que van desde los 30-110 kDa, originadas por los
diferentes grados de glicosilacién (Wu et al., 2000). Ademads, es muy abundante y su localizacién es
casi exclusiva del tejido de transmisién estilar en la matriz intercelular. Al igual que las TTS de tabaco,
NaTTS puede estimular el crecimiento de TP y puede funcionar como atrayente del mismo (Wu et al.,
2000).

Cuando el TP sale de la pared celular del estigma, entra al tejido de transmision el cual conecta al
estigma, estilo y ovario. Los TP crecen mucho més rapido y mejor cuando estan inmersos en la MEC
que en condiciones in vitro lo que indica que los TP responden a factores provenientes del gametofito
femenino (Johnson y Preuss, 2002).

A medida que el TP crece a través del tejido de transmisién del estilo, se mantiene una constante
comunicacion entre el TP y las células del estilo, logrando establecer un estricto control en la admision

de los TPs.
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2.5 Destino final del tubo polinico: el saco embrionario
Los TPs que logran pasar los puntos de control del megagametofito, llegan al ovario en donde

enfrentan su tltimo obstaculo: percibir las sefiales correctas que los guien hacia el 6vulo, pasando por
el septo, a través del funiculo y al micrépilo. Hasta la fecha, no se ha descrito una molécula que pueda
estar funcionando como guia para que los TP lleguen al septo; sin embargo, el andlisis de mutantes
del gen POP2 de Arabidopsis, el cual codifica una transaminasa de acido g-amino butirico (GABA),
indica que es necesario el establecimiento de un gradiente de GABA a lo largo del camino de los TP,
siendo mayor en las células del tegumento interno que rodean al micrépilo para que los TP lleguen a
los 6vulos (Sawnson et al., 2004).

Cuando el TP sale del tejido de transmisién, el microambiente cambia drasticamente de un tejido
conectivo rico en nutrientes a una cdmara llena de aire. Esta transicion se caracteriza por la reduccién
en el espacio donde crece el TP. La competencia entre los TP se ve aumentada durante esta etapa y
solamente los méds aptos serdn capaces de llegar al 6vulo.

En la placenta, los TPs se adhieren fuertemente a la superficie celular del septo, después se adhieren
también al funiculo y cuando se dirigen hacia el 6vulo, este patrén de adhesiéon se rompe, ya que no
hay més contacto con la superficie. Entonces, los TP se extienden hacia los espacios abiertos, en
busqueda del micrépilo (Swanson et al., 2004). Higashiyama y colaboradores (2001) a través de la
eliminacién celular de cada una de las células que componen al saco embrionario, demostraron que
los TPs son guiados tnicamente por las células sinérgidas y que de hecho, s6lo se requiere de una de
ellas para su guia, la otra célula potencia la accién de la otra.

Muchas de las moléculas del pistilo involucradas en la guia y nutricion del TP son redundantes y
estan presentes en el pistilo antes de la polinizaciéon, lo que implica que el pistilo ya esta
predeterminado para mantener y dirigir el crecimiento del TP. Hasta ahora, se han identificado muy
pocos genes cuya expresion es inducida exclusivamente por la polinizacién; en orquideas, se han
identificado tres genes que codifican para las sintasas 1-aminociclopropano-1-carboxylato (Phal-ACS1,
Phal-ACS2 y Phal-ACS3), las cuales son detectadas después de varias horas de polinizacién y estan
relacionadas con la regulacion de la biosintesis del etileno, que coordina varias respuestas

desarrolladas después de la polinizacion (Bui, A.Q. y O"Neill S.D., 1998).

3.0 Sistema de incompatibilidad
Si un grano de polen germina sobre el estigma y el TP alcanza el ovario de una especie diferente, se

podria generar una progenie hibrida con baja adecuacién, poniendo en riesgo la identidad de la

especie. Sin embargo, para evitar que exista flujo genético entre especies y favorecer la diversidad
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genética dentro de una especie, las angiospermas han desarrollado barreras inter e intraespecificas
(Kao y McCubbin, 1996).

Una de las barreras para evitar la autopolinizacion en flores perfectas es la asincronia en maduracién
de los estilos y anteras. En muchas especies, las anteras liberan el polen cuando el estigma todavia esta
en etapa inmadura y no es receptivo; la inmadurez del estilo sittia al estigma cerca de la base de la
flor, mientras que las anteras, ya maduras, se encuentran elevadas por filamentos largos, donde
dificilmente pueden polinizar los estigmas atin inmaduros. Cuando maduran el estilo y el estigma, ya
no hay polen disponible en las anteras, por lo tanto, la polinizacién de estos pistilos se lleva a cabo por
flores jovenes que recientemente abrieron sus anteras. No obstante, esta no es una via muy efectiva
para asegurar la polinizacion cruzada. En plantas con muchas flores que no florecen simultdneamente,
las flores mas viejas pueden ser polinizadas por flores recién abiertas de la misma planta (Mauseth,

2003).

Las plantas han desarrollado otros mecanismos genéticos para favorecer la polinizacién cruzada: los
sistemas de incompatibilidad (SI). Estos sistemas permiten discriminar y rechazar el polen de la
misma planta y, al mismo tiempo, fomentan la polinizacién cruzada. Este fenémeno fue descrito por
Charles Darwin en un libro publicado hace mas de 100 afios (1876). Observé que en muchas especies
de vegetales parecian estériles cuando la polinizacién se lleva a cabo empleando su propio polen. Sin
embargo, cuando provenia de cualquier otra planta de la misma especie, resultaba fértil (citado en
Kao y McCubbin, 1996). En 1977, de Nettancourt propuso una definiciéon precisa de
Autoincompatibilidad (Al): “incapacidad de una planta hermafrodita fértil de producir cigotos
después de la autopolinizaciéon”.

En las solanaceas, la Al es gametofitica y estd controlada por un solo locus multialélico, conocido
como el locus S, el cual determina la especificidad de la reaccion tanto en el grano de polen como en el
pistilo. El rechazo del polen se presenta cuando el alelo S que porta el polen es igual a uno de los dos
alelos S presentes en el pistilo diploide de la planta receptora, provocando que el crecimiento del TP
se inhiba generalmente a nivel del estilo (Revisado en Cruz-Garcia y McClure, 2001).

Los sistemas de Al se encuentran ampliamente distribuidos en las angiospermas y se han descrito en
91 de 271 familias. El nimero de alelos S presentes en una poblaciéon puede ser muy grande y variar
de especie a especie. Por ejemplo, se conoce que en algunas especies de Brassica existen mas de 60
alelos, en Papaver de 60 a 80 y en Trifolium de 150 a 250 (Dickinson, 1992). En el locus S, se encuentran
codificadas la determinante masculina la cual se expresa en el polen y tubo polinico y la femenina,
expresada en el pistilo (McClure et al., 1989; Lee et al., 1994; Murffet et al., 1994; Broothaerts et al., 1995;
Sassa et al., 1996; Lai et al., 2002; Entani et al., 2003).
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En los miembros de la familia solandcea estudiados al momento, los sistemas de Al estan basados en
la accién citotéxica de la glicoproteina denominada S-RNasa. Estas proteinas son el producto del alelo
S del pistilo y se secretan hacia el espacio extracelular del tejido de transmisién del estilo. Las
secuencias aminoacidicas de estas glicoproteinas son muy variables, poseen entre un 38% y 98% de
similitud. Las S-RNasas comparten dos regiones hipervariables llamadas HVa y HVb; estos dominios
son los que presentan el mayor grado de diversidad en las S-RNasas (loerger et al., 1991), ademas de
ser las més hidrofilicas de la proteina, por lo que se encuentran expuestas al solvente en la superficie
de la proteina. Se ha propuesto que HVa y HVb podrian ser las responsables de la interaccién con el
producto del alelo S del polen, determinando asi la especificidad alélica (Anderson et al., 1986;
Cornish et al., 1987; McClure et al., 1993; Xue et al., 1996; Matton et al., 1997).

Las regiones conservadas de las S-RNasas son cinco y se han designado C1-C5 (loerger et al., 1991).
Las regiones C1, C4 y C5 contienen la mayoria de los aminodcidos hidrofébicos lo que indica que
estan involucradas en la estructura principal de las S-RNasas. Las regiones conservadas C2 y C3
comparten un alto grado de similitud de secuencias con las correspondientes regiones de la RNasa T2
y de la RNasa de Rhizophus (McClure et al., 1989; Green, 1994). Entre los aminoacidos conservados de
las S-RNasas y otras RNasas se encuentran dos histidinas, una en la regién C3 y otra en la regién C2.
Se ha demostrado que tanto en la RNasa T2 (Woodward et al., 1989) y las S3-RNasas de Petunia (Huang
etal., 1994), estas dos histidinas son requeridas para la actividad de ribonucleasa.

La determinante masculina fue identificada a través del analisis genémico de la regién del locus S en
Petunia inflata y fue nombrado SLF (S-locus F-box protein). SLF contiene un motivo llamado caja F
hacia la region NHo-terminal, el cual se propone podria funcionar como mediador en las interacciones
con otras proteinas, las cuales conforman un complejo enzimatico nombrado ubiquitina ligasa E3.
Estas enzimas actian conjuntamente con las enzimas E2 para ubiquitinar proteinas blanco, quienes en
la mayoria de los casos son degradadas por el proteosoma 26S (Gagne et al., 2002).

El mecanismo completo de la respuesta de Al es atin desconocido. Sin embargo, a través de
experimentos de interaccion proteina-proteina se demostré6 que SLF puede interaccionar en
condiciones in vitro con las S-RNasas, ASK y proteinas similares a culina. Por lo tanto, posiblemente
in vivo, se forme un complejo SCIAMSFLS2 que degrade a las S-RNasas de diferente haplotipo (Quiao et
al., 2004).

Todas las S-RNasas, estudiadas a la fecha, son glicoproteinas con N- glicanos asociados. El ntimero de
sitios potenciales de N-glicosilacién varian de uno a cinco, con la secuencia consenso N-X-T/S; siendo
X cualquier aminoécido excepto prolina (Kao y McCubin, 1996). Sin embargo, se ha demostrado que
los glicanos unidos a la S-RNasa no son requeridos para su funcién en el rechazo del polen, por lo que

la informacién de la especificidad estd en la secuencia aminoacidica (revisado en Takayama e Isogai,
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2005).

Las S-RNasas son transportadas desde la MEC del tejido de transmision del estilo hasta el citoplasma
del TP a través de un mecanismo atn desconocido, sin importar el genotipo de la planta receptora
(Wu et al., 2000; Goldraij et al, 2006). En el interior del TP si la cruza es incompatible, la S-RNasa debe
interaccionar con SLF para desencadenar, por un mecanismo todavia no descubierto, el rechazo del

polen S-especifico.

3.1 Genes modificadores
Aungque las S-RNasas son las determinantes femeninas de la incompatibilidad, hay evidencia genética

que indica que los productos de genes modificadores no ligados al locus S (Genes modificadores) son
importantes en la via bioquimica del rechazo del polen S-especifica (Anderson and de Winton, 1931;
Mather, 1943; Martin, 1968; Ai et al., 1991; Murfett et al., 1996; Tsukamoto ef al., 1999).

Los genes modificadores (GM) se han clasificado en tres grupos (McClure et al., 2000). El grupo I
incluye genes cuyos productos regulan la expresion de las determinantes de la especificidad (SLFy S-
RNasa) en la respuesta de incompatibilidad. Un ejemplo de este grupo de genes se describi6é por
Tsukamoto et al. (1999; 2003) en una poblacion silvestre de Petunia axillaries, con plantas
autocompatibles (AC) y autoincompatibles. Estos autores encontraron que la expresién de Si-RNasa
se encontraba suprimida en las plantas AC por un locus llamado MDF.

El grupo II comprende GM que regulan la actividad biolégica de las determinantes de especificidad,
por lo tanto su funcién se restringe a la respuesta de incompatibilidad. En este grupo sélo se han
identificado dos GM vy, de los cuales se ha confirmado su papel directo en la respuesta de rechazo del
polen (McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005). Estos GM codifican para las proteinas HT-B y 120K.
HT-B es una proteina de 8.2 kD rica en asparagina, mientras que 120k es una glicoproteina de 120 kDa
que ingresa al tubo polinico en N. alata (revisado en Goldraij ef al., 2006). El papel de estos GM en la Al
fue confirmado al silenciarlos por técnicas de RNA antisentido y RNAi, en plantas transgénicas de
Nicotiana. Cuando HT-B o 120K fueron silenciados de manera independientemente, se observé que las
plantas transgénicas pasaron de ser Al a AC. Ademas, se observé que el crecimiento de los tubos
polinicos en los estilos de estas plantas no se afect6, lo que confirma claramente que HT-B y 120K
participan exclusivamente en la autoincompatibilidad sin afectar otros eventos de la polinizacion.
Otros grupos de investigacion han confirmado el papel de HT-B como un GM en Lycopersicon y
Solanum (O'Brien et al., 2002; Kondo ef al., 2002a; 2002b). Sin embargo, su funciéon bioquimica exacta se

desconoce.
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La proteina 120k es una arabinogalactoproteina (AGP) especifica de estilos de N. alata y que forma
complejos in vitro con las S-RNasas (Cruz-Garcia et al., 2005). La proteina 120K ingresa a los TPs sin
importar si son compatibles o incompatibles (Hancock et al., 2005).

El tercer grupo de GM incluye genes que funcionan en el rechazo del polen y en otros procesos de la
interaccién polen-pistilo. Algunos candidatos potenciales incluyen proteinas tales como una proteina
especifica del tejido de transmisién (TT) del estilo de N. alata (NaTTS), una proteina similar a extensina
(PELP II) y un proteina similar a una quimiocianina (Nap11), las cuales interacttian fisicamente con
las S-RNasas (McClure et al., 2000; Cruz-Garcia et al., 2003, 2005). Otro gen que es un buen candidato a
GM en esta clase es NaTrxh, un gen que se expresa preferencialmente en especies AC de Nicotiana.
NaTrxh y que codifica una tiorredoxina h que se secreta a la matriz extracelular de TT de estilo de N.

alata y que reduce especificamente a la S-RNasas in vitro (Judrez-Diaz et al., 2006).
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Antecedentes inmediatos
Los sistemas genéticos del reconocimiento del polen alelo S-especifico en Solanaceas requieren de la

interaccion fisica entre el producto del alelo S masculino (SLF) y el femenino (S-RNasa). Sin embargo,
para que ésto suceda se requiere la participacién de los productos de los GM, de los cuales no se tiene
mucha informacién. Una hipétesis, en el caso del sistema de Al gametofitico de N. alata es que éstos
formen complejos moleculares en el estilo con las S-RNasas que participen en el reconocimiento y/o
en el transporte de éstas al citoplasma del TP (McClure et al., 2000, Cruz-Garcia ef al., 2005).

Esta hipotesis se evalué en N. alata mediante técnicas bioquimicas de interaccién proteina-proteina. En
columnas de afinidad, donde el ligando fue la Sci0-RNasa, se identificaron tres especies principales de
proteinas que fueron retenidas en la columna, a partir de extractos crudos de N. alata ScioScio: 1)
glicoproteinas de alto peso molecular, identificadas por inmunodeteccién como NaTTS, 120K y el
homologo de PELPIII, NaMG15; 2) una proteina de aproximadamente 34 kDa, inmunoidentificada
como la propia Scio-RNasa, y 3) una proteina pequefia nombrada Napll, por su masa molecular
aparente de 11 kDa (Cruz-Garcia et al., 2005). La proteina Napll fue purificada a partir de extractos
crudos de estilos de N. alata por medio de cromatografia de intercambio catiénico y la técnica de
FPLC. Se obtuvieron fracciones parcialmente puras de la proteina Napll con contaminacién de
proteinas de alto peso molecular (Cruz-Garcia, comunicacion personal).

Estas fracciones fueron separadas electroforéticamente por SDS PAGE y la banda correspondiente a la
proteina Napl1l fue escindida del gel de y secuenciada en su extremo amino terminal. La secuencia
obtenida fue la siguiente: ATYNVGDNGWTEGVSN. Con esta secuencia se disefiaron oligonucleétidos
(cebadores) degenerados especificos de esta regiéon para amplificar por la técnica 3 RACE el cDNA de
Napll a partir de RNAm de estilos de N. alata. De esta forma, fue posible clonar un cDNA que
codifica una proteina que contiene los primeros 18 aminoacidos del extremo amino Terminal de la
proteina madura Nap11.

Al analizar la secuencia del cDNA, se encontré un marco de lectura abierto para una proteina de 10.4
kDa que incluye una sefial de secrecion en su extremo amino, la cual es aparentemente procesada para
originar una proteina madura de 9.6 kDa. Al comparar esta secuencia con la de otras proteinas en la
base de datos (BLAST), se encontré similitud con proteinas que unen cobre llamadas cupredoxinas,

especificamente con las fitocianinas.
En plantas existen diferentes tipos de proteinas que unen cobre, como las plastocianinas, las cuales

estan involucradas en la transferencia de electrones en reacciones de fotosintesis y las fitocianinas que

pueden estar involucradas en reacciones de 6xido-reducciéon (Nerssisian et al., 1985; 1991; 1998).
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Las fitocianinas son proteinas que contienen un solo i6n de cobre en configuracion tipo 1 o “azul” y
absorben la luz a 600 y 450 nm, lo que les da un color azul o azul verdoso caracteristico (Ryden y
Hunt, 1993). Poseen una estructura terciaria conservada, en la cual el dominio de unién a Cu (DUC)
estd formado por dos histidinas (H), una cisteina (C) y una metionina (M) o glutamina (Q) (Nerssisian
et al., 1998). Otra caracteristica es que presentan dos cisteinas conservadas que podrian estar formando
un puente disulfuro, el cual probablemente es importante para mantener la estructura terciaria de la
proteina. A diferencia de las plastocianinas en donde el DUC se encuentra en la parte hidrofébica de
la proteina, en las fitocianinas se localiza expuesto en la superficie, lo que permitiria una facil
interaccién con moléculas pequenias. Por lo anterior, y por la rapidez con que reaccionan con
complejos inorganicos pequefios, se sugiere que las fitocianinas estdn involucradas en reacciones de
6xido-reduccion con moléculas pequerias (Hart et al., 1996; Nersissian et al., 1996).

Las fitocianinas a su vez se dividen en plantacianinas, uclacianinas y estelacianinas, de acuerdo a los
diferentes dominios que las conforman y a la naturaleza del residuo de aminoacido que es coordinado
en el sitio axial del cobre (Nerssisian et at., 1998).

Las plantacianinas son proteinas basicas no glicosiladas que contienen un DUC en donde los
aminoécidos que coordinan al cobre son 2 His, 1 Cys y 1 Met.

Las uclacianinas estan formadas por un DUC semejante al de las plantacianinas y por otro dominio
rico en serina y prolina.

Las estelacianinas presentan un DUC similar a los antes mencionados, tinicamente cambia una Q por
una M. Ademas, contienen un extremo carboxilo hidrofébico que se modifica post-traduccionalmente
por la adicion de un GPI (glucosil-fosfatidil-inositol). La mayoria de las fitocianinas contienen un
péptido sefial que podria dirigirlas hacia el reticulo endopldsmico, de donde se transportarian a la

matriz extracelular (Nerssisian et al., 1998).
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Hipétesis
En condiciones in vitro Nap11 esta formando complejos con proteinas estilares como la S-RNasa,
120K y NaTTS, lo que apoyaria la propuesta de que dichos complejos existan in planta, participando

en la polinizacion de N. alata.

Objetivo general
Estudiar si Napll se asocia in vivo con proteinas del estilo de N. alata.

Objetivos particulares

1. Purificar a Napll a homogeneidad a partir de estilos de N. alata.

2. Producir anticuerpos policlonales contra la proteina Nap11.

3. Corroborar si el cDNA de Napl1 codifica la misma proteina que se retiene en la columna de S-
RNasa.

4. Determinar los patrones de expresion y localizacién subcelular de Napll en plantas de N.
alata.

5. Analizar las relaciones filogenéticos de Napll con otras fitocianinas.
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Materiales y métodos

Material vegetal
N. alata es una planta originaria de Brasil, que crece en forma vertical, produce flores de colores

sélidos variados (rojo, rosa, lavanda, blanco, amarillo y lima), localizadas en los é4pices, es resistente al
calor y presenta un periodo de vida anual. Las flores tienen una ligera fragancia que se detecta
mayoritariamente por la tarde.

El nombre Nicotiana se lo dio el francés Jean Nicot en el siglo XVI cuando introdujo a Francia la planta
del tabaco. El término alata, traducido al espafiol como alado, se refiere a la forma de los peciolos de
las especies que tienen extensiones laterales, lo cual es menos obvio en los cultivares modernos.
Nicotiana seccién alatae es un grupo monofilético formado por 7 especies con al menos 3 sindromes de
polinizacién. Los principales polinizadores de este grupo son colibries y palomillas, dependiendo de
la longitud del estilo.

Para la purificacion de la proteina Napll, se colectaron estilos tanto maduros como inmaduros (etapa
I de desarrollo) de plantas de N. alata cultivar BT; este cultivar no expresa a ninguna S-RNasa. En
cambio, para la purificacion las S-RNasas se colectaron estilos maduros de N. alata S105510s 0 Sci0Scio.
Todas las plantas fueron cultivadas bajo un fotoperiodo de luz/obscuridad de 16/8 h en condiciones

de invernadero.

Purificacion de la proteina Napl1 a partir de estilos maduros
Se utilizaron 2.6 g de tejido fresco de estilos maduros de N. alata BT, los cuales fueron pulverizados

con nitrégeno liquido. Se adicion6 15 ml de amortiguador de extraccion (Tris-HCI 0.05M pH 8.0, NaCl
0.05M, B-mercaptoetanol 1%) y se centrifugd a 2980 g durante 5 min. a 4°C. El sobrenadante fue
filtrado con gasa en un tubo limpio.

Para este protocolo se emplearon 0.65 ml de la resina SP-Sepharosa (Sigma) los cuales fueron
incubados junto con el extracto crudo durante 1 h con movimiento giratorio constante a 4°C. Pasado el
tiempo y cuidando de recuperar la mayor cantidad de resina posible, ésta fue transferida a una
columna vacia y se colect6 por gravedad la fraccion no unida. La columna fue lavada dos veces con 10

vol. cama de amortiguador de extraccién sin f-mercaptoetanol.

Las proteinas unidas a la resina se eluyeron con un gradiente discontinuo de NaCl de 0.1, 0.2, 0.3, 0.4,
0.5y 0.7 M. Las fracciones recuperadas con 0.4, 0.5 y 1 M fueron desaladas utilizando una columna de

filtraciéon molecular con limite de exclusién hasta 6,000 Da (Sephadex G25 de Bio-Rad, Econo-Pac
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10DG). La columna fue equilibrada con el amortiguador AE (Tris 0.05M pH 8) y cada muestra fue
aforada a 3 ml con el mismo buffer. La muestra se aplic6 a la columna y se eliminaron los primeros 3
ml (vol. vacio). Se adicionaron 4 ml de AE y fueron recuperados. En esta fraccién eluyeron las
proteinas de alto peso molecular. Finalmente, se agregaron 8 ml mas de AE y se eluyeron el resto de
las proteinas. Ambas muestras fueron liofilizadas y resuspendidas en 1 ml de agua desionizada.

Todas las fracciones obtenidas hasta este punto fueron analizadas por SDS-PAGE 15% y en réplica
tipo Western contra Napll.

Las fracciones en donde se inmunodetect6 a Napl1 se concentraron por cartucho de centricén con una
exclusiéon de 50 kDa y ambas fracciones se analizaron por SDS-PAGE y réplica en Western anti

Napll.

Purificacién de Napll a partir de estilos en etapa I de desarrollo.
Los estilos de N. alata fueron colectados en diferentes etapas de desarrollo, dividiéndolos en categorias

tomando en cuenta su longitud. La etapa I comprende estilos de 0.5 -1 ¢, la II incluye estilos de 1.1-2.5
cm, la III son de 2.6-3.5 cm, la IV la forman estilos de 3.6-5.0 cm y, finalmente, la V comprende estilos
maduros de 5.1-6.0 cm.

Para la purificacion de Napl1, utilizando estilos en la etapa I de desarrollo, se introdujeron algunas
variaciones a la metodologia usada para la purificacion de la proteina Napll a partir de estilos
maduros: se partié de 1.5 g de estilos colectados en etapa I de desarrollo de N. alata BT; para la elucién
de proteinas se aplicé un gradiente discontinuo de pH desde 8.0 hasta 11.5 en incrementos de 0.5
unidades de pH y tomando en cuenta al pH 8.9 (amortiguador para los pHs 8.0, 8.5 y 8.9: Tris-HC1
0.05 M NaCl 0.05 M; amortiguador para los pHs 9.0, 9.5, 10.0, 10.5: NaCl 0.05 M, Na.COs 0.025 M,
glicina 0.025 M; para pH 11.0 y 11.5: NaCl 0.05 M, Na.COs 0.015 M, glicina 0.015 M, Na2POy 0.020 M).
Se realizaron 2 eluciones de 0.5 ml para cada valor de pH. Las fracciones se analizaron por SDS-PAGE

15% y por réplica en Western anti Nap11, anti NaTTS y anti 120K.

Identificacién de proteinas que copurifican con Napll
Para identificar las proteinas que copurificaron con Napl1, se partié de estilos de la planta homdciga

de N. alata S105S105, los cuales fueron pulverizados con nitrégeno liquido y resuspendidos en
amortiguador de extraccion (Tris-HCI 0.05M pH 8.0, NaCl 0.05M, B-mercaptoetanol 1%). Se centrifugé
a 2980 g por 5 min. a 4° C; el sobrenadante fue transferido a otro tubo a través de una gasa sencilla.

La muestra resultante fue sometida a una cromatografia de intercambio i6nico; se incub6 con la resina
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SP-Sepharosa (SIGMA) durante 1 h a 4° C con movimiento giratorio constante. Se realizaron las
eluciones con 0.3, 0.4 y 0.5M de NaCl. Las muestras fueron directamente concentradas en un cartucho
de centricén con un limite de exclusién de 50 kDa.

La muestra correspondiente a proteinas de mayor de 50 kDa fue concentrada hasta un vol. De 200 pl e
inyectada a una columna Superdex 200. Se recuperaron 60 fracciones de 500 pl cada una, las cuales

fueron analizadas por SDS-PAGE 15% y por ensayo tipo Western utilizando anticuerpos contra

NaTTS, 120K, Sios-RNasa y contra Nap11.

Extraccién secuencial de proteinas de ME de estilos
Se colectaron y cortaron longitudinalmente estilos de las plantas homécigas de N. alata Si05S10s.

Después fueron sumergidos en el amortiguador BE1 (Tris-HCl 0.10 M pH 8.0) frio (0.200 ml por cada
15 mg de tejido) durante 2 h a 4 °C con ligera agitacién ocasional. Se recuperd la fraccion soluble y se
agregaron otros 11 ml del BE1 a los estilos. Se agitaron enérgicamente y el sobrenadante se junt6 con
el anterior. Se adicionaron 11 ml del amortiguador BE2 (Tris-HCI 0.04 M, NaCl 0.4 M) y se incub¢ a 4
°C durante dos h. Se recuperé el sobrenadante y se agregaron 11 ml méis de BE2. Se agitaron y el
sobrenadante fue colectado y juntado con el anterior. El tejido restante fue triturado con nitrégeno
liquido y homogenizado con el amortiguador BE3 (BE2 mds Tritén x-100 1%); se centrifugd a 11920g
por 30 min. a 4 °C. Todos los sobrenadantes fueron analizados por SDS-PAGE 12.5% y réplica en
Western anti Nap11, anti Sip-RNasa y anti NaTTS.

Cuantificacion de proteina total
Para la cuantificacién de proteina se utiliz6 el método colorimétrico de Bradford (Bradford, 1976). La

curva patrén se construy6 con albiimina sérica bovina (BSA).
El rendimiento de purificacion de la proteina Sis-RNasa y de la semipurificacién de Napll se evalué

a través de cuadros de purificacion (apéndice A).

Electroforesis desnaturalizante en geles discontinuos de poliacrilamida
El método empleado para la separacion de proteinas fue el de Laemmli (citado en Ausubel, et al.,

1997). Se hicieron geles al 12,12.5% y 15% de poliacrilamida.
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Tincién con Azul Brillante de Coomassie Coloidal
Después de la electroforesis, los geles fueron lavados con agua desionizada 3 veces durante 10 min. Se

agregd la soluciéon de Coomassie (Etanol 20%, acido fosférico 1.6%, sulfato de amonio 8%, azul
brillante de Coomassie coloidal G-250 0.08%) hasta cubrir el gel y se incub6 a temperatura ambiente,
con agitacién constante por un minimo de 6 h. La solucién se decanté y el fondo fue eliminado

destifiendo el gel con agua desionizada durante aproximadamente 4 h.

Tincién con nitrato de plata
Al finalizar la electroforesis, el gel se incub6é con metanol al 50% durante 1.5 h. Posteriormente, se

realizaron 3 lavados con H,O desionizada de 10 min. cada uno y se volvi6 a incubar en 100 ml de
metanol al 50% con 100 pl de formaldehido al 37% durante 1.5 h. Pasado el tiempo, se decant6 la
solucion de metanol y se hicieron 3 lavados con H2O, decantando rapidamente el H2O. Se dejo el gel
en H>O mientras se prepararon las soluciones A,By C (A, 0.8 g de nitrato de plata (SIGMA) disuelto
en 4 ml de H;O; B, 1.4 ml de NH,OH en 21 ml de NaOH al 0.36%; C, la solucién A se agregd por goteo

a la solucién B con agitacion constante y se aforé a 100 ml con H>O).

Se decant6 el H,O y se incubo el gel en la solucion C, por 15 min. Después, se realizaron 3 lavados
con abundante H>O de 5 min. cada uno. Para revelar el gel, se sumergi6 el gel en la solucion D (2.5 ml

CgHs O7Na; y 0.25 ml de formaldehido al 37% aforado a 500 ml con H,O) hasta visualizar las

proteinas. La reaccion se pard con acido acético al 10% y metanol al 50%.

Electrotransferencia de proteinas a membranas de nitrocelulosa
Después de la electroforesis, el gel fue lavado con amortiguador de transferencia (Tris 0.02 M, glicina

0.191 M, SDS 0.0035 M, metanol 20%) durante 15 min. con agitacién constante. Se corté6 un pedazo de
membrana de nitrocelulosa del mismo tamafio que el gel y se hidraté con amortiguador de
transferencia durante 15 min.

Para transferir las proteinas a la membrana, se utiliz6 el método semi-seco de transferencia: primero se
colocaron 3 pedazos de papel filtro Whatman 3MM cortados del mismo tamafio que la membrana y
previamente humedecidos con amortiguador de transferencia (Tris Glicina SDS Metanol), después se
tendié la membrana hidratada y sobre ésta el gel lavado con amortiguador de transferencia;
finalmente, otros tres pedazos de papel filtro fueron tendidos sobre el gel. La transferencia se llevé a
cabo a 75 mA. El tiempo de transferencia varié dependiendo de la proteina: para Napll y cualquiera

de las dos S-RNasas, se realiz6 por 50 min. y, para NaTTS y 120K el tiempo se extendi6 a 75 min.
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Produccién de anticuerpos policlonales anti Nap11 en conejo
Se cort6 del gel y se trituré con 0.750 ml de PBS la banda correspondiente a Napll. Se recuperaron

0.500 ml, los cuales fueron inyectados directamente al conejo M535 con adyuvante incompleto de
Freud. Se obtuvieron 8 ml del suero pre-inmune. Después de 4 inmunizaciones el conejo fue sangrado
y el suero parcialmente purificado por precipitaciéon con (NH4)2SOs al 50% de saturacién, luego la
fraccion resultante fue resuspendida, desalada y titulada (1:50, 1:100, 1:250, 1:500 y 1:1000) con
extractos crudos de proteinas estilares de N. alata BT. La dilucién final que se emple6 para todos los

ensayos tipo Western realizados en este trabajo fue de 1:1000.

Inmmunodeteccion por actividad de peroxidasa de rdbano
Finalizada la transferencia, la membrana se bloque6 con leche baja en grasa 5 %, Tween-20 0.1 %,

disuelta en buffer salino de fosfatos PBS (diluido de una solucién concentrada 10X: 1.37 M NacCl, 27
mM KCl, 43 mM Na,HPOs7H>0, 14 mM NaH>PO4+-HO, pH 7.3 ajustado con NaOH, y esterilizado en
autoclave), a temperatura ambiente, minima de 1 h. Se desech¢ la solucién y se agregé solucién de
bloqueo nueva con el anticuerpo a la dilucién adecuada. La dilucién para Napll fue de 1:1000; para
NaTTS, 120K y la S-RNasa fue de 1:10,000. La incubacién se hizo por 12 h a 4 °C con agitacién
constante.

Se realizaron dos lavados con PBS, el primero por cinco min. y el segundo por 10 min. A la membrana
se le adicioné el anticuerpo secundario (1:40,000) disuelto en solucién de bloqueo y se incubé por 1 h a
temperatura ambiente. Se elimind la solucién y se realizaron 3 lavados con PBS de 10 min. cada uno.
Finalmente, se revel6 por el método de quimioluminiscencia, siguiendo el protocolo del proveedor

(ECL Western blotting Detection Reagents RPN2209 de Amersham).

Inmunodeteccion por actividad de fosfatasa alcalina
El procedimiento fue el mismo que el anterior hasta los tltimos lavados. Después del tercer lavado, la

membrana se incub6 con amortiguador pH 9.5 (Tris 12.1 g/L, NaCl 5.8 g/L, MgCl> 10 g/L, ajustar a
pH9.5) durante 10 min.

Para el revelado, a 10 ml de amortiguador pH 9.5 se le agregaron 100 pl de NBT (NBT 33 mg/ml en
70% DMSO) y 100 pl de BCIP (BCIP 17 mg/ml en 100% DMSO), se mezclaron perfectamente y se
sumergié la membrana con agitaciéon constante. Se dejé revelando hasta su visualizacion. El revelado

se detuvo reemplazando la solucién por agua y 20 pl de solucién de EDTA 0.5 M pH 8.
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Purificacion de la S-RNasa

La purificacion de la Scio-RNasa y de la Sis-RNasa se llevé acabo empleando dos resinas de
intercambio catiénico, CM-Sepharosa y SP-Sepharosa (SIGMA). La primera es una resina que tiene
como grupo de intercambio un carboximetilo (-O-CH2-COO-), por lo que el grado de disociaciéon de
las proteinas unidas, varfa marcadamente con el pH. En cambio, la resina SP-Sepharosa cuyo grupo de
intercambio es un sulfopropilo (-O-CH2-CHOH-CH2-O-CH2-CH2-CH2SO3-) es completamente
ionizable dentro de un intervalo de pH muy amplio.

Se utilizaron 0.25 ml de resina por cada gramo de tejido. Previo a su utilizacion, ambas resinas fueron
empacadas en una columna vacifa de Bio-Rad y fueron lavadas con 10 vols. cama de los siguientes
compuestos, en el orden indicado: 2 M NaOH, 5 M NaCl, agua desionizada, un vol. cama de
amortiguador de columna 10 (MES 0.5 M pH 6.5 para la resina CM-Sepharosa y HEPES 0.5 M pH 8.0
para SP-Sepharosa) y 5 vol. de amortiguador de columna 1 (MES 0.05 M pH 6.5 para CM-Sepharosa y
HEPES 0.05 M pH 8.0 para SP-Sepharosa).

Se utilizaron estilos de plantas homoécigas SisSios 0 de SciScio de N. alata, los cuales fueron
pulverizados con nitrégeno liquido. Inmediatamente se les agregé 15 ml de amortiguador de
extraccion (MES 0.05 M pH 6.5, EDTA 0.005 M, ascorbato de sodio 0.05M, f-mercaptoetanol 1%; 5 ml
por cada gramo de tejido) y se agité6 en vortex. La muestra siempre se mantuvo en hielo. Se
homogeneizé el tejido con politrén, a maxima velocidad, durante 60 s, evitando generar espuma. El
extracto se centrifugé a 11920 g durante 5 min. a 4 °C.

Se removi6 la capa de lipidos formada en la superficie del extracto con un hisopo, posteriormente, el
extracto fue filtrado a otro tubo a través de 2 capas de gasa para volver a ser centrifugado a 11920g
durante 10 min. a 4 °C. Nuevamente se retir6 la pelicula de lipidos y, finalmente, el sobrenadante se
filtr6 empleando 2 capas de gasa.

El extracto proteico final se aplic6 a la columna con la resina CM-Sepharosa. La fraccién no unida se
colect6 por gravedad. La columna con la resina y el extracto crudo fue lavada con tres vols. cama del
amortiguador de columna 1; después, las proteinas fueron eluidas con 1.0 ml de diferentes
concentraciones de NaCl, dependiendo de la S-RNasa que se estaba purificando; para la Scio-RNasa se
utilizaron las siguientes concentraciones de NaCl: 0.175, 0.35 y 0.7 M y para la Si5-RNasa fueron 0.075,
0.175, 0.35 y 0.7M (amortiguadas con MES pH 6.5).

Todas las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE en geles al 12.5% y tefiidos con azul de
Coomassie. La fraccién en donde se observé més enriquecida a la glicoproteina fue la correspondiente

a 0.35 M de NaCl para la Scio-RNasa y la de 0.175 M de NaCl para la Sios-RNasa.
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Las fracciones fueron concentradas empleando un centricén con corte de 10 kDa y el amortiguador fue
intercambiado por el de columna uno para la resina SP-sepharosa (HEPES 0.05 M pH 8.0).

El concentrado proteico se aplic6 a la columna de SP-Sepharosa previamente equilibrada y se lavé con
tres vol cama de amortiguador de columna uno para SP-Sepharosa. Se recuperd la fraccién no unida.
Para la eluciéon de las proteinas se utilizaron las siguientes concentraciones de NaCl: para la Scio-
RNasa fueron 0.06, 0.12, 0.24 y 0.72 M y para la Sios-RNasa 0.04, 0.12, 0.24, y 0.72 M.

Analizando todas las fracciones por SDS-PAGE, se encontr6 que la fraccion con mayor pureza fue la
eluida con 0.12M de NaCl para ambas S-RNasas. Finalmente, esta fraccién fue concentrada hasta 200
pl en un cartucho de centricon con corte de 10 kDa (Tris 0.05M pH 8.0), filtrada e inyectada a una
columna de Superdex 200 de exclusién molecular por la técnica de FPLC. De esta tltima purificacién
se obtuvieron 60 fracciones de 500 ul cada una. Todas las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE
en geles al 12.5% y fueron tefiidas con nitrato de plata siguiendo el protocolo de Shevchenko et al.
(1996). Por su masa molecular, se revel6 que la S-RNasa fue recuperada en las fracciones 34 a la 39 sin
ningtn contaminante. Estas fracciones fueron concentradas en un cartucho de centricon con corte de
10 kDa (Tris 0.05 M pH 8.0). Para corroborar su identidad, se realizé una inmunodeteccion anti Sios-

RNasa y anti Scio-RNasa.

Preparacion de la columna de Affigel
La matriz de 1.0 ml de Affigel-10 (Bio Rad) fue lavada con agua fria. Se mezclaron 0.500 mg de cada

una de las S-RNasas junto con 0.1 M de MOPS, pH 7.5 y se incub6é durante toda la noche a 4 °C con
movimiento rotacional constante. Los ésteres activos fueron bloqueados agregando 0.1 ml de
etanolamina 1 M.

La columna control de etanolamina se preparé de la misma forma pero sin agregar proteina.

Las matrices fueron transferidas a columnas y lavadas para eliminar los reactivos no unidos. La
eficiencia de union fue calculada cuantificando la proteina total antes de incubarla con la resina, asi

como la fraccién no unida a ésta. La eficiencia de unién fue del 80%.

Ensayo de interaccion proteina-proteina

Las columnas con las matrices de Affigel (0.5 ml) se equilibraron con amortiguador de unién (BU)
(Tris-HCl1 0.05 M PH 8.8, NaCl 0.05 M, 2-mercaptoethanol 1% (v/v) ) en columnas. Para los ensayos de
interaccién proteina-proteina se prepararon extractos crudos en BU (200 mg peso fresco/ml) y se

centrifugé a 11920g durante 15 min. a 4 °C. Con un hisopo se removié la pelicula de lipidos. Estos
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extractos se aplicaron a las matrices de afinidad Affigel-RNasa y se colecto la fraccién de proteinas no
unidas. Las columnas se lavaron con 10 vol. cama del BU agregando 1% de Tween-20.

La elucién de las proteinas se llevé a cabo con 1.5 ml de glicina 0.01 M pH 2.8, NaCl 0.01 M y
precipitadas con 2.5 vols. de acetona durante toda la noche a -20 °C. Las muestras fueron
centrifugadas a 20146g a 4 °C y el botén fue resuspendido en 30 pl de agua. Para desnaturalizarlo, se
afiadieron 30 pl de amortiguador de carga para SDS, calentandose por 3 min. a 94 °C para analizarlo

en geles de poliacrilamida al 12.5 %.

Andlisis filogenético

La secuencia de varias plantacianinas fueron alineadas utilizando el programa Clustal X (Thompson et
al., 1997). Basados en este alineamiento, se construyé un arbol filogenético utilizando el método de
“neighbour-joining” (Saitou y Nei, 1987). Se llev6é a cabo una prueba estadistica basada en 1000
réplicas de bootstrap. El analisis filogenético se concluy6é usando el programa MEGA version 2.0

(Kumar et al., 2001).
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Resultados
Napll es una proteina de aproximadamente 11 kDa que es retenida especificamente junto con otras

glicoproteinas de extractos estilares en una columna de Affigel unida a S-RNasa como ligando.
Mediante un protocolo de purificacién, basicamente por cromatografia de intercambio i6nico fue
posible purificar parcialmente a Napll, la cual eluy6 de la resina con un amortiguador a pH 10.0,
denotando su caracter bésico.

Dada la poca informacién acerca de Napll en estilos de N. alata, fue preciso retomar su purificacién
haciendo modificaciones al método reportado por Cruz-Garcia ef al. (2005), con 3 propositos: 1)
obtener fracciones de Napll con un aceptable grado de purificacién para utilizar a Napll como
antigeno y generar anticuerpos policlonales contra ésta; 2) confirmar que el cDNA clonado

previamente de Napl1 era el correcto y 3) analizar sus patrones de expresién en N. alata.

Purificacion de Napll a partir de estilos maduros de N. alata
La purificacién parcial de pll descrita por Cruz-Garcia et al. (2005) resulta en la obtencién de

fracciones donde Napll co-purificaba con proteinas de alto peso molecular que fueron identificadas
por inmunodeteccién como las glicoproteinas 120K, NaTTS y PELPIIL

En esta investigacién, para facilitar la purificaciéon de Napll de estilos de N. alata, se modifico el
protocolo de purificacién. Uno de los cambios fue utilizar un extracto crudo (EC) de estilos maduros
de N. alata BT en lugar de estilos provenientes de plantas de N. alata Al, ya que esta linea es
autocompatible, puesto que no expresa a la S-RNasa, una proteina de alta abundancia en el estilo (15-
30% de la proteina total de este 6rgano) (Anderson ef al., 1989). Ademas de la modificacién anterior,
los EC de estilos de esta variedad fueron unidos a SP-Sepharosa (resina cationica) y la fraccién unida
especificamente fue recuperada al aplicar un gradiente de NaCl (0.1 - 1 M). Los resultados obtenidos
de esta nueva purificacién se muestran en la figura 1. Como se puede ver en esta figura las fracciones
proteicas que eluyeron con 0.4 y 0.5 M de NaCl contienen una proteina con masa molecular similar a
la de Napll y una fraccién altamente enriquecida puede obtenerse al desalar con la columna
EconoPac 10DG. Sin embargo, en ninguna fraccion se observé a la proteina Napll pura, ya que en

todas las fracciones se distinguen proteinas de alto peso molecular.
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123 123 123

Figura 1. Purificacién parcial de la proteina Napll a partir de estilos maduros de N. alata BT.
Patron electroforético de las fracciones de proteinas estilares después de incubar el extracto crudo
con la resina SP-Sepharosa y eluir con diferentes concentraciones de NaCl. Las proteinas fueron
fraccionadas electroforeticamente en geles de poliacrilamida al 15 %, los cuales fueron tefiidos con
nitrato de plata. PM, marcador de peso molecular; NU, fase no unida a la resina SP-Sepharosa, 1)
primeros 3 ml eluidos de la columna para desalar, 2) siguientes 4ml colectados y 3) altimos 8 ml
obtenidos de la elucién.

Para eliminar estas proteinas contaminantes, se realizé una filtracién molecular utilizando un cartucho
centricén con capacidad de exclusiéon de 50 kDa. Las fracciones empleadas en este paso fueron
aquellas correspondientes a los 8 ml colectados después de desalar las fracciones eluidas con 0.4 y 0.5
M de NaCl.

En la figura 2 se observa el resultado de este experimento. Contrario a lo esperado, Nap11 fue retenida
tanto en la fracciéon correspondiente a proteinas de masa molecular menores a 50 kDa, como en la de
proteinas con masa molecular mayor de 50 kDa. Sin embargo, como se puede observar en la figura 2,

en ambas fracciones se presentan proteinas de alto peso molecular.

De la fracciéon menor a 50 kDa proveniente del paso de filtracion molecular y después de su
separacion electroforética por SDS-PAGE, la banda proteica con masa molecular similar a Nap11 (Fig.
2) fue recuperada del gel y homogeneizada con adyuvante de Freud para ser inyectada a un conejo e

inducir la formacion de anticuerpos policlonales.

Validacién de los anticuerpos anti Napll
Los anticuerpos anti Napll fueron evaluados por su capacidad de reconocer a la proteina de

alrededor de 11 kDa retenida en la columna de S-RNasa. Para esto, se construyé una matriz de

afinidad en donde el ligando fue la Sci0-RNasa, como estéd descrito en Cruz-Garcia et al. (2005). Por la
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columna Affigel-Scio-RNasa se pasé un EC de N. alata Sc10Scio y se recuperd la fracciéon de proteinas
retenidas especificamente a la columna. El resultado se muestra en la figura 3, en donde se observa
que el anticuerpo reconoce a Napll en el EC y en la fraccion unida a la Scio-RNasa. Por otro lado, la
identidad de Napll se confirmé con su secuenciacion por espectrometria de masas (Fig. 8). Estos

resultados indican que los anticuerpos reconocen especificamente a Nap11.

Centricén
kDa  MP EC >50 <50

Figura 2. Napl1 copurifica con fracciones de alto peso molecular. Las proteinas fueron fraccionadas
electroforeticamente en geles de poliacrilamida al 15 % y posteriormente tefiidos con nitrato de
plata. En este experimento la filtracion molecular se realizé6 utilizando una matriz con exclusion
molecular de 50 kDa. >50, fraccién correspondiente a proteinas mayores de 50 kDa. <50, fraccion
correspondiente a proteinas menores de 50 kDa.

EC NU U EC NU U

- <+
(&) (B)

Figura 3. El suero anti Napll reconoce especificamente a la proteina de aproximadamente 11 kDa
del EC que se une a la Sci-RNasa. Tanto las fracciones no unidas y retenidas especificamente
fueron separadas electroforéticamente por medio de SDS PAGE. 12.5 %. El gel fue transferido a
membrana de nitrocelulosa para inmunoanalisis por réplica en Western con el suero anti Nap11
(1:1000). (A) SDS-PAGE teiiido con nitrato de plata (B) Inmunodeteccién anti Napll. EC, Extracto
Crudo; NU, Fracciéon no unida a la columna; U, Fracciéon unida a la Scp-RNasa.
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Resultados

Confirmado lo anterior, se hizo un ensayo tipo Western usando el suero anti Napl1 de las fracciones
obtenidas de la purificacién parcial de Napll visualizadas en la figura 1. Los resultados se muestran
en la figura 4. Se observa que el anticuerpo detecta la misma proteina de bajo peso molecular
purificada que se utiliz6 como antigeno para inmunizar a los conejos.
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Figura 4. Inmunodeteccién de Napll en las fracciones semipurificadas por cromatografia de
intercambio idnico eluidas con 0.4 y 0.5 M de NaCl en los ultimos 8 ml de la elucién. La
inmunodeteccién se llevé a cabo por ensayo tipo Western empleando el anticuerpo contra Nap11.
UN, fraccién no unida.

De igual manera, las fracciones recuperadas de la cromatograffa de intercambio i6énico donde se
inmunodetect6 a Napll fueron sometidas a una ultrafiltracién molecular mediante un cartucho de
centricén (corte mayor a 50 kDa), corroborando que Napll se encuentra tanto en las fracciones con

masas moleculares aparentes < 50 kDa y > 50 kDa. (Figura 5).

Centricon
MP >50 <50

Figura 5. Inmunodeteccion de Napl1l en fracciones obtenidas por filtracién molecular. >50, fraccion
correspondiente a proteinas mayores de 50 kDa; <50, fraccion correspondiente a proteinas menores
de 50 kDa.
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Para verificar que el poro del cartucho del centricén estuviese funcionando de manera adecuada y que
ademads los resultados anteriores se reprodujeran de la misma forma en estilos de N. alata Al, se
prepar6 un nuevo extracto empleando estilos maduros de una planta Al de N. alata S1055105. Este nuevo
extracto fue semipurificado por cromatografia de intercambio i6nico y ultrafiltracion, obteniendo al
final dos fracciones: la fraccién con proteinas mayores a 50 kDa y la fraccién con proteinas menores a
50 kDa. Ambas fracciones fueron analizadas por ensayo tipo Western utilizando anticuerpos contra
las glicoproteinas de alto peso molecular NaTTS, 120K, Sis-RNasa y contra Napll. Cabe mencionar,
que las primeras dos glicoproteinas tienen un peso molecular entre 70-120 kDa, dependiendo del
grado de glicosilacion, mientras que la Si3-RNasa y Napll presentan pesos inferiores a 50 kDa (32 y
10.5 kDa, respectivamente).

Las proteinas NaTTS y 120K fueron inmunodetectadas en la fraccion correspondiente a su peso,
mientras que la Si05-RNasa y Nap11 se identificaron en ambas fracciones. Estos resultados se muestran
en la figura 6, en donde se confirman dos cosas: la primera es que la ultracentrifugacién por cartucho
de centricon esta funcionando correctamente, ya que tanto NaTTS (Figura 6B) como 120K (Figura 6D)
son retenidas en la fraccién de proteinas de alto peso molecular. El segundo punto es que Napll
(Figura 6E) y la Sios-RNasa (Figura 6C) estdn siendo inmunodetectadas de manera clara en fracciones
de peso molecular mayor a 50 kDa. Estos resultados sugieren que Nap11 es una proteina con facilidad
para asociarse con otras proteinas.

La posibilidad de Napll de formar complejos con otras proteinas se evalué mediante estudios mas
finos por cromatografia de exclusion molecular. En este experimento se utiliz6 una fraccion
proveniente de un extracto crudo de estilos maduros de N. alata S105S105, el cual fue fraccionado por un
centricon de corte molecular mayor a 50 kDa. La fraccion mayor a 50 kDa fue sometida a
cromatografia de filtracion molecular utilizando la columna Superdex 200 (resolucién entre 6,000 y
1,300 000 Da).

Los resultados de este experimento se muestran en el cromatograma de la figura 7. Aqui se aprecia
que la mayor parte de las proteinas eluyeron en un solo pico dentro de un intervalo de tiempo de 30 a
50 min., con la absorbancia a280 nm mas alta entre los 40 y 45 minutos (Figura 7A, panel izquierdo).
Este tiempo de retencién corresponde a los tiempos de elucién de un estandar de peso molecular de 25
kDa. Para determinar si Napl1 coeluye con proteinas de alto peso molecular, las fracciones 33, 42, 43 y
52 fueron transferidas electroforéticamente y sometidas a un inmunoanadlisis utilizando suero anti
NaTTS (PM= 55-110 kDa), anti Si0s-RNasa (PM= 32 kDa), anti 120K (PM= 70 a 120 kDa) y anti Nap11
(PM= 10.5 kDa). En la figura 7B se observa que todas las proteinas inmunodetectadas eluyeron en el

pico de mayor absorbancia a 280 nm (fracciones 42 y 43).
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Resultados

La proteina Napll eluy6 en la fraccién 43 junto con NaTTS, la Sis-RNasa y 120K. No obstante, si se
comparan los tiempos de retencién a los que eluyeron estas proteinas con los estdndares de PM, no
concuerda que proteinas como 120K, NaTTS y la Sios-RNasa eluyan a estos tiempos de retencion ya
que corresponden a proteinas de menor masa molecular. Estos resultados fortalecen la posibilidad de

que los complejos moleculares entre S-RNasas, 120K y Nap11 existan in vivo.
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Figura 6. Napll es inmunodetectada en fracciones de alto peso molecular junto con las
glicoproteinas Sips-RNasa, NaTTS y 120K. Las fracciones correspondientes a masas moleculares
aparentes >50 kDa y <50 kDa fueron separadas electroforéticamente por SDS-PAGE y teiiidas con
azul de coomassie (A) o transferidas a membranas de NITROCELULOSA para el inmunoanalisis
con B) anti NaTTS, C) anti S;ps-RNasa, D) anti 120K y E) anti Nap11.

Microsecuenciacion por MALDI MS/MS de fragmentos de la proteina Napl1
El ¢cDNA clonado de Napll por Cruz-Garcia et al. (2005) codifica tinicamente a los primeros 18

aminoécidos de la proteina correspondiente. Para corroborar que se trata de la misma secuencia que
codifica la proteina nativa de Napll, las fracciones obtenidas de la purificaciéon de Napll por
filtracién molecular y a partir de estilos maduros, fueron separados electroforéticamente por SDS-

PAGE vy tefiidas con azul de Coomassie. A la par, se transfiri6 un gel duplicado y se realizé una
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inmunodeteccién tipo Western utilizando anticuerpos anti Napll. La banda susceptible de ser

inmunodetectada como Napl1 fue escindida del gel tefiido con azul de Coomassie.
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Figura 7. Napll es inmunodetectada en fracciones exclusivas de proteinas de alto peso molecular
junto con NaTTS, la Sis-RNasa y 120K. La filtracién molecular se 1levé a cabo por la técnica de
HPLC utilizando una columna de exclusién molecular entre 6,000 y 1,300,000 Da. Se obtuvieron 60
fracciones de 0.5 ml cada una, las cuales fueron separadas por SDS-PAGE y Western blot. (A)
Patrones de elucion de la columna de filtracion molecular de la muestra y de los marcadores
moleculares. (B) Las fracciones aqui mostradas son la 33, 42, 43 y 52. Las flechas indican la proteina
inmunodetectada en cada caso.

La muestra fue sometida a varios lavados y después se realizé una digestion alcalina con tripsina para
obtener péptidos de Napll madura y la identificacién de éstos por espectrometria de masas (EM) en

la Universidad de Missouri-Columbia, EUA.

37



La tripsina hidroliza el extremo carboxilo de una proteina cuando el aminoacido es Arg o una Lys,
siempre y cuando el aminoacido siguiente no sea una Pro (Pappin ef al., 1993). La ocurrencia de estos
dos aminoacidos es estadisticamente alta, por lo que al emplear tripsina, se genera una amplia gama
de fragmentos, incrementando la probabilidad de identificar sin ambigiiedad una proteina, siempre y
cuando la secuencia sea conocida.

Los péptidos obtenidos fueron ionizados, separados y detectados por la técnica de MALDI MS/MS. El
resultado fue un espectro de masas que, comparado con la secuencia reportada, coincide en un 80% al
de Napl1. El i6n con mayor relacién masa : carga (m/z) en el espectro difiere del valor teérico por
exactamente 1 dalton. Lo anterior se justifica dado que bajo condiciones de digestién alcalina con
tripsina, es muy comun la conversién de los aminoédcidos Asx-Gly en un péptido a Asp-Gly, lo que
ocasiona el incremento de 1 dalton. Los iones més intensos que se observan en el espectro,

corresponden a Nap11 (Figura 8).

El cDNA de Nap11 codifica una proteina que comparte un 70% de similitud con la quimocianina de L.
longiflorum

Una vez determinado que el cDNA clonado previamente correspondia efectivamente a Napll, se
procedié a analizar la secuencia de aminoacidos de la proteina madura. Previamente, se sabia que
Nap11 pertenecia a la familia de las fitocianinas (Cruz-Garcia et al., 2005), las cuales son proteinas con
un DUC que se encuentra conservado en toda la familia. Un anélisis filogenético basado en el DUC se
muestra en la figura 9. Aqui se aprecia con una confiabilidad aceptable (valores de bootstrap mayores
a 50), que las fitocianinas forman 5 grupos claros (I-V). De manera interesante, se ve que el grupo V
incluye a las fitocianinas de un mayor ntimero de especies, comparado con el resto de los grupos que
fundamentalmente comprenden a las fitocianinas de Arabidopsis thaliana. Notablemente, el grupo V
que incluye a Napll, estd compuesto por las fitocianinas que sélo comprenden el dominio de unién a
cobre, sin ningtn otro dominio como el de modificacién por GPI que presentan las estelacianinas (van
Gysel et al., 1993; Borner et al., 2002). Napll tiene una similitud del 70% con la quimiocianina de L.
longiflorum, la cual se ha demostrado que funciona como un agente quimiotactico in vitro para el
crecimiento de tubos polinicos y cuya sobreexpresion en A. thaliana afecta al crecimiento del TP in vivo

(Kim et al., 2003; Dong et al., 2005).
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Figura 8. Los péptidos coinciden con los deducidos del cDNA de Napll. (A) Comparacién de la
secuencia del cDNA de Napll con los péptidos obtenidos por MALDI MS/MS derivados de la
proteina madura de Napll. En negritas se encuentran los péptidos obtenidos después de la
digestion alcalina con tripsina. Los nimeros indican 10ﬁlores teéricos parg,cada péptido. Los
asteriscos sefialan el DUC % ; el recuadro sélido el NH; ; péptido sefial :...:. (B) Espectro de
MALDI de Napll. Se muestran los valores experimentales del espectro de Nap11.

39



CBPCucumber V
BAB90115 2CBP At2g02850
Osativa

Cicerarietinum

AT5G20230
v CAA10134
71 Napll
Armoraciarusticana AAK55122
A55827
\ 76 S.oleracea
Pinustaeda CAA34254
AAF75824
O.1

Lily
P60496

Osativa3

BAD25217
L.esculentum
AAF66243
AT5G0747
AT2G3230
Ipomoeanil
BAA90481
Cucurbitapepo
AT3G60280 P80728
AT5G26330
AT3G60270
1
11T AT2G26720

AT2G44790

AT2G31050
AT3G27200 ATIG72230 AT1G22480

II

Figura 9. Arbol filogenético de la familia de las fitocianinas. El andlisis se hizo utilizando el
programa Mega 2.0 (Kumar et al., 2001) mediante el método de Neighbor Joining (Saitou y Nei,
1987) con 1000 réplicas de Bootstrap.

Patrén de expresion de Napl1 en plantas de N. alata.
Nap11 es una proteina especifica de estilos de N. alata. Se prepararon extractos crudos de diferentes

6rganos maduros de N. alata (tallo, hoja, sépalo, pétalo, antera, estigma, estilo y ovario). En la figura 10
se observa que el anticuerpo anti Napll sélo detecta a Napl1 en el pistilo. En este 6rgano, la sefal de
Napll es mayoritaria en el estigma, disminuyendo progresivamente hacia la region del ovario.

Una de las caracteristicas que se ha observado en las proteinas que participan en la polinizacion es que
se expresan al final del desarrollo del pistilo. Sin embargo, la expresién de Napll es diferente, ya que

esta fitocianina esta presente desde etapas muy tempranas del desarrollo de los pistilos (figura 11),
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permaneciendo sin fluctuaciones importantes hasta el final de su desarrollo. Al contrario de Nap11, la

expresion de la S-RNasa va en aumento hacia el final del desarrollo del estilo con la mayor

abundancia en estilos maduros de flores recién abiertas (McClure et al., 1999).
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Figura 10. Napll es una proteina exclusiva del pistilo y se expresa en forma de gradiente. Se
separaron electroforeticamente por SDS-PAGE 15 pg de proteina total de cada érgano y fueron
transferidos a una membrana de nitrocelulosa para ser inmunoteiiida con el anticuerpo contra
Napll.
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Figura 11. Napll se expresa desde etapas tempranas del desarrollo en estilos de N. alata. Se
colectaron pistilos en diferente grado de maduracion, los cuales fueron divididos en 5 categorias
segtn su longitud: I= 0.5-1 cm II=1.1-2.5 cm III= 2.6-3.5 cm IV= 3.6-5.0 cm V=15.1-6.0 cm. Quince [Ig
de proteina total de cada etapa de desarrollo fueron fraccionadas electroforéticamente por SDS-
PAGE vy transferidas a membranas de nitrocelulosa para su inmunoanalisis por ensayo tipo
Western con el anticuerpo anti Napll. (A) Tinciéon con azul de Coomassie, (B) Réplica en Western
usando anti Nap11.

La expresién de Napll no cambia con la polinizacién de estilos. Se prepararon extractos proteicos de
estilos de N. alata polinizados manualmente por 24, 48 y 72 h. En la figura 12 se muestran los
resultados de la inmunodeteccion, observando que la cantidad de Napll no se ve alterada por la

polinizacion.
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Figura 12. Expresion de Napll durante la polinizacion de N. alata. Se llevaron a cabo tres
polinizaciones manuales utilizando el polen de una planta AC de N. alata. Los estilos se colectaron
a 24,48 y 72 h. Veinte pg de proteina total fueron separados por SDS-PAGE y transferidos a una
membrana para su inmunodeteccion con el anticuerpo anti Nap11.

Napl1 es una proteina de matriz extracelular del tejido de transmision
En la secuencia de aminoécidos codificada por Napl1 se predice un péptido sefial de 20 aminoacidos

a través del algoritmo Signal P (Nielsen et al., 1997; Henrik et al., 2004). El sitio de corte se predice
entre los aminoacidos Ala 26 y Ala 27. Después del sitio de corte predicho por SignalP el primer
aminodacido es la alanina, el cual corresponde al primer aminoécido de la proteina Napll madura
segin los resultados de su microsecuenciacién (Cruz-Garcia ef al., 2005). Estos datos sugieren
fuertemente que Napll podria ser una proteina de matriz extracelular (MEC) del tejido de
transmision (TTS) del estilo. La localizacién de Napll en la MEC del TTE, podria directamente
evaluarse con una inmunolocalizacién in situ. Sin embargo, el suero anti Napll presenta reaccién
cruzada con otras proteinas de alto peso molecular (Figuras 3 y 5). Para evitar esto y brindar una
evidencia de su localizacion extracelular, se siguié un protocolo que permitiera extraer proteinas de
MEC de una manera secuencial, cambiando las concentraciones de sales en el amortiguador de
extraccion (Wu et al., 2000).

Por tal motivo, estilos de N. alata fueron cortados longitudinalmente y sumergidos en un
amortiguador de extraccién bajo en sales. En este primer paso se recuperaron las proteinas mas
solubles de la MEC; después los estilos fueron pasados a un amortiguador con mayor concentracién
de sales, el cual libera a las proteinas mas fuertemente unidas a la pared celular. Finalmente, se agregé
al amortiguador de extraccién un detergente (Tritén X-100) y el tejido fue triturado con nitrégeno

liquido para recuperar todas las proteinas restantes.

En la figura 13B se aprecia que Napll eluye tanto en la fraccién de bajo y alto contenido en sales

(carriles B1 y B2), pero no en la fracciéon enriquecida con proteinas citoplasmaéticas (carril B3). El perfil

42



de elucién de Nap11 coincide con el de la S-RNasa y NaTTS, las cuales se encuentran mas abundantes
en la fraccién B1 (Figura 13). De esta forma, los resultados permiten concluir que es muy probable que

Napll sea una proteina de MEC.
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Figura 13. Nap11 se inmunodetecta en la fraccion soluble de la MEC de estilos de N. alata. (A) SDS-
PAGE de los diferentes pasos de la extraccién: B1, Tris 100mM pH 8; B2, Tris 40 mM +NaCl 400
mM pH 8; B3, B2 +Tritén X-100 1%. (B) Inmunodeteccién de Napll, (C) de NaTTS y (D) de la Sios-
RNasa.

Napl1 se expresa en plantas A y AC
El proceso de incompatibilidad sexual se puede dividir en autoincompatibilidad (rechazo del polen

propio) e incompatibilidad interespecifica (IE; rechazo de polen de diferentes especies). En Nicotiana,
Murffet et al., (1996) comprobaron que en ambos tipos de incompatibilidad, las S-RNasas participan en
el rechazo del polen; sin embargo, en la IE también el polen puede ser rechazado de manera
independiente al locus S. Para evaluar la distribucién de Napl1 en diferentes especies de Nicotiana, se
prepararon extractos crudos de N. alata 110-18 (Al), N. alata BT (AC), N. forgetiana (Al), N. glauca (AC),
N. longiflorum (AC), N. tabacum (AC) y N. bonaerensis (AI) los cuales fueron separados
electroforéticamente por SDS-PAGE e inmunodetectados por ensayo tipo Western usando anticuerpo
contra Napll.

La figura 14 muestra los resultados de la inmunodetecciéon donde es posible observar que Napll se
expresa tanto en especies Al como en AC. El nivel de expresion de Napll es constante en todas las
especies evaluadas, excepto en N. bonaerenses, en el que se observa una baja sefial (Figura 14 B), a

pesar de haber cargado aproximadamente 10 ug de proteina de cada especie (Figura 14A).
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Figura 14. Nap11 se expresa en especies AC y Al de Nicotiana. En (A) se muestra el SDS-PAGE del
EC de 6 especies distintas de Nicotiana. (B) Inmunodeteccion de Napll en especies de Nicotiana.
Especies AlL: N. bonaerensis, N. forgetiana, N. alata.

Purificacion de Napl1 utilizando estilos jévenes de N. alata
Con la intencién de mejorar la purificacién de Nap11, se aplic6 una nueva estrategia utilizando estilos

inmaduros de N. alata de 0.3-0.5 cm de longitud, que se designard como la etapa I del desarrollo del
estilo. La eleccién de esta etapa se fundamenta en que las glicoproteinas identificadas de alto peso
molecular con las que Napl1 copurifica son sintetizadas en etapas de desarrollo del pistilo posteriores
(Wang et al., 1993).

La variante que sufrié el protocolo de purificacién anterior, ademds de la etapa de desarrollo del
estilo, fue que se utiliz6 un gradiente de pH que partié de 8.0 hasta 11.5, aumentando 0.5 unidades de
pH para eluir las proteinas unidas a la resina SP-Sepharosa, en lugar de emplear un gradiente de
NaCl. Esta modificacién se debe a que Napll tiene un pl teérico de 10.6. Todas las fracciones
obtenidas se analizaron por SDS-PAGE (Figura 15A) y ensayo tipo Western contra Napll (Figura
15B).

En la figura 15B se observa que la proteina Napll comienza a eluir desde pH 10.0 hasta pH 11.5,
presentando la sefial mds intensa en la fraccion correspondiente con su pl teérico (10.5). Sin embargo,
con esta estrategia tampoco se obtuvieron fracciones completamente puras de Napll, puesto que en la
fraccion donde eluy6 esta proteina también copurificaron proteinas mayores a 50 kDa. Para descartar
la posibilidad de que estas proteinas fueran 120K y/o NaTTS, la misma membrana fue lavada y

reutilizada para inmunodetectar a 120K y a NaTTS, encontrdndose que estas proteinas no son
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Resultados

sintetizadas en etapas tempranas del desarrollo del pistilo (datos no mostrados), por lo tanto se
desconoce la identidad de las proteinas que copurifican con Napll en esta etapa, aunque no se

descarta la posibilidad de que sean oligdmeros fuertemente unidos entre si de Nap11.
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Figura 15. Purificacién de Napl1 a partir de estilos en etapa I de desarrollo de N. alata BT. (A) SDS-
PAGE de las fracciones eluidas con un gradiente de pH. La tincion de proteinas se realizé con
nitrato de plata. (B) Inmunodeteccién por réplica en Western con el suero anti Napll en diluciéon
1:1000. EC, extracto crudo; NU, fraccién no unida a SP-Sepharosa.
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Discusion

La especificidad del rechazo del polen en el sistema gametofitico de las familias Solanaceae, Rosaceae
y Scrophularaceae, depende de la interaccién genética de las determinantes masculina (SLF) y
femenina (S-RNasa) (McClure et al., 1989; Newbigin et al., 1993; Kao y McCubbin, 1996; Sijacic et al.,
2004). Sin embargo, se ha demostrado que se requiere de otros factores estilares (genes modificadores,
GM) no ligados al locus S, que al igual que las S-RNasas, son transportados desde la matriz
extracelular del estilo al citoplasma de los tubos polinicos sin importar su haplotipo (Luu et al., 2000;
Goldraij ef al., 2006). Hasta el momento se han identificado por estudios de expresiéon diferencial y
funcional dos GM (HT-B y 120K), que al ser silenciados por RNA de interferencia en plantas
transgénicas de Nicotiana, producen plantas con fenotipo de aceptaciéon al polen propio (McClure et al.,
1999; Hancoock et al., 2005). Tanto HT-B como 120K son GM del tipo II, es decir, s6lo participan en la
respuesta de Al, pero no en otros procesos de interaccién polen-pistilo (McClure et al., 2000). No
obstante, hay estudios genéticos que indican que otros GM son requeridos para que el rechazo del

polen se lleve a cabo de manera adecuada (Cruz-Garcia comunicacion personal).

Una de las alternativas experimentales para identificar estos GM, fue usar un protocolo de interaccion
protefna-proteina in vitro. Esta estrategia consistié en evaluar las interacciones fisicas entre proteinas
estilares y la S-RNasa, mediante cromatografia de afinidad, donde el ligando fue la Scio-RNasa. Las
proteinas en interaccién mds conspicua fueron inmunoidentificadas como: NaTTS, 120K y PELPIIL.
Ademas de éstas, una proteina de masa molecular aparente de 11 kDa (Napll) fue repetidamente
retenida en la columna de afinidad (Cruz-Garcia et al., 2005). Todas estas proteinas, a excepcion de
Napl11, se ha demostrado que interaccionan directamente con el tubo polinico en Nicotiana (Cheung et

al., 1995; Wuu et al., 1995, 2000; Bosch et al., 2003; de Graaf et al., 2003).

La proteina Napll resulté ser una proteina no descrita en estilos de N. alata y sélo se sabfa por
estudios preliminares, que podria estar relacionada con la familia de las fitocianinas (Cruz-Garcia et

al., 2005).

Para profundizar mas en el conocimiento de Nap11 y su posible papel en procesos de polinizacién, en
este trabajo se intenté purificar a homogeneidad a Nap11 a partir de estilos maduros de N. alata. Sin
embargo, de todos los protocolos probados aqui, siempre se obtuvieron fracciones de Napll
copurificando con otras proteinas, algunas de ellas inmunoidentificadas como NaTTS, 120K y la S-

RNasa (Fig. 6, 7).
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Las modificaciones que se realizaron al protocolo de purificacién utilizado por Cruz-Garcia (2005)

dieron como resultado fracciones mas puras de Napll en un menor nimero de pasos de purificacion.

Por otro lado, las ultracentrifugaciones realizadas con cartucho de centricén con corte de 50 kDa no
son del todo confiables ya que en la fraccién correspondiente a proteinas menores de 50 kDa se
observan proteinas de mayor masa molecular a la esperada, sin embargo, nunca se inmunodetectaron

en esa fraccion a 120K ni a NaTTS (Fig. 6).

La posibilidad de la existencia in vivo de los complejos entre Napll y las demas glicoproteinas
estilares se explor6 por cromatografia de filtracién molecular utilizando la técnica de HPLC (Fig. 7). Se
encontr6 que Napll coeluye de la columna en los mismos tiempos de retencién donde se
inmunodetecta la S-RNasa, NaTTS y 120K. De acuerdo con estos resultados, se sugiere que: 1) es
posible la existencia in vivo de estos complejos y 2) que los complejos se forman en ausencia de la S-
RNasa. De esta manera, contrastando nuestros resultados con los de Cruz-Garcia et al. (2005) se
podria sugerir que las proteinas 120K. NaTTS y Napll que son retenidas en la columna de afinidad
affigel-S-RNasa, ya vienen asociadas como lo demuestran los datos de filtracién molecular cuando se
utiliz6 un extracto crudo de proteinas estilares de N. alata BT (Fig. 2). De acuerdo con esto, se
consideramos que los complejos (120K-NaTTS-Napll) se pueden retener en la columna de S-RNasa,
porque en su forma natural en plantas Al, la S-RNasa es parte de los complejos, como lo demuestran
nuestros resultados de filtracion molecular (Fig. 7). Sin embargo, no se descarta la posibilidad de que

Napl11 se esté asociando con otras proteinas atin no identificadas.

Napl1 es una fitocianina

En su secuencia de aminoécidos, Napll incluye una sefial hacia el extremo amino terminal que se
predice codifica un péptido sefial de 26 aminoacidos con el sitio de corte entre la Ala 26 y la Ala 27
(Henrik ef al., 2004). De esta manera, la secuencia de la proteina de Napll madura inicia con la Ala.
Otro dato que refuerza su localizacién subcelular son los datos del fraccionamiento de proteinas de la
matriz extracelular (MEC) del estilo. Las extracciones secuenciales del estilo sefialan que Napll se
detecta en las fracciones mas solubles de la MEC, junto con la S-RNasa. Este es un resultado que coteja
bastante bien con la localizacion extracelular de la mayoria de las fitocianinas de Arabidopsis y de otras
especies. Las fitocianinas se caracterizan por ser proteinas que unen cobre a través de dos His, una
Cys y una Met en el dominio de unién a cobre (DUC) (Nersissian et al., 1998). El DUC presenta una
estructura terciaria con una superficie comtn formada por 4 residuos de aminoacidos (Asp, Tyr/Phe,
His/Tyr y Lys), que se piensa estd involucrada en interacciones proteina-proteina. Estos 4 residuos se

encuentran conservados a excepcion de la Tyr en la secuencia de Napll y al igual que en toda la
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familia de fitocianinas, ésta es una zona que se encuentra expuesta al solvente (Greene et al., 1998).

Hasta el momento, se desconoce si el DUC de Nap11 es funcional.

El anélisis filogenético (Fig. 9) evidencié que Nap1l presenta un 70% de similitud con una proteina de
Lylum longiflorum (lili), la cual por su capacidad de atraccién de tubos polinicos in vitro, fue llamada
quimiocianina (Kim et al., 2003). En lili, esta proteina se expresa en varios 6rganos de la planta, pero
con preferencia en los ovarios, a diferencia de Napll que es especifica del estilo y con una expresién
primordial en el estigma en N. alata (Fig. 10). No sabemos si Napll presenta actividad de
quimiocianina como la quimiocianina de lili, ya que no hemos podido purificarla a homogeneidad y
evaluar si posee o no actividad quimiotactica. Si contrastamos nuestros resultados con los de Kim et al.
(2003), deducimos que si Napll tuviera actividad de quimiocianina, ésta no seria la tinica responsable
de la atraccién de los tubos polinicos al ovario en N. alata, ya que nuestros datos demuestran que al
menos podria estar asociada con la proteina NaTTS, la cual se ha probado que es un atrayente de
tubos polinicos tanto en estilos de N. alata (Wu et al., 2000) como de N. tabacum (Cheung et al., 1995).
No obstante, a nuestro juicio no queda claro si la quimiocianina de lili es la tnica proteina
responsable de la atraccién de los tubos polinicos, ya que al igual que en N. alata no se ha purificado a
homogeneidad (Lord, comunicacion personal). Lo que si se ha probado es que la sobreexpresién de un
ort6logo de la quimiocianina en Arabidopsis thaliana provoca severas alteraciones en el crecimiento del

tubo polinico (Dong et al., 2005).

El anélisis de la expresiéon de Napll en N. alata sugiere que no es una proteina exclusiva de Al, ya que
se expresa tanto en especies Al como en AC (Fig. 14); ademas, su expresion no se induce por
polinizacién (Fig. 12) ni aumenta durante el crecimiento del estilo (Fig. 11). Estas caracteristicas
sugeririan que Napl1 pertenece al tipo III de genes modificadores, dado que puede estar participando

tanto en las interacciones polen-pistilo como en algtin otro proceso.

A las fitocianinas se les ha encontrado modificando su expresion bajo diferentes procesos fisiologicos,
tales como estrés por calor, la infeccién por patégenos (Mori y Schroeder, 2004) y recientemente en el

crecimiento del tubo polinico (Dong et al., 2005).

El anélisis de la expresiéon de Napll en N. alata sugiere que no es una proteina exclusiva de Al, ya que
se expresa tanto en especies Al como en AC (Fig. 14); ademas, su expresion no se induce por
polinizacién (Fig. 12) ni aumenta durante el crecimiento del estilo (Fig. 11). Estas caracteristicas
sugeririan que Napl1 pertenece al tipo III de genes modificadores, dado que puede estar participando

tanto en las interacciones polen-pistilo como en algtin otro proceso.
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A las fitocianinas se les ha encontrado modificando su expresién bajo diferentes procesos fisiolégicos,
tales como estrés por calor, la infeccién por patégenos (Mori y Schroeder, 2004) y recientemente en el

crecimiento del tubo polinico (Dong et al., 2005).

Posible papel de Nap11 en las interacciones polen-pistilo
Dadas las caracteristicas de Napll existen varias posibilidades de como esta proteina podria estar

funcionando en procesos de polinizacién:

1) Napll podria tener actividad quimiotactica como la quimiocianina de Lili; sin embargo, con los
datos que contamos solo se puede decir que Nap11 sélo podria contribuir en parte a esta actividad, ya

que se asocia con NaTTS, una proteina abundante que claramente atrae a los tubos polinicos.

2) Podria funcionar como acarreador de la S-RNasa o 120K para interaccionar con el tubo polinico e
ingresar a su citoplasma donde la reaccién del rechazo del polen debe ocurrir. En cualquiera de estas
opciones Napll deberia interaccionar con algtin componente de la superficie del tubo polinico, como
una proteina, lo cual es muy plausible porque Napll posee el DUC que se ha sugerido tiene muchas

posibilidades de interaccionar con otras proteinas.

3) Por su capacidad de unir cobre en su superficie podria estar participando en reacciones redox en la
MEQC, ya que a otras plantacianinas se les ha involucrado en el estallido oxidativo durante el ataque de
patégenos (Guss, et al., 1996; Einsle et al., 2000; Niersissian et al., 1988). El estallido oxidativo permite la
acumulacién de especies reactivas de oxigeno (ERO), las cuales pueden inhibir el ataque de patégenos
(Peng y Kuc, 1992) actuando como un microbiocida o restringiendo la penetracion de patégenos
promoviendo el entrecruzamiento de glicoproteinas de pared celular (Bradley et al., 1992), o por la
induccién de la expresion de genes de defensa (Desikan et al., 2001) y por la activacion de la sintesis de
acido salicilico (Leén et al., 1995). Al parecer, las ERO activan segundos mensajeros a través de la

activaciéon de canales de Ca2+ en la membrana celular.

En pelos radicales (Foreman et al., 2003) y estomas (Pei ef al., 2000). Una de las ERO que se ha
reportado activan a los canales de calcio de membranas plasmaticas es el Hy O, acumulado en la matriz

extracelular de células vegetales.

Las ERO pueden producirse y acumularse en la MEC por la accién de la NADPH oxidasa (NOX)
membranal (Lamb y Dixon, 1997). Esta enzima produce -O%, que rapidamente dismuta a HxO,. El
peroxido de hidrégeno es la mas estable de las ROS y puede difundir las membranas celulares a través
de canales de agua (Henzler y Steudle, 2000). El H,O, forma -OH en la presencia de metales de

transicién como el fierro y el cubre por la reaccién de Fenton (Halliwell y Gutteridge, 1999).
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(Como se acoplan las ERO, la NOX y el crecimiento polar en las células? La evidencia que
parcialmente podria responder esta pregunta viene de la mutante rhd2 de A. thaliana que es defectuosa
en la toma de Ca?* (Foreman ef al., 2003), lo que afecta la expansion celular. Las mutantes presentan
pelos radicales muy cortos. El gen afectado en esta mutante codifica una NADPH oxidasa.
Tratamientos de esta mutante con ROS parcialmente suprime el fenotipo de la mutante y estimula la
hiperpolarizacién de la membrana plasmaética activada por los canales de Ca?*. Esto indica que la
NOX controla el desarrollo por la generacién de ROS que regulan la expansién celular mediante la
activacién de los canales de Ca?*. Estos resultados son de suma trascendencia si se considera que el
tubo polinico es también una célula en expansion con crecimiento polar y que se requiere un gradiente
de Ca?* en el dpice para su crecimiento (Malho et al., 2000; Hepler et al., 2001). De esta manera,
podriamos hipotetizar que el Cu2* de Napl1 estuviera participando en la producciéon de -OH, por la
reaccién de Fenton, a partir del -O>- producido por una supuesta NOX ubicada en la membrana
celular de los tubos polinicos, lo cual a su vez activaria canales de Ca2* que promovieran su

crecimiento polar.
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Conclusiones

1.

La secuencia de aminoacidos revela que Napl1 es una fitocianina con un 70% de similitud con
otra fitocianina llamada quimocianina de L. longiflorum.

Al parecer, Napll es una proteina de secrecion exclusiva del pistilo y cuya expresion es
continua desde etapas muy tempranas del desarrollo.

Napl11 es capaz de unirse a glicoproteinas de mayor peso molecular como 120K y NaTTS.
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Perspectivas
@ Evaluar si Napl1 interacciona con proteinas otras proteinas del estilo y/o del tubo polinico.

@ Esclarecer el papel fisiologico de Napl1l en la polinizacién de N. alata utilizando la técnica de
RNA de interferencia.
@ Realizar ensayos de quimiotactismo para probar si Napll posee las mismas propiedades que

la quimiocianina de L. longiflorum.
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Apéndice A
Cuadro de purificacioén de la Syps-RNasa

Se parti6 de 1 g de tejido de estilos de N. alata S105S105 congelados.

Muestra mg de proteina total Porcentaje
Homogenado 9.640 100
Cromatografia de intercambio 1.600 16.59

iénico, resina CM-Sepharosa.

Elucién con 0.175M de NaCl.

Desalada 0.944 9.79
Cromatografia de intercambio 0.372 3.85
iénico, resina SP-Sepharosa.

Elusién con 0.12M de NaCl.

Ultrafiltracion utilizando un 0.072 0.74
cartucho de centricon. Fraccion

<50 kDa

Ultrafiltracion utilizando un 0.06 0.62
cartucho de centricon. Fraccion

>10 kDa

Rendimiento 0.05 0.51

Cuadro de purificacién parcial de Napl1

Se parti6 de 1.5g de tejido de estilos de N. alata cultivar BT congelados.

Muestra mg de proteina total Porcentaje
Homogenado 10.91 100
Cromatografia de intercambio 0.604 5.53
ionicoElusion con 0.4 M de

NaCl

Elusion con 0.5 M de NaCl 1.22 11.18
Fraccion >50 kDa 0.119 1.09
Fraccion <50 kDa 0.034 0.311
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