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RESUMEN

Los sistemas de incompatibilidad estan presentes en la mayoria de las angiospermas, esto permite que se
genere mayor diversidad genética al restringir el proceso de fecundacion. Nicotiana alata es una planta
que presenta un sistema de autoincompatibilidad gametofitico (GSI). Este sistema es controlado
genéticamente por un locus multialélico conocido como el locus S el cual contiene a la determinante
femenina (S-RNasa) y a la determinante masculina (SLF/SBF) quienes dirigen el rechazo del polen.

Ademas de las determinantes de especificidad (SLF y S-RNasa), para que ocurra la respuesta de rechazo
del polen satisfactoriamente se requiere de los productos de genes modificadores expresados en el estilo.

Uno de ellos es el gen de la proteina HT-B, la cual es una proteina de secrecién especifica del estilo con una
masa molecular de 8.2 kD. Cuando HT-B es silenciada técnicamente, en Nicotiana alata vy
Lycopersicom esculentum con RNAi y RNA antisentido, las plantas transgénicas resultantes pierden la

capacidad de rechazar el polen propio. Ademas, se sabe que en cruzas compatibles HT-B es degradada en
los tubos polinicos por una proteina hipotética, evidenciando que la presencia de HT-B es necesaria para el
rechazo del polen. En esta investigacion proponemos que la estabilidad de HT-B, o cualquier otra funcion

que HT-B lleve a cabo en el tubo polinico, depende de su interaccion fisica con proteinas del TP. Por lo

tanto, nuestro objetivo consistié en investigar las interacciones fisicas entre HT-B y proteinas del polen de N.
alata. Para identificar los factores que interaccionen fisicamente con HT-B, se realiz6 la técnica del doble

hibrido en Saccaromyces cerevisiae, utilizando una biblioteca de cDNA de polen, que se tamiz6 con la
proteina HT-B como anzuelo. El ensayo revel6 que la proteina HT-B interacciona con diferentes proteinas del
polen. Una de estas interacciones fue caracterizada mas a fondo encontrdndose que HT-B interacciona con
un fragmento de la cadena pesada de una proteina motora tipo cinesina de Arabidopsis thaliana y

Gossypium hirsutum. En el trabajo se confirma que la interacciéon entre HT-B y la cinesina en S.

cerevisiae es real al ser corroborada en ensayos de doble hibrido y de apareamiento. Asimismo se
encontrd que la expresion de la cinesina no es especifica del polen, y que el tipo de cinesinas con las que
comparte identidad pertenecen a la familia Kinesin-14, las cuales caminan hacia el extremo negativo de los
microtubulos que es el lado opuesto al crecimiento del tubo polinico, de esta manera se propone que la
interaccién entre HT-B y la cinesina dirigen el transporte retrogrado de las S-RNasas hacia el reticulo

endoplasmico de acuerdo al modelo propuesto por McClure, (2006).



ABP
Al

AC

BT
cDNA
cDNAds
COPI
COPII
DEPC
DF
DO
DM
DNA
dNTP’s
DTT
GM
GST
IPTG
KAPP
KHC
KLC
MAP
MAPK
MAT
MIP-MOD
MLPK
MMLV
MTCO
PCD
PCR
PSV
PVC
RE

ABREVIATURAS

Proteinas asociadas a filamentos de actina (actin binding protein)
Autoincompatibilidad

Autocompatible

(Breakthrough)

Cadena de DNA complementario

DNA complementario de doble cadena

Proteinas COPI que cubren las vesiculas

Proteinas COPII que cubren las vesiculas

Dietilpirocarbonato

Determinante femenina

Densidad 6ptica

Determinante masculina

Acido desoxirribonucleico

Desoxirribonucledtidos

1,4-ditiotrietol

Gen o genes modificadores

Proteina glutation S transferasa (glutation transferase protein)
Isopropiltiogalactosido

Proteina tipo cinasa asociada a fosfatasas (kinase associated protein phosphatase)
Cadena pesada de la cinesina

Cadena ligera de la cinesina

Proteina asociada a microtubulos

Proteina cinasa activada por mitégeno

Tipo de apareamiento (mating type)

Proteina intrinseca principal (Major intrinsic protein)

Proteina tipo cinasa del locus MOD

Moloney Murine Leukemia Virus

Centro de organizacioén de microtubulos

Muerte celular programada

Reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
Vacuolas de almacén de proteinas

Compartimentos prevacuolares

Reticulo endoplasmico



RNA
ScHT-B
SCP
SCR

Sl

SIE
SIG
SLF
SRK
SNARE

SMARTIII
TP
t-SNARE
TPR
v-SNARE
Y2H

Acido ribonucleico

Proteina HT-B de Solanum chacoense

Complejo Skpl1/Cullin 6 CDC53/F-box

Proteina rica en residuos de cisteina del locus S
Sistema de incompatibilidad

Sistema de incompatibilidad esporofitico

Sistema de incompatibilidad gametofitico

Determinante masculina, proteina del locus S con caja F
Receptor tipo cinasa del locus S

Receptor de atraccién sensible a N-etilmato-imido (N-ethylmate imide-sensitive
attachment receptor)

Switching Mechanism at 5"end of RNA Transcript

Tubo polinico

Proteina SNARE de la membrana blanco

Repeticiones tetratricopeptido

Proteina SNARE de la vesicula

Ensayo de doble hibrido



INTRODUCCION

A lo largo de la evolucibn de las angiospermas, han aparecido sistemas de
autoincompatibilidad (Al) que les permiten prevenir la autofecundaciéon y promover la
diversidad genética en las especies. La Al es un mecanismo por el cual el pistilo puede distinguir
y rechazar su propio polen mediante interacciones moleculares célula-célula (de Nettancourt,
1977).

La Al es clasificada en dos sistemas.- sistema de incompatibilidad esporofitica (SIE) y sistema
de incompatibiidad gametofitica (SIG). Se controla genéticamente por un solo locus
multialélico conocido como el locus S, el cual incluye dos unidades transcripcionales que
determinan la especificidad de la respuesta de Al tanto en el polen como en el pistilo (Silva y
Goring, 2001; Takayama e Isogai, 2005).

Nicotiana alata es una solanacea que presenta SIG. En esta familia la determinante femenina
de la Al es una glicoproteina basica conocida como S-RNasa (Anderson ¢t 4.., 1986; McClure ¢t
al., 1989; Murfett ¢t 4/., 1994). Esta proteina es especifica de estilos y se transporta desde la

matriz extracelular del tejido de transmision del estiio al interior del tubo polinico (TP),
probablemente por endocitosis y permanece en una vacuola si la cruza es compatible, no asi

en cruzas incompatibles, en las que es liberada al citoplasma (Goldraij ¢t 4.., 2006). Una vez

libre, la S-RNasa se comporta como agente citotoxico degradando el RNA del tubo polinico

(Mc Clure ¢t al., 1989; Luu ¢t 4.., 2000; Huang ¢t 4/., 1994). La determinante masculina (S(.7) es
una proteina con una caja F hacia la region del extremo amino (Entani ¢t 4/., 2003; O Brien ¢t
al., 2004; Qiao ¢t 4.., 2004). La proteina SLF se localiza principalmente en el citoplasma del TP y

cerca de la region periférica al reticulo endoplasmico (Wang y Xue, 2005). La proteina SLF

interacciona con las S-RNasas /1 vive (Qiao ¢t al., 2004).

Para que el mecanismo del rechazo del polen ocurra se requiere de la interaccion fisica de SLF

con la S-RNasa de manera alelo .S especifica. Sin embargo, existe evidencia que otros factores
no codificados en el locus .S son necesarios para que ocurra el rechazo del polen. Estos
factores se conocen como genes modificadores (GM) (McClure ¢t 4.., 2000).

El primer gen modificador clonado en Nicotiana alata fué H7-8 (McClure ¢t al., 1999). H7-B

codifica una proteina pequefia de secrecion de 8.2 kDa, rica en asparagina y aspartato hacia

su extremo carboxilo. La participacion de ~#7-B como GM en la Al fue demostrada cuando




este gen fue clonado y expresado en antisentido en plantas transgénicas de hibridos de A/.
plumbaginifolia X N. alata SisSios, observandose que los hibridos perdieron la capacidad de
rechazar el polen Sios (McClure ¢t 4./., 1999). Otros estudios en Lgcapfrs[wm esculentumm y
Solanwm chacoense, confirman la importancia de +7-2 en la via bioquimica del rechazo del
polen como un GM (Kondo ¢t #/., 2002-A). En la actualidad no se conoce a ciencia cierta cual
es el papel bioquimico que desempefa /7-& en la respuesta de Al; sin embargo, se sabe que

se introduce al citoplasma del tubo polinico en cruzas compatibles e incompatibles, pero en el

tubo polinico de cruzas compatibles la proteina HT-B es degradada (Goldraij ¢t 4.., 2006). No

obstante, se desconoce quien la estabiliza en cruzas incompatibles o quien la degrada en
cruzas compatibles. Datos bioquimicos muestran que HT-B no interacciona fisicamente con las
S-RNasas, aunque no se sabe silo hace con SLF.

Podrian existir dos maneras de estabilizar a HT-B en cruzas incompatibles; 1) mediante alguna
modificacién postraduccional (i. e. fosforilaciéon) 6 2) a través de la interaccién con otras
proteinas que formaran complejos con ella, las cuales podrian ser del propio polen o venir del
estilo. Lo que es un hecho es que actualmente, las Unicas proteinas estilares identificadas que
participan directamente en el SIG son: las S-RNasas, 120K, HT-B y provenientes del polen solo SLF.
El objetivo de este trabajo fue identificar proteinas del tubo polinico que interaccionaban
fisicamente con HT-B, con la finalidad de conocer factores que pudieran estabilizarla y de
conocer otros elementos del tubo polinico que estan en la via de accién de HT-B para efectuar

el rechazo del polen.




ANTECEDENTES

Generalidades de la flor

Las flores son estructuras especializadas en la reproduccién que difieren en tamafo, color, forma y
organizacion (Curtis, 2000). Estan situadas en un receptaculo en donde se unen todos los verticilos
florales (caliz, corola, androceo y gineceo). El verticilo mas externo, el cdliz, estd formado por
sépalos que constituyen la base. Junto a los sépalos crece la corola constituida por una serie de
pétalos que generalmente son de colores brillantes y que rodean a los érganos reproductivos.

El gineceo es la parte femenina en la flor. El pistilo o carpelo se compone por el estigma, el estilo y
el ovario. El estigma, se encuentra en la parte superior del estilo y estd compuesto por multiples
células secretoras que funcionan como una superficie receptiva, en la cual se deposita el polen
para germinar y desarrollar el tubo polinico (Howell, 1997). El estilo permite el crecimiento del tubo
polinico guiandolo y nutriéndolo para que crezca a lo largo del tejido de transmisién hasta alcanzar
el ovario, donde se encuentran los 6vulos, los cuales por megagametogénesis forman el saco
embrionario (gametofito femenino) compuesto generalmente por 7 células haploides, una de las
cuales es la ovocélula.

La parte masculina de la flor (androceo) esta formada basicamente por los estambres. Cada
estambre se compone de un filamento largo que culmina en el extremo superior con una antera
fértil generalmente bilobulada y tetralocular, en donde se desarrolla el polen. Las anteras tienen
cuatro sacos polinicos o microesporangios, donde se forman los granos de polen (gametofito

masculino) como producto de la microesporogenesis.

Polinizacion, germinacioén y crecimiento del tubo polinico

El polen, genera la célula vegetativa y la generativa, la que a su vez se dividira en las células
espermaticas que llevaran a cabo la doble fecundacion.

La pared del polen es importante en eventos de reconocimiento entre el polen y el estigma. Se
constituye de una capa interna conformada por pectincelulosa y una capa externa denominada
exina compuesta de esporopolenina. En las Udltimas etapas del desarrollo del polen las células
tapetales de la pared de la antera se desintegran y sus componentes cubren la superficie del
polen formando lo que se conoce como trifina (Taylor, 1997).

De manera general, el proceso de polinizacién se inicia cuando los granos de polen son liberados
del microesporangio y son transportados a la superficie del estigma por algiin medio biético o
abidtico. Los granos de polen se adhieren al estigma y posteriormente se hidratan y germinan
desarrollando el tubo polinico (TP). El TP crece a lo largo de la matriz extracelular del tejido de

transmisidn estilar hasta encontrar el évulo para liberar, en el saco embrionario de éste las células




espermaticas, ocurriendo la doble fecundacién, que es caracteristica de las plantas con flores
(Angiospermas).

La polinizacion puede ser de dos tipos: 1) autopolinizacidén, que ocurre cuando una planta
hermafrodita es polinizada con su propio polen para fecundar a su ovocélula en el saco
embrionario y 2) la polinizacién cruzada, que ocurre cuando el pistilo de una planta acepta polen
de una planta diferente a ella, pero de su misma especie, lo que conlleva a la producciéon de
nuevas y diferentes combinaciones alélicas que promueven la diversidad genética. Es por ello, que

muchas especies evolucionaron para impedir o restringir la autopolinizacién (Charlesworth ¢t 4..,

2005).

El proceso de germinaciéon del polen es complejo, componentes de la pared del polen, lipidos,
proteinas tipo oleosinas y pequefias moléculas aromaticas, como los flavonoides, son
indispensables en la hidrataciéon del polen y en el reconocimiento entre éste y el estigma (Taylor,
1997).

La germinacién del polen y el crecimiento del tubo polinico hasta su encuentro con los 6vulos es un
proceso costoso. Existen diversos mecanismos como las vias de sefializacion, los fosfoinositidos que

controlan la endocitosis y exocitosis (Monteiro ¢t 4/., 2005), las proteinas de la familia RHO, como

Rop que es una GTPasa que regula el gradiente de Ca?* hacia la region apical del tubo polinico y

la despolimerizacion de F-actina (Gu ¢+ 4/ 2003; Feijé ¢t al., 2004; Gu ¢t al., 2005) que deben

prevalecer en una coordinacién muy precisa para soportar el crecimiento del TP. Ademas de esto,

coexisten otros mecanismos que limitan, en este nivel, la autofecundacién en las plantas.

Sistema de autoincompatibilidad

Para evitar la autofecundacion, las angiospermas desarrollaron diferentes mecanismos que van
desde las barreras fisicas a las genéticas, todas ellas englobadas en lo que se conoce como
incompatibilidad sexual (Cruz-Garcia y McClure, 2001).

La autoincompatibilidad (Al) se define como la incapacidad de una planta hermafrodita fértil de
producir cigotos después de la autopolinizacion (de Nettancourt, 1977). La Al es un mecanismo en
el cual el pistilo de una planta reconoce y rechaza su propio polen, previniendo la
autofecundacion y promoviendo asi la polinizacién cruzada.

Los sistemas de Al se pueden clasificar en dos grupos: 1) los sistemas heteromorficos y 2) los sistemas

homomoérficos, siendo los primeros los menos frecuentes en la naturaleza.




Sistema de Autoincompatibilidad Heteromaorfico

En este tipo de Al las plantas producen distintos morfos florales en la poblacion, los cuales estan
relacionados con diferentes posiciones de sus érganos reproductivos (pistilos y estambres), lo que
establece barreras fisicas y fisioldgicas que impiden la autopolinizacion. Las plantas con este tipo
de Al se clasifican en distilicas y tristilicas.

e Distilia.- Este tipo de sistema presenta dos morfos florales determinados a) PIN; morfo en
las cuales el estilo es largo y los estambres cortos, y b) el morfo THRUM; presenta estilos
cortos y los estambres largos (Fig. 1-A).

e Tristilia.- Presenta tres morfos florales y la clasificaciéon se basa en el tamafio del estilo, es
decir, las flores pueden tener un estilo corto, mediano o largo, minimizando asi la
probabilidad del depdsito de polen propio en su estigma (Fig. 1-B).

Una caracteristica importante en este tipo de arreglos morfolégicos es que, ademas de la barrera
fisica, el polen sera Gnicamente compatible en aquellos casos en que coincida el tamarfio de la
antera con el del estilo en donde sea depositado (Fig. 1-B), de otra manera el polen sera

rechazado (de Nettancourt, 1977).

A. Distilia

Tristilia

e
- -

EsHlo largo Estilo medio Estllo corto

Figura 1. Sistemas de autoincompalibilidad heteromorficos. A) Dislilia B) Tristilia. Las lineas punteadas
indican la compatibilidad del polen, relacionando el tamafio del estilo con el tamafio de las anteras.




Sistema de Incompatibilidad Homomoarfico

En estos tipos de sistemas la incompatibilidad es controlada genéticamente por un solo locus

multialélico conocido como el locus .S, el cual incluye dos unidades transcripcionales, una que

determina la especificidad de la respuesta de Al en el polen (determinante masculina) y otra en el
pistio (determinante femenina) (Takayama e Isogai, 2005). A pesar de que el control de la

respuesta de Al esta dictado por el locus .S, el rechazo del polen se realiza por diversos
mecanismos que han evolucionado de manera independiente (Charlesworth ¢t 4/., 2005). En

algunas familias como Brassicacea y Papaveracea, el reconocimiento de las determinantes esta
dado por un mecanismo de ligando-receptor (Gaudet y McCornick, 1999; Takayama e Isogai,
2005). En Solanaceas, la determinante femenina tiene un papel citotéxico degradando el RNA del

tubo polinico, abatiendo su crecimiento (McClure ¢t z/., 1989). Es claro que en cada caso el

tiempo de expresion de las determinantes de la especificidad es diferente, asi como lo es su
funcion, por ello los sistemas de incompatibiidad homomorficos se clasifican en: esporofitico y

gametofitico.

Sistema de Incompatibilidad Esporofitico (SIE)

En el SIE, los productos del locus .S correspondientes a la determinante masculina son expresados

por células tapetales de la antera. En las Ultimas etapas de la maduraciéon del polen, las células
tapetales se desintegran y liberan sus proteinas, entre ellas las determinantes masculinas que seran

depositados en la cubierta de los granos de polen en formacién (Dickinson ¢t 4.., 2000). Si la planta
es heteréciga, el polen portara los dos productos de los alelos .S en su superficie, en cambio si la

planta es homocigota, el polen solo portara un tipo de producto génico, en cualquiera de los dos
casos el origen de los productos es de células esporofiticas.

El SIE se ha estudiado en familias como Brassicaceae y Convolvulaceae (Nasrallah y Nasrallah,
1993). La respuesta del rechazo del polen propio ocurre en la superficie del estigma, es rapida y por
lo general evita la germinacion del polen incompatible. Aunque en algunas ocasiones el polen
llega a germinar, los tubos polinicos no penetran la cuticula del estigma y detienen su crecimiento
casi inmediatamente.

En Brassica se identificaron y clonaron los genes que codifican para la determinante femenina (DF)

y la determinante masculina (DM). La DF codifica un receptor con un dominio extracelular
denominado S, una regidbn transmembranal y un dominio citosdlico con actividad de
serina/treonina cinasa, conocido como SRK [S-locus Receptor Kinase](Fig. 2), el cual se expresa

especificamente en las células papilares del estigma (Takasaki ¢+ 4., 2000); mientras que la DM




codifica una proteina de 8.4 kDa rica en cisteina (SCR= S-locus Cystein-Rich), que es sintetizada por
las células tapetales de la antera y secretada a la cubierta del grano del polen (Stephenson ¢t 4.,
1997) (Fig. 2).

Cuando el ligando SCR y el receptor SRK del mismo haplotipo interactdan, se inicia una cascada
de seflales que concluye con la no hidratacion y la no germinacion del grano de polen (Takayama
e Isogai, 2005). Se han identificado diferentes elementos en esta cascada de transduccién. Se
conocen dos moléculas reguladoras positivas, una de ellas es ARC1 [Armadillo Repeat Containing
1](Fig. 2), esta proteina es fosforilada e interacciona /1 viv» con la regidn citoplasmica del receptor
SRK (Gu ez 2.., 1998), cuenta con una caja U que le confiriere actividad de ligasa de ubiquitina Es

(Stone ¢t 4l., 2003). Se propone que esta proteina esta en la via de degradacion de proteinas

mediante el proteosoma 26S, probablemente ARC1 marque a SRK para su degradaciéon (Andersen

et al., 2004). Otra molécula reguladora positiva es la proteina MLPK [MOD locus Protein kinase](Fig.
2), la cual es una acuaporina tipo MIP-MOD [Major Intrinsic Protein] (Dixit ¢+ 4/, 2001). Las

acuaporinas forman canales que regulan el transporte de agua a través de las membranas. La
proteina MLPK tiene un dominio de N-miristoilacion y estd anclada a la membrana plasmatica de
células del estigma, sugiriendo una cercania con SRK y su posible interaccién con ésta, por lo
tanto, se propone que la proteina MLPK regula el transporte de agua a través de las membranas

de las células del estigma para hidratar el polen que tenga un haplotipo .< diferente al del estigma
(Dixit ¢t 4.., 2001).

Otros componentes que regulan negativamente la cascada de transduccion que da respuesta a

la Al en Brassica, son las tioredoxinas THL1 y THL2. Estas proteinas interaccionan con la region

conservada de cisteinas del dominio transmembranal del receptor SRK. La interaccibn no es
dependiente de fosforilacion. La tiorredoxina THL1 inhibe la autofosforilacion de la actividad cinasa
del receptor SRK (Takayama e lIsogai, 2005). Otro regulador negativo aislado de B. oleracea,

(Vanoosthuyse ¢t 4., 2003) es una fosfatasa KAPP [kinase-associated protein phosphatase] que

interacciona con el dominio cinasa de muchos receptores tipo cinasas. La proteina KAPP

desfosforila a SRK inactivandola (Takayama e Isogai, 2005).
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A pesar de que el sistema de incompatibilidad esporofitico es uno de los sistemas mas descritos a
nivel molecular, aun faltan factores por descubrir para describir la via del rechazo del polen en

Brassicaceae (Fig. 2).

Sistema de Incompatibilidad Gametofitico (SIG)

A diferencia del SIE, el sistema de incompatibilidad gametofitico (SIG) es el mas difundido en las
angiospermas y se ha descrito en mas de 60 familias (Kao y McCubbin, 1996). En este caso, la
determinante masculina se expresa después de la divisibn meidtica de los microesporocitos, por
ello, la respuesta de Al depende del genotipo haploide del grano de polen.

En especies con un SIG los granos de polen germinan y producen un TP, independientemente de su

haplotipo .s. Si la cruza es compatible, es decir no existe coincidencia entre el haplotipo .S del

polen con alguno del pistilo, el TP crecera a lo largo del estilo hasta llegar al ovario; sin embargo, en
cruzas incompatibles, el tubo polinico sera inhibido generalmente a nivel del estilo y no lograra

alcanzar el ovario.




SIG en la familia Papaveraceae

Hasta la fecha solo se han identificado dos mecanismos diferentes para el SIG. El primero esta
descrito en Papaveraceas, en donde se propone que el reconocimiento entre las determinantes
de la incompatibiidad ocurre por la interaccion ligando-receptor. Es un mecanismo rapido:
cuando el ligando interacciona con el receptor induce el incremento de las concentraciones de
Ca?*, lo que promueve la despolimerizaciéon de filamentos de actina y evita el intercambio de
vesiculas de la zona apical del tubo polinico, lo que resulta en la inhibicibn de su crecimiento
(Franklin-Tong y Franklin, 2003; Takayama e Isogai, 2005).

La determinante femenina en las Papaveraceas son proteinas S de secrecion de 15 kDa. Las
proteinas S, a diferencia de las determinantes en Brassicaceas (SIE) y en Solanaceas (SIG), no
presentan una regidn hipervariable. El reconocimiento del polen radica en la estructura secundaria
de estas proteinas compuesta por 6 hojas beta y 2 alfa hélices conectadas por 7 asas hidrofilicas.
Estudios con mutaciones dirigidas muestran que las asparaginas presentes en el asa 6 son

indispensables para no perder la capacidad de rechazar el polen (Kakeda ¢t 4/., 1998).

El gen de la determinante masculina en este sistema no se ha clonado; sin embargo, se sugiere que
se localiza en la membrana plasmatica del tubo polinico y que funciona como un receptor
asociado a canales de calcio (Takayama e Isogai, 2005).

En respuesta a la interaccion especifica entre las determinantes en este sistema, se induce el
rapido incremento de las concentraciones de calcio en el interior de los tubos polinicos.
Normalmente el flujo parte de la regién apical, pero cuando interaccionan las determinantes de la
especificidad, la captacidon de calcio ocurre a través de todo el cuerpo del tubo polinico, lo que
conlleva a la pérdida del gradiente de calcio que se tendria presentar a lo largo de éste (Franklin-

Tong ¢t 4l., 2002). Como se sabe, el calcio juega un papel importante como segundo mensajero
en diferentes cascadas de sefalizacion. En el SIG en Pzpaver su funcion es interesante. Como

consecuencia del incremento del calcio se observan diferentes cambios en el TP como: 1) la
despolimerizacion de los filamentos de actina (Fig. 3). Al respecto, Huang ¢t 2.. (2004) encontraron
que proteinas como la Gelsolina y la Profilina conocidas como ABP que promueven la

polimerizacion de la actina, pierden su capacidad de asociacion a ésta (Huang ¢t 4.., 2004); 2) la

fosforilacion dependiente de calcio de una pirofosfatasa conocida como p26 (CDPK) (Fig. 3). Las

pirofosfatasas conducen la biosintesis celular catalizando reacciones para la produccién de




paredes y membranas celulares, ademas de generar ATP, carbohidratos y proteinas (Rudd y

Franklin-Tong, 2003); 3) también se propone que la fosforilacidn de una posible MAPK (mitogen-

activated protein kinase) conocida como p56, probablemente desencadene la respuesta de

muerte celular programada (PCD), (Rudd y Franklin-Tong, 2003) (Fig.3). En su conjunto, estos

cambios dirigidos por el aumento de Ca?*, aseguran que la respuesta del rechazo del polen en

papaveraceas sea satisfactoria.
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Figura . Modelo del rechazo del polen en Aapaver: La determinanie femenina es una proleina de secrecion conocida como prokeina
S, esta proleina inkeracciona con la delerminanie masculina (DM), se sugiere que DM es un receplor que se encuenira a o lango del
ubo polinico, ya que la inkeracciin enire las determinanies induce &l liujo de C&2* por el cuerpo del lubo polinico. La prokeina SEP se
encuenira en la membrana plasmdlica del polen probsblemente fncione como un receplor accesorio. B incremenio de las
conceniraciones de Ga?'conduce ala despolimerizacion de los flamenios de acing, la Bxsforilacion de una pirofosfatasa p26 y de una
MAPK pb6 que puede desencadenar muerte celular programada (PCD) concluyendo en la inhibicidn del crecimiento del lubo polinico

incompalible. Modificado de Takayama e ksogal, 2005.

SIG dependiente de S-RNasas

Este mecanismo del rechazo del polen se ha caracterizado en las familias Solanaceae, Rosaceae y

Scrophulariaceae e involucra la degradacion de RNA de tubos polinicos de cruzas incompatibles.

El modelo de estudio en el presente trabajo es Nicotiana alata, planta perteneciente a la familia

Solanaceae, por lo tanto se describirAdn con mas detalle los factores y las determinantes que estan

involucrados en esta familia.
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Las S-RNasas: determinantes de la auto-incompatibilidad en el pistilo
El grupo de Anderson ¢t 4/. (1986) identificé y cloné en A. alatz una proteina con una masa

molecular de 32 kDa, esta proteina segregaba genéticamente con el fenotipo de Al para el alelo

So. Este grupo observé que esta proteina se encontraba en altas concentraciones en las regiones

del estigma y del estilo y su funcionalidad parecia estar ligada, a los estilos maduros. Posteriormente

McClure ¢t 4.. (1989) mostraron la similitud en secuencia de amino&cidos de estas proteinas con las

RNasas fungicas T2 y Rh, y demostraron también que éstas proteinas tienen actividad de
ribonucleasa.

La S-RNasa es una glicoproteina basica de alrededor de 30 kDa (Anderson ¢t 4., 1986; Bredemeijer
et al., 1981; McClure ¢t al., 1989). Un andlisis de comparacion entre S-RNasas de diferentes
especies, revela un rango de similitud entre éstas del 38% al 93% (Ai ¢t 4l., 1992; Lee ¢t 4l., 1992;
Ishimizu ¢t 4/., 1998-B). Este andlisis indica que las S-RNasas contienen 5 regiones conservadas
nombradas de la Cl1 a la C5 (loerger ¢t i, 1991). Tres de estas regiones tienen mayor

hidrofobicidad (C1, C4, C5) y comparten de 7 a 10 residuos de cisteina que estan relacionados con
la formacion de cuatro puentes disulfuro que estabilizan la estructura terciaria de la proteina

(loerger ¢t al., 1991). Entre las regiones C2 y C3 se encuentra el sitio activo, al igual que las RNasas

fungicas T2 y Rh, las S-RNasas conservan las dos histidinas necesarias para la actividad de

ribonucleasa (McClure ¢t 4/., 1989). Ademas, las S-RNasas tienen dos regiones hidrofilicas con alto

grado de variabilidad (regiones hipervariables Hva y Hvb), las cuales se sugiere que son las que

interaccionan con la determinante masculina de manera alelo .S especifica (loerger ¢t 4., 1991,

Ishimizu et 4/., 1998-A; Sims y Ordanic, 2001).

Por medio de experimentos de pérdida o ganancia de funcién se demostré que las S-RNasas son

las determinantes alélicas de la Al en el pistilo (Huang ¢t 4.., 1994). Plantas transgénicas de Pstunia
[mﬂﬁm perdieron la capacidad de rechazar el polen: cuando una planta heteréciga S:S: fue
transformada con el transgen para la .S,-~RA4sa en antisentido, las plantas no pueden rechazar el
polen Si, pero si el polen Sz. Por otra parte, cuando se expres6 el transgen para la S=-RANasa en

plantas Si1Sz2, se observé que estas plantas adquirieron la capacidad de rechazar el polen S,

demostrando de esta manera que las S-RNasas son las responsables de la especificidad alélica en

el pistilo (Lee ¢t 4.., 1994; Murfett ¢t 4.., 1994).
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Determinante masculina SLF

El gen que codifica la determinante masculina en Solanaceas y Scrophulariaceas, fue identificado
en Petunia inflata, Prunas miuomey en Antirrhinum hispanicunn (Entani et 4l., 2003; Qiao et 4.,
2004; Sijacic ¢t 4l., 2004) y fue denominado como SLF/SFB (S-locus F box protein). El gen S(F/ SFE

codifica para una proteina con caja F, se expresa Unicamente en anteras y su transcrito es de
alrededor de 1.4 kb. A pesar que las proteinas con caja F se asocian a las ligasas Es en la via de
degradacioén de proteinas, la funcidn precisa del producto de SLF/SFB es aun desconocida. Se ha

encontrado que esta proteina puede interactuar /n vitrp directamente con la S-RNasa, aunque la
interaccién no es alelo .S especifica (Qiao ¢t 4.., 2004). La determinante SLF se encuentra presente

en el citoplasma y en la periferia del reticulo endoplasmico del tubo polinico (Wang y Xue, 2005).

En Antirvhinum la proteina SLF es parte del complejo SCF (Skp1/Cullin 6 CDC53/F-box), el cual es

muy importante para la ubiquitinacion de proteinas blanco que deben ser degradadas por medio

del complejo proteosomal 26S (Qiao ¢t 4l., 2004).
El modelo que presenta Qiao ¢t 4l., (2004) de acuerdo con sus resultados, es que AhSLF puede

actuar como una proteina Es ligasa, para la transferencia de ubiquitina y la subsecuente
degradacién de las S-RNasas por el proteosoma 26S. Cabe mencionar que la interaccion entre

SLF/SFB y la S-RNasa no es alelo s-especifica, por lo que SLF/SFB s6lo desencadenaria la

degradacién de las S-RNasas que no comparten especificidad alélica, es decir en una cruza

compatible (Lai ¢t 4/., 2002; Entani ¢t 2.., 2003). Por el contrario en cruzas incompatibles, en donde

SLF/SLB y la S-RNasas comparten especificidad alélica, esta Ultima no debe ser degradada, de ésta

manera que Qiao ¢t 4.. (2004) proponga que la S-RNasa pudiera ser protegida por un factor que

evitara su ubiquitinacion y por lo tanto su degradacioén, este factor en las cruzas compatibles

debera estar inactivo (Qiao ¢t 4.., 2004).

Genes modificadores
La respuesta del rechazo del polen en solanaceas, como en otros SI, ocurre por la interaccion entre
las determinantes de especificidad (S-RNasa-SLF/SFB); sin embargo, se sabe que otros genes no

ligados al locus .s denominados genes modificadores, son necesarios para la respuesta de rechazo
del polen (McClure ¢t 4l., 1999; Hancock ¢t 4l., 2005). Esta aseveracion se derivé de manera

contundente de los experimentos de Murfett ¢t 4/ (1996), quienes transformaron plantas
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autocompatibles A plunbaginifolia (AC) con el transgen de la S.--~RAzsa. Sila Ske-RNasa fuera

el Unico factor en la via del rechazo del polen, se esperaria que en esta especie AC se convirtiera

en Al. Sin embargo, las plantas transgénicas no fueron capaces de rechazar el polen Saz ni el de Av.
plumbaginifolia. No obtante, cuando esta planta se cruzé con una de A. zlata BT, la cual no

expresa S-RNasas pero tiene el entorno genético del rechazo del polen, el hibrido rechazé el polen
Sa2 y el de M. plumbaginifolia. Estos resultados permitieron concluir que AN. alatz BT heredo
factores diferentes a las S-RNasas y SLF/SFB requeridos para el rechazo del polen en Nicotiana. Estos

genes se conocen como modificadores (GM) y fueron clasificados por McClure ¢t 4. (1999) en tres

grupos:

GRUPO I. Son aquellos GM que afectan directamente la expresidon de las determinantes de la
especificidad del rechazo del polen.

GRUPO II. Son GM que interaccionan genética o bioquimicamente con los determinantes de la
especificidad sin afectar expresidon. Ademas, no tienen participacién en otras interacciones polen-
pistilo.

GRUPO IlII. Son GM que participan tanto en el sistema de Al como en procesos generales durante la

polinizacibn como la nutricion del TP, la adhesidn de polen, etc.

Existen una serie de proteinas que se han postulado como productos de genes modificadores del
grupo lIl. Estas proteinas son: Napl1l, NaTTS y NaPELPIIl, quienes forman complejos con las S-RNasas

in vitro. La mayoria de éstas proteinas estan involucradas de alguna manera en el desarrollo del

tubo polinico, tanto en cruzas compatibles como en cruzas incompatibles. Su asociacién con la S-
RNasa las postula como proteinas accesorias para el transporte de las S-RNasas al tubo polinico

(Cruz-Garcia ¢t 4l., 2005).

Al momento se han clonado dos GM (120K y HT-B) que estan directamente involucrados con el

sistema del rechazo del polen (McClure ¢t 4l., 1999; Hancock ¢t 4.., 2005; Goldraij ¢t 4/., 2006). La

funciéon de 120K y HT-B en el mecanismo del rechazo del polen fue comprobada al ser silenciados

lo genes por RNAi en hibridos de M. plumbaginifolia AC X N. alata Al (Si0sS105 6 ScioScio). Las
plantas transgénicas resultantes fueron incapaces de rechazar polen Sios ¥ Scio (Hancock ¢t 4.,

2005). Asimismo, se sabe que la falta de HT-B 6 120K no afectan los niveles de la S-RNasa en los

tubos polinicos de cruzas compatibles ni de cruzas incompatibles (Goldraij ¢t #.., 2006), indicando

gue estas proteinas no participan en el transporte de las S-RNasas al tubo polinico.
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La proteina HT-B

La proteina HT-B tiene 101 aa, cuenta con un péptido sefial (PS) hacia el extremo amino y se
predice un sitio de corte del PS después de la asparagina 24 dando origen a una proteina madura
de 8.6 kDa, con un punto isoleléctrico de3.76. Ademas, HT-B tiene hacia el extremo carboxilo un
dominio rico en asparaginas, delimitado por tres residuos de cisteinas, las cuales podrian estar
involucradas en la formaciéon de puentes disulfuro o en modificaciones postraduccionales (McClure

et al., 1999). Esta proteina se expresa en las Ultimas etapas del desarrollo del pistilo coincidiendo
con el momento en que la flor abre (antesis) y expone su estigma para recibir el polen (McClure ¢t
al., 1999).

La participacion de la proteina HT-B en el mecanismo del rechazo del polen fue clara cuando

plantas de A. alata Al fueron transformadas con ~/7-& en antisentido. Las plantas transgénicas
fueron autocompatibles (McClure ¢t 2/., 1999). Su papel en la incompatibilidad fue confirmado
también en Solanwum chacoense, donde se describid un ortdlogo de HT-B (ScHT-B). Lineas
transgénicas con un RNAI de ScHT-B, fueron incapaces de rechazar su propio polen (O Brien ¢t ..,
2002). Finalmente, en Lgcopfrslcom esculentun, una mutacion que genera un coddn de término
prematuro en un ortélogo de HT-B, provoca que las plantas no rechacen el polen propio (Kondo ¢t
al., 2002-A; Kondo ¢t al., 2002-B). No obstante, se desconoce en detalle cual es el papel

bioquimico que desempefia HT-B en la respuesta de Al. Sin embargo, en los tubos polinicos de

cruzas compatibles HT-B es degradado (Goldraij ¢ 4.., 2006), lo que sugiere que su estabilidad es

importante en la respuesta de Al. Datos bioquimicos adicionales muestran que HT-B no interactia
fisicamente con las S-RNasas, aunque no se sabe si lo hace con la proteina SLF/SFB. La
estabilizacidén de HT-B en los tubos polinicos de cruzas incompatibles podria darse de dos maneras:
1) mediante alguna modificacién postraduccional (i. e. fosforilacibn) 6 2) a través de otras
proteinas que formaran complejos con ella, las cuales podrian ser del polen o venir del estilo. Lo
cierto es que hasta el momento, las S-RNasas, HT-B, 120K y SLF/SFB son las Unicas proteinas que se

conocen que participan directamente en el SIG.
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Modelos del rechazo del polen en sistemas basados en S-RNasas

Modelo del inhibidor

Durante varios afos las investigaciones sobre el mecanismo del rechazo del polen en sistemas
basados en la participacion de S-RNasas, han alentando dos ideas principales: la primera se basa
en el modelo del receptor, en donde la determinante masculina estaria presente, ya sea en la
membrana o en la pared celular del polen, de esta manera la interaccion alelo especifica se
daria a este nivel, ocasionando que la entrada de las S-RNasas fuera de manera especifica, es
decir solo ingresarian aquellas con coincidencia alélica. Sin embargo, esta idea fue descartada, ya

que el grupo de Luu ¢t 4.4., (2000) localiz6 por inmunocitoquimica la S1i-RNasa de .S. chacoense en

el citoplasma tanto de tubos polinicos compatibles como en incompatibles, de ahi que la
segunda idea del modelo del inhibidor fuera apoyada. La segunda idea sugiere que las S-RNasas
deben contar con dos dominios: un dominio funcional especifico (DE) para cada S-RNasa y otro
catalitico (DC), que esta presente en todas las S-RNasas y que le confiere la actividad de
ribonucleasa. El DC se obstruye con la presencia de un inhibidor general del polen que se uniria o
inactivaria a todas las S-RNasas. La determinante masculina, junto con la S-RNasas que sean alelo
especificas podrian unirse por medio de sus dominios especificos activando sélo las S-RNasas que
tengan coincidencia alélica. De esta manera, el resultado es la degradacion del RNA del tubo

polinico y su subsecuente inhibicion (Fig. 4).
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Figura 4. Modelo de inhibicién. Tubo polinico S, creciendo en un estilo S, S,. Las S-
RNasas tienen un dominio catalfico (DC) y un dominio S-especifico (DE). La
protelna S; del polen al unirse al dominio S-especifica de la S,-RNasa la activa B
modelo predice la presencia de un inhibidor general que cuenta con un dominia
inhibidor (DI), en este caso se une a las S,-RNasas para inaclivarias. Modificado
da Kao y Tsukamoto, (2004)

Modelo de la tasa de degradacion de S-RNasas

A partir del descubrimiento de la determinante femenina, gran parte de las investigaciones se
enfocaron en esclarecer la naturaleza de la determinante masculina (SLF/SBF), ya que las
caracteristicas bioquimicas de la determinante masculina conduciria a entender el mecanismo del
rechazo del polen. La determinante masculina SLF/SBF es una proteina con un dominio con caja F
hacia su extremo amino, las proteinas con este dominio estan relacionadas con las ligasas Es de la
via de degradacion de proteinas por el complejo 26S. La ligasa Es, forman parte del complejo SCF,

el cual se constituye de una proteina reguladora Culling 1, del adaptador SKpl y la proteina con
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caja F. El complejo SCF se une directamente al sustrato que sera degradado por el proteosoma
268S.

Las investigaciones de Qiao ¢t .., (2004), muestran que la proteina SLF/SBF presente en
Antirinum hispanicun  interacciona, en ensayos de doble hibrido y coinmunoprecipitacion,

directamente con las S-RNasas, sin embargo esta interaccion no es alelo especifica; experimentos
de inmunoprecipitaciones demostraron la interacciéon de SLF/SBF con proteinas Culling 1 y SKpl
que son componentes del complejo SCF, lo que sugiere la formacién de éste en el tubo polinico.
Al mismo tiempo la utilizacidn de inhibidores del proteosoma 26S sefialan su participacién en cruzas
compatibles. Finalmente se han detectado S-RNasas ubiquitinadas y su disminucion en una cruza
compatible, pero no en cruzas incompatibles, lo que propone que son degradadas sélo en cruzas

compatibles. Con todos estos datos Qiao ¢t 4/, (2004), sefialan que SLF/SBF forma parte del

complejo SCF, SLF/SBF interacciona con las S-RNasas, permitiendo su ubiquitinacién y concluyendo

en su degradacién por el proteosoma 26S en una cruza compatible.

Modelo del secuestro de las S-RNasas en vacuolas.
Este modelo descrito por Goldraij ¢t #/. (2006) se muestra en la figura 5 y sefiala el crecimiento del

tubo polinico en una cruza compatible e incompatible en Nicotiana. Este modelo se basa en el
hecho de que las S-RNasas se introducen desde la matriz extracelular del tejido de transmision del
estilo al tubo polinico por endocitosis no importando su haplotipo. De esta manera, las S-RNasas
quedan secuestradas en una vacuola junto con 120K. Aunque se desconoce si HT-B se encuentra
en la vacuola, se hipotetiza que si. Bajo este modelo, HT-B juega un papel muy importante en el
rechazo del polen, ya que se propone que como consecuencia de la interaccion S-inespecifica
entre la S-RNasa-SLF/SFB, HT-B es degradada por una proteina desconocida del polen durante una
cruza compatible; sin embargo, si la cruza es incompatible, el complejo S-RNasa-SLF/SFB es
especifico, promoviendo directa o indirectamente la estabilizaciéon de HT-B, lo que suscitara que la
membrana vacuolar, en donde se encuentran las S-RNasas, sea degradada, liberando a las S-
RNasas al citoplasma del TP, en donde ejecutaran su accién citotéxica inhibiendo el crecimiento

del TP (Fig. 5).

Sin duda, los modelos anteriores dejan a la vista diversas preguntas por contestar, por ejemplo, en

el modelo de Goldraij ¢t 4.. (2006) no es claro como se podria dar la interaccion entre la S-RNasa y

SLF/SFB, ni como éste complejo controla la ruptura de la vacuola ni como provoca la degradacion

o la estabilidad de HT-B (Goldraijj ¢t 4.., 2006). Por otro lado, en el modelo de Qiao ¢t 4/. (2004)
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parecen no darle importancia a la participacién de HT-B y 120K ni a la compartamentalizacion de
las S-RNasas. De esta manera, el enfoque del presente trabajo esta dirigido a dilucidar el papel de
los componentes de la via del rechazo del polen dependiente de S-RNasa, en especial de aquellos
que se relacionen con la estabilidad de HT-B, asi como a proporcionar elementos que dirijan las

investigaciones posteriores a entender el control la bioquimico de este mecanismo.

Compatible: PistiloS,S;, PolenS,
NS 8
A
O =
MEC
= N RNA estable
Crecimiento Temprano ‘ Tardio Compartimento estable
Degradacion de HT-B
Incompatible: Pistilo 8,8, Polen S,

Crecimiento Temprano # Tardio Degradacidn de RNA
Compartimento inestable

HT-B estable

Q HT-B A S,-RNasa m SLF, Proteina del polen
120K S, -RN SLF que desestabiliza a
ovion O s Enlsr, & ged

Figura 5. Modelo de la compartamentalizacién de las S-RNasas. Amiba se observa una cruza compatbla, las S-RNasas entran al tubo
polinico por endocitosis y se aimacenan en una vacuola a diferentes tiempos. También se muesira la pariicipacion de una proteina
hipotética del polen (PP) que puede estar involucrada en la degradacién de HT-B y por ko tanto, en la estabiidad de la vacuola en conde
las S-RNasas estin presentes. Abajo se representa una cruza incompatible, al igual que en una cruza compatible, se observa el ingreso
de las S-RNasas por endocitesis y su aimacenamienio en una vacuola, sin embargo, a diferencia de la cruza compatible, HT-B no se

degrada y existe la lberacidn de las S-RNasas al citoplasma del fubo polinico, por ende la degradacidn de RNA. MEC=Matriz
extracelular, Vac=Vacuola. Modificado de Goldraij & . (2006).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

HT-B, es una proteina estilar que se transporta desde la matriz extracelular del tejido de transmisidn
del estilo hasta el citoplasma del tubo polinico e interviene directamente en el mecanismo del
rechazo del polen en solanaceas. Su participacion en la Al como gen modificador es clara, ya que

cuando se abate su expresidon en plantas transgénicas de Aicotiana alata, estas son incapaces

de rechazar el polen con el mismo haplotipo que el estilo. Hasta la fecha se desconoce el papel
bioquimico de HT-B. Sin embargo, se sabe que en extractos proteicos de tubos polinicos
compatibles disminuye su cantidad, no asi en cruzas incompatibles, lo que indica que su
participacion en el rechazo del polen esta relacionada con su estabilidad. Estos hechos hacen
suponer que HT-B funciona en el rechazo del polen mediante su interaccion fisica con proteinas del
tubo polinico que le permitan estabilizarse en una cruza incompatible o su degradacién en cruzas
compatibles. De esta manera, la intencién del trabajo es conocer las interacciones proteicas que
pudieran existir entre HT-B y proteinas del tubo polinico con la finalidad de identificar proteinas que

pudieran ser parte de la via del rechazo del polen en sistemas dependientes de S-RNasas.
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HIPOTESIS

HT-B es una proteina estilar que se transporta al tubo
polinico y que esta involucrada en la Al, por lo que su
participacion en el rechazo del polen es a través de su
interaccion fisica con proteinas del tubo polinico.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar proteinas del polen de Nicotiana alata que
interaccionen con HT-B.

OBJETIVOS PARTICULARES

Fusionar a HT-B al dominio de union al DNA del promotor GAL4

Determinar si existen interacciones entre HT-B y proteinas del polen de w. alata

en s. cerevisiae
Seleccionar las clonas positivas de interaccion en s. cerevisiae.
Identificar los cDNA"s de las proteinas que interaccionan con HT-B.

Corroborar las interacciones positivas entre HT-B y proteinas del polen.
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MATERIALES Y METODOS

Purificacién de RNA total

La extraccidn de RNA total se realiz6 en frio, se pesé 1 g de granos de polen, tallos, hojas, pétalos,

anteras o estilos de plantas homacigas Al de Aicotiana alata SisSis, sS&€ molieron en un mortero

con nitrégeno liquido.

El tejido se homogenizé en un vortex durante 3 min con el amortiguador de extraccion (Urea 7 M, TE
10x, SDS 1% y 2-mercaptoetanol 1%) y 5 ml de una mezcla de solventes Fenol-Cloroformo-Alcohol

isoamilico (PCI) 50:49:1. Se centrifugd a 400 g durante 5 min a TA.

Se recuper6 la fase acuosa y se le incorporaron 5 ml de PCI, se agité por 3 min nuevamente en

vortex y se centrifugd a 400 g por 5 min a TA.

La fase acuosa se mezclé vigorosamente con 5 ml de cloroformo durante 3 min y se centrifugdé a
400 g por 15 min a temperatura ambiente. Nuevamente, se toma la fase acuosa para precipitar los
acidos nucleicos con un mililitro de acetato de amonio 10M y un volumen de isopropanol frio, se
incub6 durante 30 min a -20°C. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugd a 300 g por media
hora a 4°C y el precipitado se resuspendié en 3 ml de agua con Dietilpirocarbonato (DEPC).

Para separar el RNA del DNA se agregaron 3 ml de una solucién de LiCl 8 M y se incubd a 4°C
durante una noche entera. Se centrifugd durante 20 min a 4°C y el botén se resuspendid en 500 pl
de agua DEPC. Una vez mas, se precipité el RNA con 1/3 del volumen con acetato de amonio [10
M] y 700 ul de etanol 100 %, se incub6 durante 20 min a -20°C y se centrifugé a 1300 g por 30 min a

4°C. Las sales fueron lavadas agregando etanol 70 % y centrifugando por 15 min a 4°C y 1300 g.
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Purificacion de RNA poli A*

Se obtuvo RNA poli A* de polen de plantas homoécigas Al de ANicotiana alata Sios-Sies mediante el
sistema polg AT tract mRNA  Isolation Systemiv (Promega), siguiéndose fielmente las

especificaciones del manual (Apéndice ).

Ensayo de doble hibrido

El sistema de doble hibrido (Y2H) es un método genético /1 vivp que permite identificar la

interacciéon entre dos proteinas. De igual manera, se pueden tamizar bibliotecas para detectar
proteinas que interaccionan con una proteina “anzuelo” (Causier y Davies, 2002). El sistema de
doble hibrido se basa en el hecho de que factores transcripcionales que tienen separados su
dominio de uniébn y su dominio de activaciéon al DNA, deben interaccionar fisicamente para

activar la transcripcion (Fiels y Song, 1989).

En S. cerevisiae hay un factor transcripcional modular que controla la activacion del promotor
AL+, este promotor controla la expresion de los genes reporteros ADE HIS y MELZ. La
evaluacion de las interacciones entre proteinas se hace en la cepa AH109 de S. cerevisiae, la cual

es auxotrofa a adenina e histidina. Para que ocurra la activacion de la expresion, una de las
proteinas evaluadas deberé ser fusionada al dominio de unién al DNA de < 4(+ y la otra con el
dominio de activacion. La interacciéon de las dos proteinas activara la transcripciéon de los genes

reporteros, brindandole prototrofia a .S. cerevisiae AH109 para adenina e histidina. Ademas, las

clonas tendran un fenotipo azul gracias a la actividad de la a-galactosidasa codificada por el gen

MEL 7, ya que su producto hidroliza el a-X-gal que es adicionado al medio de crecimiento.

Clonacién y expresion de la proteina HT-B fusionada al dominio de unién al ADN
de GAL4

El cDNA de la proteina HT-B fue amplificado por PCR con oligonucleétidos (Fig. 6-A) que
permitieran amplificar el cDNA de la proteina madura. Estos oligonucledétidos fueron disefiados

para crear en el cDNA los sitios de restriccion £coRl y  X/iol que fueron necesarios para clonarlo en

el vector pAS2-1. Este vector contiene la secuencia del dominio de uniéon al DNA de GAL4 (Fig. 6-

C).
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Las reacciones de PCR fueron preparadas a una concentracion final de “t24 buffer” 1X (Roche),
de desoxirribonucledtidos (dNTP’s) 8 uM, de cada oligonucledtido 5 ng/ul, de tz4 polimerasa | 0.04
U/ul (Roche) y como molde 50 ng del cDNA de +~7-& contenido en el vector pGEM.

Las condiciones de amplificaciéon fueron: 1 ciclo de 94°C por 1 min, 30 ciclos a: 94°C por 30 seg,
56°C por 1 min, 72°C por 1 miny un ciclo de extension final de 72°C por 5 min.
Por medio de un analisis electroforético en un gel de agarosa al 0.7% (p/v) (apéndice Xlll), se

corroboré que el producto de PCR correspondié al tamafio del cDNA de ~7-B esperado (—240pb)
(Fig. 10-B). La banda fue purificada con el sistema CONCERT rapid el Extraction sSystem (Gibco

BRL) de acuerdo a las condiciones del sistema (Apéndice Il).

Para clonar el cDNA de HT-B en el vector pAS2-1, primero se utilizo el sistema de clonacion p& Ea1-
7easy vector (Promega) (Apéndice lll) que tiene alta eficiencia en el ligado de productos de PCR

(Fig. 6-B). Este vector, de alto niUmero de copias, tiene los promotores T7 y SP6 del gen de la RNA
polimerasa. Ademas incluye un sitio de insercidon de productos de PCR flanqueado por el sitio de

restriccion £c.RI. Cuando el producto de PCR es insertado en el vector pGEM, el marco de lectura
abierta que codifica la p-galactosidasa se interrumpe generando una enzima incapaz de hidrolizar
el sustrato x-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactésido). La expresion de la B-galactosidasa es
inducida con IPTG (isopropiltiogalactdsido). Estos elementos son importantes para identificar las
clonas positivas. Una vez ligado el producto de PCR en el vector pGEM, las células de DH5a de €.
coli fueron transformadas por choque térmico (Apéndice VII).

Las clonas transformantes recombinantes presentan un fenotipo blanco, por la pérdida de la
actividad de la pB-galactosidasa. Se purific6 el DNA plasmidico de las clonas recombinantes y

fueron evaluadas por digestiéon con la enzima de restriccion £¢/RI.
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Figura 8. A) Oligonucledtidos con los sitios ceoRi y Xkl para clonar ##7-2 en pAS2-1 B) Vector pGEM-T Easy Vector,
donde se clond el producto de PCR de HT-B. C) Vector pAS2-1, cuenta con el dominio de unibn al promotor GAL4BD.
HT-B fue clonado en este vector para realizar el ensayo de Y2H.

Para generar el cDNA de +7-& con los sitios X/ 'y EccRl, se digirieron los plasmidos pGEM/HT-B con
las enzimas de restriccion x/sid y EcoRl. De igual forma, el vector pAS2-1 fué linearizado por
restriccion con las mismas enzimas para crear los extremos cohesivos en los que se pueda ligar +7-
B. La reaccion de ligado se llevdé acabo con la enzima 7+ DNA ligasa (Invitrogen) bajo las
siguientes condiciones: 1.5 ul de vector pAS2-1 digerido con x/xd y €¢I, 5 ul de ~7-B digerido
con XAy eceRl, 1 ul del amortiguador de la 74 DNA ligasa 5X (Invitrogen), 1 ul de 7+ DNA ligasa y

0.5 ul de H20.

Con el plasmido pAS2.1-HT-B se transformé por choque térmico la cepa DH5a de £. coli, las
transformantes se evaluaron por digestion con las enzimas £ccRI/ x/sid y con reacciones de PCR

bajo las condiciones antes mencionadas. Las clonas fueron secuenciadas para verificar que el

cDNA de ~7-& se encontrara en marco de lectura con GAL4 (Fig. 10-A).
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Sintesis de cDNA con adaptadores SMARTIII y CDSIII.

La construccion de la biblioteca transitoria de cDNA de polen se realizd con el sistema

Matehmaker L[@mrg Construction and Screening (Clontech), el cual permitié incorporar durante

la sintesis de cDNA los adaptadores SMARTIII y CDSIII a sus extremos con la finalidad de recombinar
cada cDNA del polen con el vector pGADT-7-Rec (Fig. 7). Este vector contiene la secuencia que

codifica el dominio de activacion del factor transcripcional que activa el promotor <. 4( +.
El sistema SMARTIIl (Switching Mechanisne at 5 end of RNA Transcript de Clontech), es

interesante, ya que cuenta con dos oligonucledtidos para la sintesis de la primera cadena del
cDNA. Cada uno presenta el adaptador CDSIIl; uno de ellos es el “CDSIIl Primer”, el cual tiene una
regién oligo dT para hibridar con la cola de poli A+ del RNA, el segundo es el “CDSIlI/6Primer” que
puede hibridar con diferentes secuencias del RNA poli A*. El uso Unico de cada oligonucleoétido
favorece que las bibliotecas estén representadas mayoritariamente con cDNA’s, ya sea de la
region terminal 3° 6 de la region terminal 5° del RNA; es por ello que se utilizd una mezcla
conformada por el 50% de cada oligonucledétido (Fig. 7).

La sintesis de la primera cadena de la biblioteca de cDNA de polen se sintetizd (cDNA ds), a través
de reacciones de RT-PCR. Cuando la transcriptasa reversa MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus)
encuentra el extremo 5  del templado (RNA poli A*) adiciona nucleétidos, principalmente
deoxicitidina (dC) en el extremo 3" del cDNA. El oligonucleé6tido SMARTIII tiene una regién (dG)
hacia el extremo 3" que puede aparearse con la serie de nucleétidos (dC) presentes en el cDNA,
ésto permite la incorporacion del adaptador SMARTII al templado. Por dltimo, la transcriptasa
reversa termina de replicar la region del templado que corresponde al adaptador SMARTII (Fig. 7).
Posteriormente, se realiza una reaccion de LD PCR (Long Distance PCR) con la finalidad de
amplificar solo aquellos cDNA’s que contengan al adaptador SMARTII; de esta forma se obtiene el
cDNA con los adaptadores SMARTIII y CDSIII (Fig. 7) (Apéndice X).

La finalidad de contar con los cDNA’s es que .S. cerevisiae se puede transformar con el vector

PGADT7-Rec, el cual ademas de contar con el dominio de activacién del promotor GAL4, tiene los
extremos CDSIIl y SMARTII (Fig. 7) para que ocurra la recombinacién con el cDNA con extremos

SMARTIIl 'y CDSIII.
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Figura 7. Sintesis de cDNA con los adaptadores SMARTIN y CDSII y construccién de la bblioteca * 51 véve'

Tamizado de una biblioteca de cDNA de polen utilizando a la proteina estilar HT-B
como anzuelo

La cepa AH109 de .S. cerevisiae fue utilizada para el ensayo de doble hibrido. Se cotransformé con

pAS2-1/HT-B, cDNA de polen con los extremos CDSII/SMARTII y pGADT7-Rec (linearizado). El

procedimiento utiizado fue de acuerdo al Manwal YEASTMAKER Yeast Transformation

Sﬂsffm 2 (Clontech) (Apéndice IX). Las células transformantes fueron sembradas en medio

minimo sintético (sgmtetla dwpaut: SD) sin triptofano, sin leucina, sin histidina, sin adenina y con a-

X-gal. Como controles de transformacion, se sembraron cajas con medio SD sin leucina y medio SD
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sin triptofano. Las interacciones fueron seleccionadas mediante genes reporteros quienes son

controlados por el promotor <.4(+. Cuando el promotor se activa, los genes 4DpE2, HIS3y MELZL
son expresados provocando que las transformantes con interaccidn crezcan en el medio y tengan

un fenotipo de color azul, ya que el gen mM£(lz codifica para la a-galactosidasa que rompe la

molécula o-X-gal en el medio. De esta forma, se seleccionaron las colonias que tienen solo los
vectores con el dominio de activacidon y con el dominio de unién al promotor GAL4 (Fig. 13-A), las
transformantes de color azul se resembraron tres veces en medio SD sin leucina y sin triptofano. Por
ultimo, las colonias azules que crecieron al resembrarlas nuevamente en medio SD/-Trp/-Leu/-His/-
Ade/X-a-Gal se tomaron como clonas con auténticas interacciones positivas en .S. cerevisiae.

Los plasmidos de las levaduras que presentaron interacciones positivas fueron aislados con el kit

Zywmoprep Il yeast Plasmid Miniprep (zymo research) (ApéndiceVl). Con los plasmidos, se
transformé por choque térmico (Sambrook y Russell, 2001) a la cepa DH5a de &. coli (Apéndice VII);

las células fueron sembradas en medio LB con ampicilina a una concentraciéon de 100 ug/ml. Se

purificé el plasmido de 10 colonias transformantes para su analisis (Apéndice V).

Seleccion de las clonas de &.colZ con el plasmido pGADT7-Rec.
Las clonas de £. ¢co/i con pGADT7-Rec, fueron seleccionadas a partir de reacciones de PCR con los

oligonucledtidos especificos que flanquean la regidon recombinante del vector pGADT7-Rec (Fig. 7).

Las concentraciones finales a las cuales las reacciones de PCR fueron realizadas fueron: “tag

buffer” 1X (Roche), de desoxirribonucledétidos (dNTP's) 8 uM, de cada oligonucleétido 2 ng/ul, de

tag polimerasa | 0.04 U/ul (Roche) utilizando como molde 3 ul de la muestra de DNA plasmidico

de cada clona. Las condiciones del termociclador fueron 1 ciclo de 5 min. a 94°C, 30 ciclos de 30
seg a 94°C, 1 min a 58°C, 1 min a 72°C y una extensidon de 7 min a 72°C.
El segundo método utilizado para la identificacion del vector pGADT7-Rec, fue mediante la

digestion de las muestras con la enzima +#nalll, la cual libera la regiéon recombinante del vector

pPGADT7- Rec (Fig. 11-B).
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Analisis de secuencias

Los cDNAs de las clonas positivas se secuenciaron en la unidad de secuenciaciéon del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM (www.ibt.unam.mx/sintesis). Las secuencias fueron analizadas para
determinar la existencia de secuencias homodlogas en la base de datos. Con esta finalidad, se
utilizo el sitio WORKBENCH (http://seqtool.sdsc.edu/CGI/BW.cgi) y el banco de datos de secuencias

de plantas (GenBank Plant Sequences).

Hibridaciones DNA:DNA

El cDNA digerido, se fracciond en un gel de agarosa al 1% (Apéndice Xlll), se transfirié a una
membrana Hybond-N+ (Amersham Pharmacia), a través de un sistema de réplica en Southern
(Apéndice Xl). El DNA se fij6 covalentemente a la membrana con luz UV (700 000 nJ/Cm2) por 70 s,
la membrana se almacené a -80°C hasta su uso.

Las sondas de DNA fueron marcadas con [a32P] dCTP segln las indicaciones del sistema =aundom
Primer Labeling System (Invitrogen). Se utilizaron 25 ng de DNA que fueron marcados con 50 uCi

de [a-32P] dCTP, 3,000 Ci/mmol, 10 uCi/pl.

La membrana con el DNA fijo, fue prehibridada a 65°C con 20 ml de solucién de hibridacion:
NazPO4 1M pH7.2, SDS 10 % y 40 ul de EDTA 0.5 M, durante 4 h. Previamente a la hibridacion, la
sonda se desnaturalizé a 95°C con 5 ml de solucion de hibridacién durante 5 min. La membrana se
expuso durante toda la noche a la sonda desnaturalizada a una temperatura de 65°C.
Posteriormente se realizaron dos lavados con solucién SSC 4X+SDS 0.1% por 10 min, y dos lavados
mas con SSC 2X+SDS 0.1% de 10 min.

La membrana radiactiva se expuso a una pelicula Hyperfim MP (Amersham) durante 2 dias a -
80°C.

Hibridaciones RNA:DNA

El RNA total se fracciond en un gel desnaturalizante de agarosa al 2% (Apéndice Xlll), y el RNA se
transfiri6 a una membrana Hybond-N* (Amersham Pharmacia), a través de un sistema de réplica
en Northern (Apéndice Xl). Al igual que las hibridaciones DNA:DNA, el RNA se fij6 covalentemente
a la membrana con luz UV (700 000 nJ/Cm2) por 70 s, la membrana se almacend a -80°C hasta su

uso.
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De la misma forma que en las hibridaciones DNA:DNA, se utilizé como sonda el DNA marcado con

3P dCTP segun las indicaciones del sistema ~andon Priveer Labeling System (Invitrogen). Se

utilizaron 25 ng de DNA que fueron marcados con 50 uCi de [a-32P] dCTP, 3,000 Ci/mmol, 10 uCi/pul.
La membrana se prehibridé a 65°C con 20 ml de solucién de hibridacién: Na:PO4 1M pH7.2 con SDS
10% y 40 ul de EDTA 0.5 M, durante 4 h. Previamente a la hibridacion, la sonda se desnaturalizé a
95°C con 5 ml de solucién de hibridacion durante 5 min. La membrana se expuso durante toda la
noche a la sonda previamente desnaturalizada a una temperatura de 65°C. Posteriormente, se
realizaron tres lavados con soluciéon de hibridacion: el primero por 10 min, los dos siguientes por 15
min.

La membrana radiactiva se expuso a una pelicula Hyperfim MP (Amersham) durante 4 dias a -

80°C.

Ensayos de apareamiento entre levaduras

La levaduras .S. cerevisiae en su ciclo de vida pueden permanecer en dos estados, uno haploide y

otro diploide. Cuando las levaduras se encuentran en estado haploide tienen la facultad de
aparearse, dicho apareamiento solo ocurre entre células a y células alfa. Esta determinaciéon esta

dictada por un locus conocido como MA47 (Mating Tgpf). Las células MAT a transcriben los genes

qgue producen un receptor acoplado a proteinas G conocido como Ste2p y una feromona
denominada Factor a. El receptor Ste2p se activa con la presencia del factor alfa, producido por
las células alfa, desencadenando una serie de sefiales intracelulares que culminan en la fusion de

las dos células con tipo de MAT opuesto. (Cappellaro ¢t 4., 1991).

En esta investigacion se realiz6 un ensayo de apareamiento con la finalidad de confirmar la

interaccion entre la proteina estilar HT-B y la proteina del polen NapK.

Siembra del ensayo de apareamiento

Se tomo una de las colonias con el vector pGADT7/NapK y se estridé en una placa con medio YPDA,
en esta misma placa y encima de la colonia previamente estriada, se sembré una colonia
transformada con el vector pAS2-1/HT-B (Fig. 8). Las levaduras se incubaron durante 8 horas para su
apareamiento. Se raspo la superficie de la placa con el asa y se estrié sobre una placa con medio
2SD (SD/-Trp/-Leu/X-a-Gal) y en 4SD (SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/X-a-Gal). Se tomaron como positivas

aqguellas colonias que crecieron en estos medios y que presentaron fenotipo azul (Fig. 8).
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Figura 8. Esquema del apareamienio para la cormoboracién de las inferacdones del doble hibrido

Se realizaron los siguientes apareamientos:

e AH109 (pAS2-1/HT-B) vs. Y187 (pAS2-1/HT-B)

e AH109 (pAS2-1/HT-B) vs. Y187 (sin transgen)

e AH109 (pAS2-1/HT-B) vs. Y187 (pGADT7/NapK)

e AH109 (pGADT7/NapK) vs Y187 (pGADT7/NapK)
e AH109 (pAS2-1/HT-B y pGADT7/NapK)*

e Y187 (pAS2-1/HT-B) vs. AH109 (pAS2-1/HT-B)

e Y187 (pAS2-1/HT-B) vs. AH109 (sin transgen)

e Y187 (pAS2-1/HT-B) vs. AH109 (pGADT7/NapK)

e Y187 (pGADT7/NapK) vs. Y187 (pGADT7/NapK)

e Y187 (pAS2-1/HT-B y pGADT7/NapK)*

*Levaduras que no fueron apareadas sino sélo cotransformadas.

Clonacion del cDNA de la proteina NapK en el vector pGEX 4T-2

El vector pGEX 4T-2 permite la expresidon de polipéptidos para su purificacién en condiciones no

desnaturalizantes. Este vector codifica para la proteina citoplasmica de 26 kDa glutatidon-S-
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transferasa (GST), cuenta con un sitio de clonaciéon mdltiple que permite fusionar la proteina de

interés al extremo carboxilo de este polipéptido.

pGEX-4T-2

i_Trombma_‘
Let Pro Meg*Gly SerlPro Gly lle Pro Gly Ser Thw Asg Ala Ala Ala Ser
1

 Val
CTG GTTCCG CGT GGA TCC CCA GBA ATT CCC GGG 1CG nl‘J CGAGCG GCC GCATCG TGA

Bam Eco &I“..ﬂ—ﬂ—’s.]ll Xhot  Motl
g Thi111
Bal | ‘5‘/1' N [ Aat
A,

Eso'l.’ I %
pGEX-cin-r =]
5°-ataagaatGCGGCCGCAgttcactitganctgge-3° \ \ \

Aot pGEX :
pGEX-cin-f ~Hecotp
5-acgcGTCGACTaaacaaggaggigga-3 \ f

Saf /

BstEN  T———— pSR322
Miu |

Figura 9. Vecior pGEX 4T-2. A) Se muesiran los cligonucledtidos diseflados para incorporar a NapK en éste wvector, en
mayulsculas se ven los sitios de restriccion para clonario. B) Esquema del vector pGEX 4T-2 con el sitio de clonacién makiple

La clonacion de la proteina que resultd de la bisqueda del doble hibrido (NapK) en el vector pGEX

47-2, se facilité al utilizar el sistema de clonacion PSGEM-T easy vector (Promega) que tiene una alta

eficiencia en el ligado de productos de PCR. El fragmento de cDNA de la proteina Napk se
amplificd con oligonucledétidos disefiados a partir de la secuencia obtenida del experimento de

doble hibrido (Y2H). Los oligonugledtidos cuentan con sitios de restriccion Aotl y Sz/. La clona

PGEM/NapK se digirid con esas enzimas para liberar el fragmento de cDNA correspondiente a la

proteina NapK y ligarlo en el vector pGEX 4T2. La cepa BL21 de &. ¢o/l fue transformada con este

vector recombinante.
La corroboracién de la clona fue a través de PCR e hibridacién, utilizando como sonda el cDNA de

la proteina NapK liberada a partir de pGADT7/NapK.

Sobreexpresion de la proteina NapK

La preparacion de la columna de afinidad de NapK requiere grandes cantidades de |la proteina

GST-NapK, para lograr ésto, se transformé la cepa BL21 de £. ¢oli con la clona pGEX 4T-2/NapK.
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Esta cepa contiene el gen / del bacteri6fago 77 que codifica para la 7 RNA polimerasa bajo el
control del promotor /gc t(Vv5 (Fig. 8-B*), el cual se induce con isopropiltiogalactésido (IPTG)

(Dabrowski y Kur, 1998).

Condiciones de microescala

Se hizo un precultivo, incubando 3 ml de medio LB+amp (100 pg/ml) con la clona pGEX 4T-2/NapK

de la cepaBL21 de & colly pGEX 4T-2 como control, se incub6 a 37°C toda la noche.

Del cultivo anterior se tomaron 60 ul para sembrar 6 ml de medio 2xYTA+amp100 ug/ml (apéndice
Xll) y se incuban a 37°C con agitaciéon constante (250 rpm) hasta llegar a una DOeoo= 0.5-0.7. Se
indujo la expresion de la proteina con IPTG a una concentracion final de 0.1mM y se incub6 de 2 a
4 h en medio 2xYTA+amp (100 ug/ml) (Apéndice XII).

El cultivo se centrifugd a 1300 g por 5 min. Las células fueron resuspendidas en 300 pul de PBS 1X 4°C
(Apéndice Xll). Las células se lisaron con 300 ul del amortiguador de lisis (MgClz 5 mM, lisozima 1
ng/ml, RNasa A 50 ul/ml) y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Las células fueron
congeladas con Ngig) Yy se descongelaron y se volvieron a congelar. Una vez descongeladas, se
centrifugaron a 1300 g por 3 min. El sobrenadante, que es la fase soluble, se colocé en un tubo
limpio. El botdn se resuspendid con PBS 1X (Apéndice Xll) en el mismo volumen que se consigue de

la fase soluble, esta fraccion fue la fraccién insoluble.

Las muestras fueron analizadas en geles de poliacriamida (Apéndice Xlll), se fraccionaron a 130
volts por 2.5 h. Uno de los geles se tiid con azul de Coomassie (Apéndice XIV) y el otro se transfirié
por medio del Trans-Blot SD (BIO-RAD) a una membrana de nitrocelulosa a 75 mA por 45 min. La
membrana se tiié con Rojo de Ponceau (Apéndice XIV) para verificar la transferencia de las

proteinas. La membrana con las proteinas se utilizé en ensayos de réplica en Western.

Condiciones de macroescala

Se hizo un precultivo, sembrando 3 ml de medio LB+amp (100 pg/ml) con la clona pGEX 472/NapK
de la cepaBL21l de €. ¢oliy PGEX 4T-2 como control, se incubé a 37°C/250 rpm toda la noche.

Se sembraron 50 ml de medio 2xYTA+amp (100 ug/ml) con 500 pul del precultivo durante 2.5 h
aproximadamente hasta llegar a una DOeoo= 0.5-0.7. Se indujo la sobreexpresion de la proteina GST-
NapK con IPTG (0.1 mM concentracion final) por 3 horas a 37°C/250 rpm. El cultivo se centrifugé a

500 g por 10 min, el sobrenadante fué eliminado y las células se resuspendieron en 5 ml de PBS 1X.
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Una vez resuspendidas las células se alicuotaron en 5 tubos, cada uno con 1 ml, se centrifugaron
nuevamente a 1300 g por 3 min. Cada botdn de células se resuspendio en 1 ml de amortiguador
de lisis (ver microescala); se incubd por 10 min a temperatura ambiente, se congelé con Nzig) y se
descongelé dos veces. Se centrifugd a 1300 g por 3 min y el sobrenadante, en el que se
encontraban las proteinas sobreexpresadas, fué cuantificado por el método de Bradford

(Apéndice XVI).

Purificacion de la proteina GST-NapK con glutation agarosa

La fraccién soluble proteica esta compuesta tanto por las proteinas nativas de . ¢o// asi como de

la proteina sobreexpresada GST-NapK, por lo que es necesario purificarla para la preparacion de la
columna de afinidad. Para ello, se cuantificé la proteina de la fraccién soluble por el método de
Bradford para evaluar, segun la capacidad de la resina, la cantidad de resina (Glutation agarosa)
gue se ocuparia (Apéndice Xll). La resina se hidraté y equilibré al 50% (Apéndice XIl) y se utilizé para

la purificacion de GST-NapK como sigue:

Se coloca en un tubo la mezcla proteica mas la resina equilibrada.
Se incuba a temperatura ambiente durante 45 min con rotacién constante.

El tubo se centrifuga a 35 g/5 min.

P wDd P

El sobrenadante es la fracciéon proteica no unida y se coloca en un tubo limpio para su

analisis.

o

La resina es lavada con 10 volimenes cama de PBS 1X.

6. Se centrifuga a 35 g/5 min, repetir pasos 5y 6 dos veces mas. Conservar los sobrenadantes
para su analisis electroforético.

7. Después del dltimo lavado, la resina es tratada con un volumen cama de amortiguador
de elucion (Apéndice Xll) y se incuba a temperatura ambiente por 10 min.

8. Se centrifuga a 35 g/5 min repetir los pasos 7 y 8 dos veces mas. Juntar los sobrenadantes,

que estan enriquecidos con la proteina GST-NapkK, para su analisis.

Analisis tipo Western

La membrana con las proteinas se incuba en solucién de bloqueo (Apéndice Xll) por 1 h en
agitacion constante. Se pone en contacto con el primer anticuerpo (anti-GST), que se agrega a la

solucién de bloqueo nueva con una diluciéon de 1:2,000; se deja incubando durante toda la noche
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con agitacién constante a 4°C. Se lava con PBS 1X + 0.1% Tween-20 durante 5 min y se realiza un
segundo lavado por 10 min.

Se coloca el segundo anticuerpo anti-conejo, ya sea acoplado a peroxidasa o fosfatasa alcalina,
es importante conocerlo ya que de esto dependera el tipo de revelado. Se usa a una
concentracion de 1:40,000 en solucién de bloqueo y se incuba en agitacién constante durante 1
hora a temperatura ambiente. Se lava la membrana con PBS 1X+0.1% Tween-20 durante 10 min y

se repite este lavado dos veces mas.

Si el segundo anticuerpo utilizado esta acoplado a peroxidasa, el revelado es de la siguiente
manera:
e Se prepara la solucidon de quimioluminiscencia (Apéndice Xll)
¢ La membrana se coloca entre dos acetatos para evitar que se seque
e La membrana se pone en contacto con la solucién. Se quita el exceso de solucion y se
coloca nuevamente entre los dos acetatos.
e Se coloca en un casette para exposicion y encima una hoja de pelicula fotografica
(Hyperfiim ECL, Amersham biosciences) por 15 seg.
e Se revela con solucion de revelado (Apéndice Xll) hasta tener la intensidad deseada y se

coloca en solucion de fijado (Apéndice XlI).

Si se utilizé el anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina después de los lavados se incuba la
membrana en amortiguador pH=9.5 (Apéndice Xll) por 10 min. Después en 10 ml de amortiguador
pH=9.5 agregar 100 ul de nBT (Apéndice Xll) y 100 ul de BCIP (Apéndice Xll). Dejar revelar hasta la
intensidad deseada. La accidon de la fosfatasa se detiene con agua y 1 ml solucién de EDTA [0.5
M].
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RESULTADOS

Clonacion de la proteina HT-B en el vector de unién

El dominio de unidn al promotor 5 4/+4 se encuentra en el vector pAS2-1 (Fig. 6-C). Para fusionar la
proteina HT-B a éste dominio se disefiaron oligonucledtidos que permitieran amplificar el cDNA de
+H7-B con los sitios x40y EcoRI (Fig. 6-A 'y 10).

Se generd el cDNA de HT-B con los sitios de restriccion indicados mediante reacciones de PCR
(Fig.10-B1), utilizAndose como templado el cDNA de HT-B que codifica para la proteina madura, es
decir, sin péptido sefial. El producto de PCR obtenido fue de alrededor de 240 pb, lo que
correspondié al tamario esperado (McClure ¢t 4.., 1999) (Fig.10-B).

Tanto el vector pAS2-1 como los productos de PCR se digirieron con las enzimas de restriccion x4

y EccRl, se ligaron yse usaron para transformar £. col.. El analisis de restriccion mostrado en la figura

10-B2 seflala una clona positiva que libera el cDNA de HT-B con el tamafio esperado. La secuencia
nucleotidica de esta clona indica que se mantuvo el marco de lectura con el dominio de unién al

DNA de <.4(+, como se aprecia en la figura 10-A.

B.

Xhol
5’ ctegaggtcgggatatgattgatecticaatateattgettgaace
aaataacgataaaanaacaaatgggatgaatgacgeaacac
tccannagataggcggannagtiggaatgtttitcgatitcatg sppph
tgtgcagcttgeaaatgecaaaagggtaataatgacaataatg
ataatgataacgataatgataatgataataataacaataatgat
attgtctgtcaaaccgtitgttgttaggtcgacgegaatcactagt
gaattcgcggecgeotgeaggaattc 3

el

Figura 10. A) Secuencia de nucledtidos de |a proteina HT-B en el vector pAS2-1. Se muesiran los sitios de
restriceidn xhad y 2oRi presentes en los oligonucledtides disefiados. En negritas esté la secuencia de la
proteina HT-B madura B) 1. Reaccién de PCR para verificar la construccién pAS2-4/HT-B 2. Liberacién de
HT-B después de digerir pAS2-1/HT-B con Xl ¥ GeoRi .

TN

| <=240pb
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Transformacion de levadura con los vectores que codifican el dominio de union y
activacion al DNA de GAL4.

Para obtener el cDNA total del polen de A/ alata Al, se purificé RNA poli A+ (Fig. 11A). El cDNA

obtenido se muestra en la figura 11A (panel derecho), el cual incluye en sus extremos 5y 3" a la

secuencia SMARTIII y CDSIII, respectivamente.

cDNA

RNA pali A*
SMARTIIl y CDSII)

"™

SMART Ill Sequence
Smal
CDS Il Sequence

puc
ori

At

Figura 11. A} Exiraccion de RNA, RNA poli A", cDNA con los extremos SMARTII y CDSIIl, para recombinarlo en el
vector pGADT 7-Rec. B) Vector pGADT7-Reg, tiene & dominio de activacidn del promotor GAL4 (GALADA)

Para generar una biblioteca transitoria de cDNA de poleny llevar a cabo el experimento de doble

hibrido, la cepa AH109 de .S. cerevisiae fue cotransformada con pAS2-1/HT-B, pGADT7-Rec

linearizado con extremos SMARTII/CDSIII y con el cDNA con los extremos SMARTII/CDSIII. De esta
forma, las levaduras transformadas que pudieran crecer en medio minimo 4SD (SD/-Trp/-Leu/-His/-
Ade/X-a-gal) serian aquellas que contaran con los dos vectores circularizados y con la interaccién
proteica. En la figura 12 se muestra que crecieron alrededor de 360 clonas azules (Fig. 12), de las

cuales se seleccionaron las colonias de mayor tamafo, ya que las mas pequefias podrian ser
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inespecificas (Manual Matchmaker Library Construction, Clontech). De las clonas seleccionadas se
tomaé una muestra de 60 para un analisis posterior. El resto de las clonas fueron congeladas a -80 °C

con YPDA + glicerol.
En el ensayo de doble hibrido se realizé un escrutinio inicial de la biblioteca transitoria presente en

S. cerevisiae de 4.12 x 105 células; si las 360 colonias recuperadas del experimento de doble hibrido

fueran positivas, éstas representarian un 0.087% de transformantes.

Figura 12 360 clonas de .. eerevisfae con el fenotipo azul del doble hibrido
enire HT-B y el cDNA de polen Sqs de 2 alate

Identificacidn de interacciones fisicas entre proteinas

Para profundizar en el analisis de las 60 clonas seleccionadas, éstas fueron segregadas
independientemente en medio 2SD (SD/-Leu, /-Tpr), con el objetivo de seleccionar aquellas que
contuvieran el plasmido con el dominio de unién al DNA (pAS2-1/HT-B) y s6lo un plasmido con el
dominio de activaciéon pGADT7-cDNA, de ésta forma, se eliminarian plasmidos con un dominio de

activacion que no participara en la interaccion registrada (Fig. 13-A).
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Figura 13. A) Esquema de segregacisn para separar s vectores que no estén involucrados en la interaccion.
B) Primera segregacion de las cionas del dable hibride creciendo en medio 2SD. Clanas sagreganies, en el
recuadro se muestra clonas que pierden y disminuye la coloracién azul C) Tercera segregacion de las clonas
del doble hibride, alslamiento de las clonas. D) Clonas crecidas en medio 4SD para verfiicar la interaccion, se
mantiene el crecimiento abundante y el fenotipo azul.

Una vez segregadas las clonas, se resembraron en medio 4SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/X-a-gal para
verificar si mantenian el fenotipo de interaccion (Fig. 13-D). Sélo tres clonas cambiaron su color azul

por rojo y detuvieron su crecimiento. Se purificaron los plasmidos de las 57 clonas de .S. cerevisiae

para transformar a €. ¢oly seleccionar los plasmidos pGADT7 recombinantes.
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Identificacion de los cDNAs recombinados en pGADT7-rec

Las plasmidos derivados de &. co// después de la transformacién con plasmidos de clonas

independientes de levaduras fueron evaluadas por PCR usando oligonucleétidos especificos para
los extremos CDSIIl y SMARTIII del plasmido pGADT7. El propdsito de éste analisis fue recuperar los

plasmidos que contuvieran los cDNA’s del polen que cuando se tradujeron en s. cerevisiae, SUS
productos interaccionaron con HT-B. Como era de esperarse, se detectaron clonas de &. co// con

el plasmido pGADT7, de las cuales se sintetizaron diferentes cDNA"s de tamarios variables (Fig. 14-

A). Las longitudes fueron desde 200 hasta los 800 pb.

A.

5 pAS2-1/HT-B

3 4

3827 ph
2193 pb

%75

Figura 14. A) Andlisis de las clonas seleccionadas del doble hibrido enire |a proteina HT-B y proteinas del polen
de +s. alala Amrba se presentan las digestiones con la erzima s#6e.dil, se tienen 8 patrones, la clona pAS2-

4MT-B libera 4 fragmentos. Abajo se muestran los productos de PCR de estas clonas. B) Hbridaciones
DNA:DNA. Del lado izquierdo se sefialan las sondas utiizadas para la identificacién de 18S, HT-B y NapK. El
recuadro de ka derecha muestra la hibridacién entre pAS2-1/HT-B utliizando como sonda a HT-B.

Para confirmar la identidad de las clonas, se realiz6 un andlisis de restriccion, por lo cual se utilizé la
enzima ~indll (Fig. 14-A). Segan el mapa de restricciéon del vector pGADT7-Rec (Fig. 11-B), la

digestion con esta enzima debe liberar un sélo fragmento de alrededor de 871pb siempre y
cuando el vector se encuentre covalentemente cerrado, lo cual no es posible porque al momento

de la transformacion, el plasmido se encontraba lineal, por lo tanto los fragmentos liberados que
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no correspondan a este tamafo fueron DNA’s recombinantes. Cabe mencionar que el cDNA que

se recombind en pGADT7-Rec podria contar con un sitio de restriccion interno para la enzima

Hindll, por ello, seria normal que la digestion liberara mas de un fragmento. En la figura 14-A se

observan 7 patrones de digestibn encontrados en todas las clonas evaluadas. El tamafio de los

fragmentos liberados fue mayor a los 871pb. Es importante sefialar que la digestion del vector

pAS2-1/HT-B con #/nAll libera cuatro fragmentos de tamarios 3827pb, 2193pb, 987pb y 887pb (Fig.

6-C), los cuales se observan en la figura 14-A. Saber esto fue muy (til, ya que se pudieron detectar

las clonas de £. ¢oli con el vector pAS2-1/HT-B. De esta manera, las clonas que se secuenciaron

fueron las que tuvieran el patrén de digestion 5, 6 y 7, que correspondié a las clonas 2HY-3, 2HY-12 y

2HY-9 de s. cerevisiae, respectivamente (Fig. 14-A).

Sorpresivamente, la secuencia de nucledtidos de la clona 2HY-3 mostré una identidad del 100%
con el RNA ribosomal 18S. Para descartar que alguna de las otras clonas que presentan patrones
de restriccion diferentes pudiera corresponder al cDNA del RNAr 18S, se llevaron a cabo una serie
de hibridaciones DNA:DNA, usando como sonda el RNAr 18S. En la figura 14-B panel 1, se observa
que el cDNA del RNAr 18S hibrida fuertemente con el patrén de digestion nimero 5 y ligeramente

con el 2 y con el 7. La sonda utilizada para este ensayo se obtuvo a partir de la digestiéon con la
enzima +<nAll de la clona pGADT7/18S, ésta reaccion libera el cDNA del RNAr 185 mas un
pequefio fragmento que corresponde al vector pGADT7-Rec, una secuencia que tienen todas las

clonas, por lo que no es extrafio observar hibridaciones ligeras con otras clonas. Asimismo, se

realizaron otras hibridaciones utilizando como sonda a ~7-2& (Fig.14-B panel 2), la cual, hibrida

fuertemente con las clonas que presentan el patrén de digestion nimero dos, indicando que estas

pertenecen a la clona pAS2-1/HT-B. Por otro lado, cuando se utiliz6 como sonda a la clona 2+Yy-9

(Fig.14-B panel 3) solamente se hibrida con las clonas que presentan el patrén de digestibn numero
7 (Fig. 14-B 2 y 3). La secuencia de ésta clona, muestra que el cDNA recombinado es de 301pb.

El cDNA de la clona 2HY-9 fue comparado con el banco de datos de secuencias de plantas
(GenBank Plant Sequences) a nivel de secuencia de aminoacidos (Fig. 15). Esta proteina present6
una identidad de 48.7% con un fragmento de la regibn amino terminal de la cadena pesada de

una cinesina de 4/z0idopsis thaliana (Fig. 15) con un valor E= 9e-09 y de 54.4% con una cinesina
de Qassgpmm hirsutumn (Fig. 15) con un valor E= 6e-13; en cuanto al porcentaje de similitud que
tiene la secuencia de aminoacidos de la clona 2HY-9 que es de 78%% con 4/zbidppsis thalianay

de 86%% con Qassgpmm nirsutum (Fig. 15).
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A thaliana FMNSLSRTSSINNEKAP-—-SENDSNKLSSPSSLSTLVRAV LSDKKPEDV

& Hérsuhae  FTHNSLORTS SMNEKLLSGHSNEIDPNKMASSGS LSMLVRAL LTDKKPEEV

Cloma 2fty-9  -MNSISRT3SISDKSLDS- -TEPDAREI‘NNTGS LHMLVRDL L3DKKQEDV
kky hkkky 2 .t .. Kk kkk ok kkk kpk

A. thaliana PKLIESLLSWVEEFEN’RVTNQYEL

4. Héirsihos  PTLVESVLSKVVEEFENRIASQSEV

Clona 2MY-9  PFIVENMLS KVMEEF EHRLASQSE
x ::*.=k:**=****=*==_* E 3

Figura 15. Homologla de la clona 2HY-9 con cinesinas de Arebidpp<ic thalianay Gossyjplunt hiysutuon Alineamienio

miltiple con proteinas de 4rwbicppsic thaliana Y de Gpssypine hiysuisose Se muestra un alineamienio parcial
identificando con color azul a los amino4cidos que son idéntices, con color verde a los que tienen similitud y los morados
son aminoacidos con baja similitud.

Cuando se hace el alineamiento entre la secuencia de aminoacidos de la clona 2HY-9 y toda la

secuencia de la cinesina de 4. thaliana, se observa que se da hacia la regiéon amino de la

cinesina, en el lado opuesto del dominio motor (Fig. 16).
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Figura 16. Secuencia da los 983 amincécidos de la cinesina de A #hefans mosirando sus dominios y el alinsamiento con la
secuencia de aminoécidos de la clona 2HY-8 qua interacciona con HT-E dbienida en el doble hibrido.

El andlisis de las 60 clonas se resume en el histograma de la figura 17, en el cual se observa el

nimero de clonas derivadas del doble hibrido que fueron analizadas. De las 60 clonas analizadas,

5 corresponden al vector pAS2-1/HT-B (Fig. 17, barra roja); la barra naranja sefiala las 7 clonas que
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muestran identidad del 100% con el RNA ribosomal 18S (Fig. 17); la secuencia de aminoacidos de 3
clonas pertenecen a la cinesina (2HY-9) (Fig. 17, barra verde); otras 3 clonas murieron en la
segregacion y con la columna de color morado suman 42 clonas, lo que corresponde al 70% del
total de las clonas analizadas, estas clonas no se han secuenciado, ya que se decidié hacerlo sélo

para aquellas que liberaran una Unica banda al ser digeridas con la enzima ~2»All. Sin embargo,

se tiene presente que estas clonas deberan ser analizadas en un futuro.

45 ,
40
351
30
25
201
15
104

NUmero de clonas

0 .
pAS2-1/HT-B 2HY-9 Muertas Sin definir

Figura 17. Numero de clonas derivadas del ensayo de dobie hibrido. £l histograma muestra las 60 clonas
analizadas, de las cuales 5 commesponden a pAS2-1/HT-B, 7 clonas son RNA ribosomal 18S, 3 son 2HY-8 y
42 clonas de secuencia no determinada. Sin embargo, de las 42 clonas, 14 representadas en color morado
muestran un patnén de digestion #1 (Fig.14), 17 clonas de color rosa muestran un pairdn de digestion #3
{Fig.14), las grises comesponden a 8 clonas que presentan un pairén de digestion #4 y por Glimo, 3
clonas representadas de amarillc muesiran un pairon de digestion #7 (Fig. 14).
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Corroboracion de la interaccidn por apareamiento de levaduras

Caracteristicas de las cepas para el apareamiento y transformacion

Las cepas utilizadas para el apareamiento son la Y187 y la AH109 de .S. cearevisiae que tienen los
tipos MATa y MATa, respectivamente. Para llevar a cabo el ensayo se requirié de la transformacion
de las cepas Y187 y AH109 con las clona pGADT-7/NapK y con pAS2-1/HT-B (Apéndice IX). Cada
una de las transformaciones se sembré en el medio minimo respectivo para su seleccién (SD-Trp) o
(SD-Leu).

Corroboracion de la interaccion entre HT-B y NapK

Con la finalidad de confirmar que la proteina proveniente de la clona cDNA 2HY-9, denominada

(NapK= cinesina del polen de A/. 4lat4) interacciona directamente con HT-B, se realiz6 un ensayo

de doble hibrido Unicamente entre estas dos proteinas. En la figura 18 se muestran las clonas que
crecieron en el medio minimo 4SD/-Trp/-Leu/-His/-~Ade/X-a-gal/. Lo que indica que la interaccion

entre HT-B y NapK en la cepa AH109 de S. carevisiae es independiente de alguna otra proteina
del polen. El ensayo de doble hibrido fue repetido en la cepa Y187 de .S. carevisiae con laidea de
evaluar la interaccién en otra cepa de S. cerevisiae. Como se observa en la figura 21-V, la

interaccién, aunque el crecimiento es muy pobre, se repite en la cepa Y187.

A, B.

Figura 18. Comoboracion de las interacciones mediante ensayos de doble hibrido ulilizando
Gnicamente las prateinas de interaccién en la cepa AH109 de <. canisias A- Interaccion entre
las proteinas HT-B y NapK B.- Interaccién entre & RNAr 18S y HT-B.
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Las interacciones entre HT-B y NapK son especificas, ya que cuando se transformaron levaduras

AH109 6 Y187 con el vector pAS2-1/HT-B 6 con el vector pGADT7-NapK solamente (Fig. 19), las

levaduras no crecieron en el medio 4SD (Fig. 20- Ay B). Lo anterior no se debié a que las levaduras

no hayan sido transformadas con uno u otro vector, ya que éstas si crecieron en el medio SD-Leu y

SD-Trp, lo que sefiala que las levaduras se transformaron correctamente con las construcciones

pPAS2-1/HT-By pGADT7/NapK (Fig. 18-Ay Fig. 21-V).

Cepas

. 5. oerevisine
I l Transgenes I 1
pPGADT7 /NapK pAS2-1/HT-B pGADT7 /NapK pAS2-1/HT-B
l\ Medlo \'
SD-leu 48D SD-Trp SD-levu 48D SD-Trp

Figura19. Transformaciones en las cepas AH109 y Y187 de =. ezreviclae, con los transgenes pGADT7/NapK y pAS2-
1HT-B pama cada cepa. El medio de seleccitn fue 45D para evaluar interaccién, come control de transformacién se sembré
&n meda SD-Leu para pGADT7/NapK y SD-Tip para pAS2-1/HT-B.

Por otro lado, cuando las levaduras AH109 de .S. cerevisiae son transformadas con pAS2-1/HT-B y

PGADT-7/2HY-3 (RNAr 18S), se observa crecimiento en el medio 4SD (Fig. 18-B).
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HT-B

NapK

SD-Len

SD-Trp

NapK

48D SD-Leun
Figura 20. A) Transformaciones de la cepa AH109 de <. comisias con pAS2-YHT-B y pGADT7/NapK. Primera fila son levaduras

transformadas con pAS2-1/HT-B, la primera se encuentra en medio 45D y la segunda en SD-Trp. La segunda fila es la fransformacién
con pGADT?/NapK en medio 45D y SD-Leu como control de transformacién. B) Transformacienes de la cepa Y187 de <. cammiciar

con pAS2-1HT-B y pGADT7/NapK. Primera fila transformacién con pAS2-1/HT-B, y la segunda con pGADT7/NapK, la primera
columna son transformaciones crecidas en medio 4SD y la segunda en SD-Trpy SD-Leu de abajo hacia arba.
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Apareamiento o “mating”

Otro de los ensayos que se sugieren para la corroboracion de la interaccion proteina-proteina en el

doble hibrido, es por apareamiento o “mating”. Las cepas AH109 y Y187 de S. cerevisiae son

levaduras haploides que tienen la capacidad de fusionarse, gracias a las aglutininas que presentan

en su membrana, obtieniendose levaduras diploides (Zhao ¢t 4/., 2001; Hashimoto ¢¢ 4.., 2005). Este
ensayo consiste en transformar por separado las cepas AH109 y Y187 de .S. cerevisiae con las

construcciones pAS2-1/HT-B 6 pGADT7/NapK. Las clonas resultantes son sujetas al apareamiento
durante 8 horas en medio sin seleccidn. Si existe interaccioén fisica entre las proteinas a evaluar, las
levaduras podran crecer en un medio minimo 4SD. Los apareamientos evaluados fueron los

siguentes:

I. Cotranformacion de la cepa AH109 con los vectores pAS2-1/HT-B y pGADT7/NapK
ll. Transformacion de la cepa AH109 con el vector pAS2-1/HT-B
. Transformacion de la cepa AH109 con el vector pGADT7/NapK
IV. “Mating” entre las clonas AH109 (pAS2-1/HT-B) y Y187 (pAS2-1/HT-B)
V. Cotranformacioén de la cepa Y187con los vectores pAS2-1/HT-B y pGADT7/NapK
VI. Transformacion de la cepa Y187 con el vector pAS2-1/HT-B
VIl. Transformacién de la cepa Y187 con el vector pGADT7/NapK
VIIl. “Mating” entre las clonas Y187 (pAS2-1/HT-B) y Y187 (pAS2-1/HT-B)

El resultado del apareamiento se muestra en la figura 21. Se aprecia que el crecimiento en el
medio restrictivo (4SD) s6lo ocurre cuando HT-B y NapK estan presentes tanto en la cepa AH109

como en la Y187 (paneles Vil y IV), con un crecimiento similar a aquel que se presenta cuando .s.
cerevisiae AHL109 es transformado con HT-B y NapK (panel | y V). Sin embargo, cuando las cepas

AH109 6 Y187 fueron transformadas por separado con HT-B 6 NapK el crecimiento en el medio
restrictivo fue nulo (paneles i, I, VI, VII).

Los resultado anteriores permiten concluir que la proteina estilar HT-B interacciona con la proteina

NapK en .s. cerevisiae.
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VIII I

Figura21. Corroboracitn de la interaccién entre HT-B y NapK por apareamiento de levaduras.
|. Gepa AH109 colransformada con el dominio de unién al promotor gal 4 fusionado a la proteina HT-B y con el dominio de activacién gal 4
fusionado a la protelna Napk.
II. Cepa AH109 transformada con el dominio de unién al promotor gal 4 fusionado a la proteina HT-B.
lll.Cepa AH109 transformada con el dominio de activacién del promotor gald fusionada a la proteina NapK.
N Crecimiento de células diploides. Apareamiento entre la clona AH109 (DU-HT-B) y Y187 {(DA-NapK)
V. Cepa Y187 cotransformada con el dominio de unién al promotor gal 4 fusionada a la protelna HT-B y con ol dominio de activacion gal 4
fusionada a la proteina Napk.
¥1. Gepa Y167 transformada con el dominio de unién al promotor gal 4 fusionado a la protelna HT-B.

VIl Cepa Y187 transformada con el dominio de activacién del promotor galé fusionada a NapK
VIIl. Crecimiento de células diploides. Aparamiento entre las clonas AH109 (DA-Napk) y Y487 (DU-HT-B)

Patron de expresion de la cinesina (2HY-9) en diferentes 6érganos de N. alata.

Para determinar el patron de expresion de ANapk, se realizo un andlisis por réplica en Northern con

RNA total de tallos, hojas, pétalos, anteras y estilos. En la figura 22 se observa que el transcrito de
NapK se expresa en todos |os tejidos evaluados. La sefial se presenta alrededor de 2400 pb, un
tamafio similar al reportado para los genes de las diferentes cadenas pesadas de las cinesinas

(Kirchner ¢t 4.., 1999; Cai ¢t 4.., 2000).

El cDNA de la clona 2HY-12 fue utilizado como sonda en otro ensayo de réplica en Northern (Fig.
21-B). Con las cantidades de RNA que se usaron en este estudio (Fig. 22-C y D) no se detectd

ninguna sefial, lo que sugiere que el cDNA de esta clona podria ser un falso positivo.

48




tallo
hoja
pétalo
antera
estilo
tallo
hoja
pétalo
antera
estilo

A
2400 pb c
B
D

Figura 22 Expresion de Amapsc en plantas de A/ alein. A) NapK B) 2HY-12 C) y D) RNA transferido a la membrana y
tefiido con azul de mefileno.

Datos adicionales
Sobreexpresion de NapK en Escherichia coli

Un ensayo recomendado para evaluar interacciones proteina-proteina es el de “Pull down”, para
lo cual se requiere tener al menos una de las dos proteinas que interaccionan con un alto grado de

pureza.
Aunqgue no fue uno de los objetivos iniciales de esta tesis, se inicié con la sobreexpresibn de NapK,

como una proteina de fusién con la proteina GST, en &. ¢olL.

La expresidn de la proteina quimérica GST-NapK se indujo en &. ¢oll y el vector pGEX 4T-2 (Fig. 9-B).

Este vector codifica para la proteina Glutation S-transferasa (GST). La finalidad de fusionar NapK a

esta proteina es sobreexpresarla en la cepa BL21 de £. ¢o/i. La clona fue evaluada amplificAndola

y sobreexpresandola en pequefia escala (Fig. 23-B y C). La sobreexpresion de la proteina NapK se
indujo con IPTG (ver Materiales y Métodos) y se compard con la sobreexpresion de la proteina GST
de 26 kDa (Fig. 23-C, caurril 3). La proteina NapK fusionada a la GST de 36kDa se observa en la figura
23-(carril 3, clona 1,2). Los 10 kDa de diferencia corresponden al producto del fragmento de NapK

fusionada a GST.
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5°-ata aga at GCGGCCG cal git cac tit gaa dg gc-3°

Mol
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GSTIMNAPK

Figura 23. Clonas de & colf expresando la proteina quimérica GST-NapK. A) Oligonucledtidos con los sitics de resiriccidn
st ¥ sall para clonar a NapK en el vechor pGEX. B) Amplificacion por PCR de las clnas positivas cis7nagpic €)
Andlisis por SDS-PAGE de la sobreexpresién de la proteina GST-NapK. D) Westem blet usando &l anticuerpo anti-GST.

Para recuperar a la proteina recombinante, se lisaron las células de la cepa BL21 de &. col/i. La

proteina GST-NapK se presenta mayoritariamente en la fracciéon soluble (Fig. 24-A carril S). Para
purificar la proteina NapK recombinante se utilizé la resina de afinidad GST agarosa, un gradiente
de NaCl para liberar proteinas unidas inespecificamente a la columna y la posterior elucién de
GST-NapK de la resina con glutation reducido. En la figura 24-A se observa la sobreexpresion de la
NapK fusionada a la proteina GST en las diferentes fracciones proteicas con una masa de 36 kDa,
de igual manera se ve a la proteina GST a 26 kDa. Para estar completamente seguros se realizé un
ensayo de western-blot identificando a la proteina GST, las sefiales corresponden a las proteinas

sobreexpresadas (Fig. 24-B).
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Figura 24. Scbreexpresién de la protelna de fusidn GST-NapK en & co# A) Clona que sobreexpresa
a la protelna de fusibn GST-NapK separada en un gel de acrilamida desnaturalizente tefiido con azul
de coomassie, C=son células de & epii sin lisar, S=fraccién soluble después de lisar, I=fraccién
insoluble después de lisar. B) Inmunoréplica utiizando anticuerpos anti GST. C) Fracciones eluldas
de la columna de agarosa a diferentes concentraciones de sal, en el recuadro se muestra la protelna
GST-NapK ya elulda. Gel de acrilamida al 12% tefido con plata, se cbserva la purificacién de las
protelnas GST-NapK y GST con un gradiente de NaCl.

A partir de la fraccidn de proteinas solubles, las proteinas GSTy GST/NapK se purificaron uniéndolas

a la glutation agarosa y lavando con un gradiente de NacCl, en la figura 24-C se muestra tanto

GST/NapK en una fraccion muy enriquecidacomo GST pura en otra fraccidn. De esta manera se

podra realizar en el futuro un ensayo de “Pull down” (Fig. 24-C).
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DISCUSION

Como producto de la interaccion entre la proteina HT-B con el cDNA total de polen crecieron 360
clonas en medio minimo 4SD (-Leu/-Ade/-His/-Trp/a-X-gal). Es de notar la cantidad de interacciones
positivas en el ensayo, y aunque no se esperaba una cantidad definida, se sospechaba de la
presencia de muchas interacciones falsas, las cuales pueden estar dadas por la presencia de mas

de uno de los vectores transformados (Fig. 13-A).

Esta posibilidad fué descartada con la segregacion de 60 clonas tomadas como muestra para su
analisis (Fig.13). Los criterios de seleccién de las 60 clonas no fueron al azar, se prefirieron aquellas
clonas que tuvieron un crecimiento abundante y que presentaron una mayor intensidad de
coloraciéon azul, lo que estaria directamente ligado a la fuerza de la interaccion. Recordemos que

la expresion del gen ME(L 7 esta bajo el control del promotor <4+, y que el gen codifica para

una a-galactosidasa la cual hidroliza a-X-gal que es afiadido al medio de seleccién. De esta forma,
las clonas positivas ademas de crecer en medio minimo 4SD (-Leu/-Ade/-His/-Trp/a-X-gal) contaron
con fenotipo de color azul fuerte, Io que significé que la interaccién de los dominios de unién y
activacioén estuvieron por mas tiempo unidos, dando como resultado una mayor transcripciéon del

gen MELZ. Las 60 clonas fueron segregadas en medio minimo 2SD (-Leu/-Trp/a-X-gal), de donde

tres de ellas resultaron ser falsos positivos por contar con mas de un vector involucrado en la
interaccién (Fig.13-A y D); es decir, estas clonas, cambiaron su fenotipo azul por rojo debido a la
falta de adenina y dejaron de crecer. Por otro lado, las transformaciones realizadas con s6lo uno
de los dominios, ya sea de unién o de activacion, con diferentes entornos genéticos y que fueron
sembradas en medio 4SD, no tuvieron la capacidad de crecer, lo que indica que dominios

diferentes a los presentes por la cotransformacion, no activan al promotor <. 4(+ (Fig. 20). De esta

forma, puede pensarse que las proteinas exdgenas presentes en el ensayo interaccionan
positivamente y que la proteina HT-B esta interaccionando con una o varias proteinas del polen.
Inesperadamente al revelarse las secuencias de los cDNAs de las clonas interesantes (ver Métodos
y Resultados). Una de ellas (de las mas abundantes), fue analizada en su secuencia de
aminoacidos. El resultado indicaba que no existia identidad con ninguna proteina de plantas
conocida; sin embargo, la secuencia de nucledtidos mostré el 100% de identidad con el RNA
ribosomal 18S. A pesar de que la interaccion entre HT-B y RNAr 18S se corroboré nuevamente en un
ensayo de doble hibrido (Fig. 18-B), este resultado es un falso positivo, ya que la secuencia del RNAr

18S no se traduce y es necesaria la traduccién del dominio de activacion a la que esta fusionada
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para activar la transcripcion de los genes 4Apeg S Yy MELL. Por lo tanto, el resultado de la

traduccién del RNAr 18S es una proteina aberrante que interacciona con la proteina HT-B. La
aparicion de falsos positivos, como el RNAr 18S, ocurre durante la sintesis del cDNA, ya que para su
sintesis se usaron los oligos dT y “random primer” como iniciadores. El hecho de encontrar una
interaccion sin sustento entre el RNAr 18S con HT-B deja a la vista que el RNA poli A* que se purifico,
se encontraba aun enriquecido con el RNA ribosomal (Fig. 11). Por lo que se propone que el
estudio de interacciones proteina-proteina por medio de ensayos de Y2H requiere de la doble
purificacién del RNA poli A+.

Otra de las clonas analizadas y secuenciadas fue la clona 2HY-9. Esta clona tiene identidad del

48.7% con una cinesina de 4/abidopsis thaliana 'y 56.9% con una cinesina de Gossypiwne nirsutuom. El

porcentaje de clonas que resultaron codificar para proteinas tipo cinesina fue del 3.22% (Fig. 17).

La interaccion con la cinesina de A. 4lata (NapK) fue corroborada transformando s. ceevisiae

solamente con HT-B y NapK, asi como en ensayos de apareamiento o “mating” entre la cepas
AH109 (HT-B) y Y187 (NapK 6 2HY-9). En ambos casos la interaccién fue positiva.

Ya que la evidencia de la interaccion entre HT-B y NapK fue observada en s. cerevisiae, sera

necesario corroborar tal interaccion por otros métodos tales como ensayos de “Pull down”,
cromatografia de afinidad, etc.

Dado que en esta investigacion solo se evalué una fraccion de las clonas generadas (60 de 360
clonas), es importante continuar con el andlisis del resto para evitar la pérdida de clonas con

interacciones importantes.

Cinesinas

Las cinesinas son proteinas conocidas como motores moleculares que estan presentes en todos los
organismos eucariéticos. Estas proteinas convierten la energia quimica almacenada en moléculas

de ATP en fuerza mecanica a lo largo de los microtibulos (Kirchner ¢t 4/, 1999; Goldstein y
Valentine, 1999). La presencia de 14 familias de cinesinas (Lawrence ¢t 4/, 2004) denota su

importancia y diversificaciéon funcional en diferentes especies. Son importantes en la mitosis y
meiosis, en el posicionamiento y movimiento de organelos, en la formacion flagelar, en la
transduccion de sefiales, en el transporte vesicular y en el acomodo de los microtubulos en la
célula (Goldstein y Valentine, 1999 ; Vale y Milligan 2000; Lloyd y Hussey, 2001).

Las cinesinas convencionales son heterotetrameros que consisten de dos cadenas pesadas
(KHC’s) de 100—130 kDa y de dos cadenas ligeras (KLCs) de 60-70 kDa (Goldstein y Valentine,
1999).
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Las cadenas pesadas de una cinesina convencional tienen tres dominios: Un dominio motor
generalmente hacia el extremo amino, una regién central en forma de tallo en el cual se dimerizan
las dos cadenas pesadas y un dominio globular generalmente hacia el extremo carboxilo. Todas
las cinesinas contienen altamente conservado el dominio motor con alrededor de 350

aminoacidos (Richardson ¢t 4.., 2006) (Fig. 25). Este dominio cuenta con un sitio de unién a ATP y un

sitio de unién a microtubulos. De los motores moleculares conocidos, las cinesinas parecen ser las
mas procesivas, en las que cada molécula de ATP proporciona la energia para “caminar’ 8 nm
(Schnitzer, 1997). Cabe mencionar que el dominio motor no siempre esta presente hacia la region
amino, también se conocen cinesinas que lo sittan en el extremo carboxilo o en la region media
de la cadena pesada (Goldstein y Valentine, 1999), lo cual es importante ya que existe relaciéon del
dominio motor con la direccion en la que ésta proteina se mueve.

En este trabajo se encontré que el cDNA de NapK hibrida con un transcrito de alrededor de 2,200
pb, tamafio que coincide con el de las cinesinas convencionales, incluida una reportada para

tubos polinicos de Aicotiana tabacum (Cai et 4l., 2000).

. Cadena pesada (KHC)

Cadena ligera (KL.C) Repeticiones TPR
(tetratico péptido)

Coiled coil

Dominio Dominios
motor globulares
e —~ A
Sitio de unién ATP Regidén importante para
y a microtiibulosT reconocer la carga

Figura 25. Esquema de una cinesina convencional. La cadena pesada de la cinesina (KHC) contiene:1) dominios motores
en la regién amino de cada cadena pesada que tienen un sitio de unién a microtibulos y tienen un stio de unidén a ATP; 2)
dominios “coiled coil® con el dimero que se forma con las dos cadenas pesadas; 3) dominies globulares, hacia la regién
carboxilo de la KHC, importantes en el reconocimiento de la carga. La cadena ligera de la cinesina (KLC), en A% sresse no

se presenta, tiene: 1) repeliciones tetratico péptido (TPR) que estén involucradas en las interacciones protelna-protelna y en
el reconocimiento de la carga, 2) la regién helicoiclal importante para la unién de la KLC con la cadena pesada.
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Por su parte, la cadena ligera (KLC) no esta tan conservada como el dominio motor de la cadena
pesada. En una cinesina convencional, la KLC tiene hacia su extremo amino un dominio helicoidal
gue la une a la cadena pesada, también presenta un motivo de 6 repeticiones tetraticopéptido
(TPR), que es una secuencia de 34 aminoacidos que modula las interacciones proteina-proteina,

ya sea intramoleculares o intermoleculares (Gindhart y Goldstein, 1996). En Dmsapm’m
melanogaster, la cadena ligera de las cinesinas regula la actividad de la cadena pesada, ya que

la interaccién entre estas dos es especifica (Gauger y Goldstein, 1993). Ademas, esta cadena
identifica la carga que debe transportar a través de interacciones con proteinas accesorias (Kumar

et al, 1995; Gindhart y Goldstein, 1996), receptores (Almenar y Goldstein, 2001) o regiones

membranales conocidas como balsas lipidicas (Goldstein, 2001). Las cinesinas en organismos como

Newrospora crassa nNO son convencionales, no cuentan con una cadena ligera, por lo que se

sugiere que la seleccion de la carga que debe transportar esta relacionada con dominios

cercanos a la regiéon carboxilo de la cadena pesada (Kirchner ¢t 4.., 1999).

Estudios en p. melanogaster indican que la activacion de la cinesina no se da a través de la
disociacion y asociacion de las cadenas (Gauger y Goldstein, 1993). En cambio, trabajos en A/
crassa sugieren que la activacion esta dada por la conformacion de la cinesina (Kirchner ¢t 4..,
1999; Seiler ¢t 4.., 2001), mostrando dos estados, uno en el que la cinesina se encuentra plegada e

inactiva y un estado activo propiciado por la unién de la carga (Fig. 26).

A.
Inactivo 7

Activo

Figura 26. Modelo de activacién de las cinesinas de As. crwssa. A) estada inactivo de la cinesing, el
dominio giobular est4 muy cerca del dominio motor. B) klentificacidn de la carga, cambio conformacional
y activacién de la chesina C) cinesina activa
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La proteina NapK encontrada en el ensayo de Y2H, que tiene interaccidn con la proteina estilar HT-

B, tiene identidad con la regién amino de la cadena pesada de las cinesinas de 4. thalianay .
hirsutume. Si HT-B se une a la regién amino de la cadena pesada de una proteina tipo cinesina no
convencional, los trabajos en A. crassa nos dan elementos para sugerir que HT-B activa a la

cinesina para el transporte de la carga. Se requieren de diversos ensayos que deberan confirmar

esta hipotesis.

Las cinesinas son proteinas muy abundantes y de expresion ubicua en las angiospermas

(Richardson ¢t 4/., 2006), lo que se confirma con nuestros resultados, ya que NapK tiene una
expresion ubicua en los 6rganos estudiados en A/. alata (Fig. 22). La proteina NapK tiene identidad
con cinesinas de Am@[&/pps[s. S6lo en esta especie se han identificado alrededor de 61 miembros

(Lee y Liu, 2004). Estudios filogenéticos sittan a la mayoria de las cinesinas vegetales en las familias

Kinesin-14 y Kinesin-7 (Lawrence ¢t 4., 2004). Gran parte de las cinesinas que pertenecen a la

familia Kinesin-14, contiene el dominio motor hacia su regidén carboxilo, indicando que la

identificaciéon de la carga esta dada por su regién amino (Lawrence ¢t 4.., 2004). Cabe mencionar

qgue las cinesinas de ésta familia estan involucradas en el transporte membranal y organelar
(Soldati y Schliwa, 2006). Nuestros datos indican que la proteina HT-B interacciona con la proteina

NapK que muestra identidad con la region amino de la cadena pesada de 4. thaliana (Fig. 16), la
cinesina de .4. thaliana pertenece a la familia Kinesin-14, de esta manera se sugiriere que NapK

podria ser un miembro de ésta famila.

El transporte vesicular, crecimiento del TP, HT-B y el rechazo del polen en Nicotiana

Las células eucariotas desarrollaron un sistema endomembranoso que divide a la célula en
diferentes compartimentos, en cada uno se realizan diversas funciones que son necesarias para

mantener el equilibrio en la célula (Lewin, 2004).

El transporte vesicular intracelular requieren del reconocimiento y la fusion de las vesiculas a la
membrana blanco entre los diferentes organelos (Nebenfuhr, 2002). Cuando el transporte de las
vesiculas se dirige del RE al Aparato de Golgi se dice que el transporte es anterégrado, si se

presenta en sentido contrario del aparato de Golgi al RE se denomina retréogrado (Battery ¢t 4l.,

1999). La fusidn de la vesicula en la membrana blanco depende de moléculas SNARE (soluble N-
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ethylmale-imide-sensitive attachment protein receptor) que estan presentes tanto en la vesicula (v-

SNARE), como en la membrana blanco (t-SNARE) (Dieffenbach ¢t 4.., 2002). La interaccién de estas

proteinas esta regulada por diferentes tipos de GTPasas que pertenecen a la familia de proteinas

Rab (Battery ¢t 2/., 1999; Ueda ¢t /., 2004). Las Rab GTPasas han sido identificadas como parte del

sistema de endocitosis en plantas y su participaciéon es indispensable en el crecimiento del tubo

polinico (TP) (Ueda ¢t 4/., 2004). La mayoria de las proteinas Rab aisladas cuentan con sefiales de

isoprenilacion hacia el extremo carboxilo, actualmente se realizan experimentos para definir si la
proteina HT-B cuenta con estos sitios de prenilacion hacia su extremo carboxilo, lo cual es esencial
para la unién a la membrana y para la interaccidon con otras moléculas reguladoras, (McClure,
comunicacion personal, 2006) de confirmarse esta hipotesis, cobraria relevancia el trafico vesicular

intracelular como parte del mecanismo del rechazo del polen en Nicotiana alata .

El tubo polinico es una célula elongada que crece de forma apical, su crecimiento polarizado se
mantiene por la fusibn de las vesiculas secretoras en la regién del apice incorporando

componentes de la membrana plasmatica y de la pared celular (Taylor, 1997; Samaj ¢t 4., 2004).

El citoesqueleto del TP esta compuesto por microtubulos, flamentos de actina y sus proteinas

asociadas (Cai ¢t 4.., 2000-A). Los microtUibulos se extienden y orientan a lo largo de la parte axial

de los TP y se concentran en su regidn cortical. Los flamentos de actina ademas de orientarse de
manera muy similar a los microtabulos, éstos se encuentran formando una red en la regidn

subapical del TP (Cai ¢t 4.., 1997). La participacion del citoesqueleto en la respuesta de rechazo
del polen, se demostré en Pzpaver, donde se determind que algunos intermediarios en la cascada

de sefializacion desestabilizan el citoesqueleto de actina evitando el crecimiento del tubo polinico

en cruzas incompatibles (Geitmann ¢t #/., 2000; Snowman ¢t 4.., 2002).

En el tubo polinico se encuentran una serie de proteinas asociadas a microtibulos (MAP). Una de

ellas es una proteina homoéloga de cinesina del tubo polinico de ANicotiana tabacun, la cual se
localiza en la regi6n apical y en el cortex (Lancelle ¢t 4/., 1987; Cai ¢t s/, 1993 y 2005). Esta
cinesina se relaciona con pequefias estructuras vesiculares (Tiezzi ¢t 4/, 1992). De manera
interesante se detectd a una cinesina de 90-kD en el tubo polinico de ANicotiana tabacuwm, la cual
se asocia a organelos de la region cortical de los microtibulos de los tubos polinicos (Cai ¢t 4..,

2000). La funcion de las diferentes MAP’s encontradas en el TP debe estar relacionada a su

localizacién, lo que indicaria que estas proteinas tienen distintas funciones (Romagnoli ¢t 4.., 2003;
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Hirokawa y Takemura, 2004); sin embargo, su caracter de motores moleculares l0s posicionan en
acciones relacionadas directamente con el transporte vesicular. El hecho encontrar en el ensayo
de doble hibrido una proteina asociada a microtlbulos y su posible participacion en el trafico
vesicular del TP, nuevamente dirige la atencidén hacia entender el mecanismo del rechazo del

polen en el contexto del trafico vesicular.

La direccion del movimiento de las cinesinas a lo largo de los microtubulos esta relacionado con la
posicion del dominio motor de su cadena pesada (Goldstein y Valentine, 1999). Los microtubulos

crecen a partir del centro de organizacion de microtibulos (MTOC) (Azimzadeh ¢t 4.., 2001) y a

pesar de que en plantas no se ha observado una estructura como tal, se han encontrado
elementos y proteinas homdlogas que indican que existe una estructura parecida (Lloyd y Hussey,
2001). A partir del MTOC, los microtubulos crecen en dos direcciones, una en la que la sintesis es
rapida conocida como el extremo positivo (+) del microtubulo y otra en el que el crecimiento del
microtubulo es lento, lo que es conocido como el extremo negativo (-) (Azimzadeh ¢t 4.., 2001). Las
cinesinas que presentan su dominio motor hacia el extremmo amino de la cadena pesada se
mueven en direcciéon al extremo positivo del microtibulo. En cambio, las cinesinas que sitian su
dominio motor hacia su extremo carboxilo caminan o se desplazan hacia el extremo negativo. Si la

interacciéon entre la proteina HT-B y NapK ocurre i vive, entonces la direccién en la que se

moveria NapK junto con HT-B, seria hacia el extremo negativo de los microtibulos, es decir hacia el

centro del tubo polinico.

El transporte vesicular, HT-B y el rechazo del polen en Nicotiana

El modelo del secuestro de las S-RNasas en vacuolas descrito por Goldraij ¢t #.. (2006) nos sitlia en

un punto en donde el trafico vesicular es esencial para describir el rechazo del polen. Estudios de

inmunolocalizacion en A. alatz indican que la entrada de las S-RNasas al tubo polinico ocurre por
endocitosis (Goldraij ¢t 4/, 2006). EIl endosoma temprano formado con estas proteinas, se

transforma en un endosoma tardio y puede o no fusionarse a una vacuola en donde las S-RNasas
son almacenadas. Esta forma de aislar el efecto citotdxico que se produce con las S-RNasas dentro

del TP es parecida a al de las células que producen la toxina ricina A (DiCola ¢t /., 2005; McClure,

2006-A). Las ricinas son citotoxinas que se introducen a su célula blanco por endocitosis, llegan a la
red tubular endosomal (TEN) (Bonifacino y Rojas, 2006) de donde se transportan en dos direcciones:
ya sea para formar un endosoma temprano, después uno tardio y culminar en el aimacén de la

toxina en las vacuolas 6 por medio de un transporte retrégrado que dirigen pequefias cantidades
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de la citotoxina hacia el Aparato de Golgi y después al reticulo endoplasmico (RE) (Vago ¢t 4l.,

2005). La salida de la ricina A al citoplasma de la célula blanco se da a través del sistema de
degradaciéon del RE (ERAD) por el cual las ricinas A pueden translocarse del RE al citoplasma

(Roberts y Smith, 2004; Di Cola ¢t 4.., 2005). McClure (2006) sefiala que las S-RNasas posiblemente

utilicen esta via retrégrada para escapar al citoplasma del TP, de esta manera, las S-RNasas del RE
al traslocarse al citoplasma del TP interaccionarian con SLF, recordemos que SLF se encuentra
mayoritariamente en la periferia del RE (Wang y Xue, 2005). Una vez que la S-RNasa es traslocada al
citoplasma del TP interacciona especificamente con SLF, estabilizando a la proteina HT-B, como
consecuencia se provocaria la ruptura de la vacuola y la liberacion masiva de las S-RNasas al
citoplasma del TP, en donde se degradara su RNA, dando como resultado final la inhibicion de su

crecimiento (Goldraij ¢t 4.., 2006) y el fenotipo de incompatibilidad. En cambio si la interaccién no

es alelo especifica, se conduciria a la degradacion de la proteina HT-B, manteniendo a las S-

RNasas estables en el compartimento vacuolar.

Es interesante pensar en este escenario, ya que el objetivo planteado en este trabajo fue encontrar
proteinas del polen que permitan establecer la funcionalidad de HT-B en el mecanismo del rechazo
del polen. Por las caracteristicas de la proteina NapK seria poco probable que participara como la
proteina hipotética (PP) involucrada en la estabilidad de HT-B, como se sefiala en el modelo de

Goldraij ¢t 4.., (2006). El hallazgo de una posible interaccion de HT-B con un motor molecular (NapK)

nos conduce a pensar que el sistema de trafico endomembranoso podria jugar un papel importante
en el rechazo del polen. Dado que la proteina NapK tiene identidad con cinesinas de 4. thaliana, y
&. hirsutum, las cuales presentan su dominio motor hacia la regién carboxilo de la cadena pesada,
nos deja ver que su movimiento seria hacia el interior del TP y el hecho de que HT-B contenga

posibles sefiales de isoprenilaciéon como las proteinas Rab, refuerza la idea de que la proteina HT-B

pueda asociarse a sistemas membranosos (Goldraij ¢t .., 2006). Nosotros proponemos que HT-B se

asocia a las vesiculas que transportan a las S-RNasas y que la interaccion entre HT-B y NapK ocurre a
través de un dominio de HT-B que ve hacia el citoplasma, asi mismo, que el transporte retrogrado de

las vesiculas se lleva a cabo a través de microtubulos como se muestra en el modelo de la figura 27.
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Sigura 27. Modelo de la ineraccidn enire NapK y HT-B y su parficipacion en el rechazo del polen er . aaba. * .- La proleina HT-B se asociaa
as vesiculas que carienen a las S-RNasas quedando localizada hacia la cara 2- 8 ransporke de las 5-RNasas haca el relicub
andopl&smico (RE} se leva a cabo por medio de la inkeraccidin enre Nap< y HT-B. La proteina NapK dirije su canga hacia el exdremo negalivo
de los microk(bulos. 3.- Una vaz que las SRNasas se encleniran en el RE son libe-adas al cloplasma del wbo polinicy donde pueden
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CONCLUSIONES

La proteina estilar HT-B interacciona fisicamente en el entorno
de S. cerevisiae con la regidn amino terminal de la cadena
pesada de una proteina tipo cinesina del polen de N. alata
(NapK).

La proteina NapK muestra un patron de expresion de RNAmM
ubicuo en diferentes 6rganos de N. alata.

La proteina NapK es homoéloga a cinesinas de la familia
Kinesin-14, las cuales presentan un dominio de interaccion
proteina-proteina hacia la regién amino terminal.
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PERSPECTIVAS DEL TRABAJO

A) Corroborar la interaccion molecular entre NapK y HT-B por otros métodos
como:

Pull down, cromatografia de afinidad

Estudios de colocalizacion de HT-B y NapK en tubos polinicos de

cruzas compatibles e incompatibles.

B) Evaluar la funciéon de NapK en el mecanismo del rechazo del polen
silenciando NapK en el tubo polinico.
C) Determinar si la participacion de NapK afecta el trafico vesicular de las S-

RNasas.
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APENDICES

l.Purificacion del RNA mensajero.

El sistema para aislar el RNA mensajero del RNA total del polen fue a través del sistema
PolyATract mRrRMNA [solatipm Systems de Promega.

Soluciones

SSC 0.5X
Para preparar 1.2 ml, se mezclan 30 ul de la soluciéon SSC 20X con 1.170 ml de agua libre
de RNasas en un tubo estéril también libre de RNasas.

SSC 0.1X

Para preparar 1.4 ml, se mezclan 7 ul de la solucién SSC20X con 1.393 ml de agua libre
de RNasa en un tubo estéril también libre de RNasas.

Preparacion del RNA mensajero.

Se coloca 0.1-1.0 mg de RNA total en un tubo eppendorf libre de

RNasas

Se afora a 500 ul con agua libre de RNasas.

Se incuba a una temperatura de 65°C por 10 min.

Se adiciona 3 pl de oligo (dT) biotinilado y 13 ul de una solucién de SSC20X.
Se mezcla cuidadosamente y se incuba a temperatura ambiente hasta que
se enfrie completamente.

Mientras se enfria completamente el RNA se lavan las particulas paramagnéticas de
estreptavidina (SA-PMPs).

e Agitar el tubo que contienen las SA-PMPs con el dedo hasta dispersarlas
completamente.

e Colocar el tubo en el magneto (Magnetic Stand) hasta que las SA-PMPs se
siten en un extremo del tubo, aproximadamente 30 segundos.

e Cuidadosamente obtener el sobrenadante. Es muy importante de no
centrifugar las particulas.
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¢ Quitar el tubo del magneto y lavar las SA-PMPs con 300 pul de la solucién SSC
0.5X, agitar las particulas y colocar el tubo en el magneto nuevamente para
poder separar las SA-PMPs de la solucién. Repetir el lavado dos veces mas.

e Después del ultimo lavado resuspender las SA-PMPs en 100 ul de la solucién
SSC 0.5X.

ll. Purificacion de DNA de gel de agarosa

e Cortar el fragmento del gel que contiene el DNA

e Pesar el fragmento del gel y colocarlo en un tubo de 1.5 ml

Afadir 30 ul del amortiguador de solubilizacién del gel (L1) por cada 10 mg

de gel.

Incubar el tubo a 50°C por 15 min. Mezclar cada tres min por vortex.

Una vez que se ha disuelto el gel dejar 5 min mas.

Colocar la columna en un tubo recolector y agregar el gel disuelto

Centrifugar a 1300 g por 1 min. Desechar el sobrenadante.

Agregar 500 ul de amortiguador para solubilizacién (L1) en la columna para

lavarla.

Incubar a temperatura ambiente por 1 min y desechar el sobrenadante

¢ Nuevamente lavar la columna con 700 ul de amortiguador de lavado (L2) e
incubar por 5 min a temperatura ambiente

e Centrifugar a 1300 g por 1 min, desechar el sobrenadante

e Centrifugar nuevamente por 1 min desechar el residuo del sobrenadante.

e Agregar directamente al centro de la columna 50 pl de TE previamente
calentado

e Incubar por 1 min a temperatura ambiente y centrifugar a 1300 g por 2 min.

lll. Clonacion de productos de PCR.

Amplificar el fragmento de DNA que se requiera
Correr en un gel de agarosa al 0.7% el producto de PCR
Extraccion del DNA del gel (apéndice )
Ligar el producto de PCR ya purificado en la siguiente reaccion:
Buffer T4 ligasa 10 W
*Producto de PCR 7 pl
*Vector pGEM 1
Ligasa DNA T4 1l
H20 1yl
o Dejarincubando a temperatura ambiente por una hora.
e Transformar células competentes
*Mantener una relacion de 3:1 de producto de PCR con el vector pGEM de acuerdo las
concentraciones que presenten.

72



V. Células competentes de &, ¢coli

Solucion de CacClz
para células competentes

CaCl> 60 mM

Glicerol 15% v/v
PIPES (Piperazina-N,N”-bis[acido 2-etanosulfonico])10 mM pH 7.0

Se crece una colonia de &. ¢o/l en 50 ml de medio LB toda la noche a

37°C/ 250 rpm.

Inocular con 4 ml del cultivo anterior 400 ml de medio LB.

Dejar crecer a 37 °C a 250 rpm hasta alcanzar una DOsg de 0.375
Vaciar el cultivo en 4 tubos estériles y dejar los tubos en hielo de 5 a 10
min.

Centrifugar a 3000 rpm 5 min/4 °C.

Resuspender el botdn con 20 ml por tubo de solucién para células
competentes bien fria. NO PIPETEAR y juntar las fracciones en un tubo.
Centrifugar por 5 min a 3,000 rpmy 4 °C.

Resuspender el botén en 80 ml de CaCl: fria, mantenerlas en hielo por 30
min.

Centrifugar por 5 min a 3,000 rpmy 4 °C.

Resuspender el botén en 5 ml de CacCl: fria y hacer las alicuotas de 50-
100pl.

Colocar los tubos en Nzgiq) y guardar a -80°C.

V. Purificacion de plasmido de &. coli

La purificacion del plasmido se realiz6 con el protocolo de lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2001)

como sigue:

El cultivo celular (5 ml) es centrifugado por 3 min a 6,000 rpm,

Las células son resuspendidas en 200ul del amortiguador de resuspension (50mM

Tris-HCI pH 8, 10 mM EDTA 'y =~A/asa A [20 mg/mil]).
Afadir 200ul del amortiguador de lisis (200 mM NaOH, 1% SDS (p/v),

Mezclar inclinando los tubos suavemente 6 veces e incubar a temperatura

ambiente durante 5 min.
Agregar 350ul de solucién de neutralizacion (CHsCOOK pH 4.0)
Centrifugar durante 10 min.

El sobrenadante se precipita con 1/3 de volumen de acetato de amonio [10M] y

1 volumen de isopropanol frio. Se dejan minimo 2 horas a -20°C.
Centrifugar los tubos a 1300 g durante 15 min

Lavar con 300 pl de etanol 70%

Centrifugar nuevamente a 1300 g por 5 min

Decantar, dejar secar y disolver el plasmido de cada tubo con 40 ul de H20.
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VI. Purificacion de plasmido de s. caevisiae

Se siguieron las instrucciones del kit Zymoprep (- yeast Plasmad mMiniprep el cual se
detalla a continuacion:

Crecer 1.5 ml de cultivo liquido de S. cerevisiae

Centrifugar el cultivo por2 mina 35g
Agregar 200 ul de Soluciéon 1
Afnadir 3 ul de ng&lﬁs&i (5U/ul) y resuspender el pellet agitando

cuidadosamente.

Incubar a 37°C por 15-60 min

Agregar 200 pl de la solucién 2 y mezclar bien.

Afadir 400 pl de la solucién 3 y mezclar bien.

Centrifugar a maxima velocidad, 1300 g por 3 min.

Transferir el sobrenadante a la columna Zymo-spin-|

Colocar la columna en el tubo colector

Centrifugar la columna por 30 seg.

Desechar el liquido presente en el tubo colector.

Agregar 550 ul de amortiguador para el lavado de la columna y centrifugar
de 1-2 min

Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1.5 ml.

Afadir 10 ul de agua y centrifugar por 1 min para eluir el plasmido.

El kit provee la zymolasa, las columnas y las soluciones es por ello que no indica la
composicion de las mismas.

VIl. Transformacion de bacterias por choque térmico

Descongelar 100 pl de células competentes en hielo.

Mezclar 1-3 ul de plasmido y dejar en hielo durante 30min.

En un bafo a 42°C colocar las células por 45 seqg.

Colocar las células en hielo durante 2 min.

Agregar 400 ul de medio SOC.

Incubar a 37°C/250 rpm durante 2 h.

Centrifugar las células a 400 g por 1 min.

Resuspender las células en 100ul de medio LB.

Sembrarlas en el medio de seleccion correspondiente a 37°C toda la
noche.

VIII. Células competentes de levaduras

Solucién 1.1XTE/LIAc
1.1 ml de TE 10X

1.1 ml de LiAc 1M
Aforar a 10ml con H.0O
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Medio YPDA

Medio YPD (SIGMA)
Adicionar adenina (0.03% v/v)

Solucién 1.1XTE/LIAc
1.1 ml de TE10X

1.1 ml de LiAc 1M
Aforar a 10 ml con H20

Estriar en una placa con medio YPDA la cepa AH109 o Y187. Crecer a
30°C por tres dias.

Inocular una colonia en un tubo de 15 ml con 3 ml de medio liquido
YPDA.

Incubar a 30°C en agitacion constante 240 rpm por 8 h.

Sembrar 50 ml de medio liquido YPDA contenidos en un matraz de 250 ml
con 5 pl del cultivo anterior.

Incubar a 30°C con agitacién constante (230-250rpm) por 16-20 h, hasta
llegar a una DOe00=0.15-0.3.

Centrifugar las células a 700 g por 5 min a temperatura ambiente.
Descartar el sobrenadante y resuspender el botén en 100 ml de YPDA.
Incubar a 30°C por 3-5 h/250 rpm hasta llegar a una DOe00=0.4-0.5.
Centrifugar las células a 700 g por 5 min a temperatura ambiente.
Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 3 ml de una
solucion 1.1X TE/LIAc.

Separar en dos fracciones de 1.5 ml cada una y centrifugar cada tubo a
1300 gpor 15 seg.

Descartar el sobrenadante y resuspender cada botén con 600 ml de 1.1X
TE/LIAC.

IX. Transformacion de levaduras

PEG/LiAc (polietilenglicol 4000/acetato de litio)
8 ml de PEG al 50%

1 mlde TE 10X

1 mlde LiAc 1M
Preparar justo antes de usar.

Solucién 1.1XTE/LIAc
1.1 ml de TE10X

1.1 ml de LiAc 1M
Aforar a 10 ml con H.0O

DMSO (dimetil sulféxido)

e Preparar células competentes (protocolo anterior)
e Enun tubo estéril de 15 ml mezclar:
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20 ul de ds cDNA
6 ul de pGADT7-rec (0.5ug/ul)
5 ng pAS2-1/HT-B
20 mg de Acarreador de DNA
(precalentado a 100°C/5 min reposar en hielo 5min mas antes de
mezclarlo)
Agregar 600 ul de células competentes y mezclar ligeramente.
Agregar 2.5 ml PEG/LiAc, mezclar ligeramente.
Incubar a 30°C por 45 min, mezclando las células cada 15 min.

las células cada 10 min.

Centrifugar a 700 g por 5 min.

Resuspender el botén en 3 ml de medio liquido YPD Plus.
Incubar en 30°C con agitacion constante por 90 min.
Centrifugar a 700 g por 5 min.

Resuspender el botén en 1 ml de NacCl (0.9% p/v)
Sembrar en el medio de seleccién apropiado.

X. Construccion de la biblioteca de cDNA con adaptadores

SMARTIIl'y CDSIII.

Los reactivos utilizados fueron los del kit (MA4ATCHMAKER Library Construction and

Screening Kit)

En un tubo eppendorf mezclar:

1.0 ug de RNA poli A+

0.5 ul del oligonucledtido CDSII Primer

0.5 pl del oligonucredtido CDSIII/6Primer

Llevar a un volumen de 4 pl con H20 desionizada
e Incubar por2 mina72°C.
e Incubar en hielo 2 min mas.

Se agrega a la mezcla:

2 ul de 5X First-Strand Buffer
1 pl de DTT (20 mM)(1,4-ditiotrietol)
1 pl dNTP (10 mM)
1 ul de transcriptasa reversa MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus)
e Incubar a 42°C por 10 min
Se adiciona:
1 ul del oligonucedtido SMARTII

e Incubar porlhad42°C
e Incubar por10 minaa 75°C

Agregar 160 ml de DMSO, mezclar y colocar el tubo a 42°C por 20 min, mezclar
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Se enfria el tubo a temperatura ambienta para agregar 2 unidades de RNasa H,
se incuba 20 min a 37°C.

X| Hibridacion DNA:RNA

Colocar en un recipiente cuadrado 1/3 de amortiguador SSC10X.

Colocar una base cuadrada plana que salga del liquido, generalmente se utiliza
las bases para hacer geles de agarosa.

Cortar tres papeles filtro del tamafio del gel que se quiera transferir y uno en
donde dos extremos sean mucho mas largos, deberan salir de la base, una
membrana de nitrocelulosa del tamarfio del gel y una pila de 7 cm como minimo
de papel periédico.

Poner sobre la base un papel filtro rectangular, sus extremos mas largos deberan
tocar el amortiguador para absorber el liquido, sus extremos mas cortos deberan
coincidir con el tamarfio de la base del gel. Encima se debera poner otro papel
fitro del tamafio del gel a transferir.

Colocar el gel boca abajo, la membrana cuidando de no dejar burbujas, los dos
papeles filtro restantes y la pila de papel periédico.

Encima se coloca una base de acrilico y un peso para que el papel absorba el
amortiguador SSC10X y se transfiera el DNA del gel a la membrana.

Dejar minimo 6 h o toda la noche.

XIl. Soluciones y medios

Medio LB sdlido + ampicilina
Para un litro

10 g Bacto-tryptone (BD DIFCO)

5 g Bacto-yeast extract (BD DIFCQO)
10 g NaCl (J. T. Baker)

15 g Bacto agar por cada litro medio LB
Ampicilina 1 ml de ampicilina [100 mg/ml] (SIGMA)

4Dy

25D

Minimal SD Base (Clontech)

-Leuy -

Trp DO Supplement (Clontech)

-Leu, -Trp, -His, -Ade DO Supplement (Clontech)

Medio YPD

20 g/l peptona (BD DIFCO)

10 g/l extracto de levadura (BD DIFCQO)

20 g/l agar (Invitrogen)

Agregar 950 ml de H20

Ajustar el pH 6.5 y esterilizar en autoclave

Enfriar a 55°C y afiadir dextrosa (glucosa) al 2%(50 ml de una solucion estéril 40% para 1 L
de medio)

YPDA

Medio YPD
Adicionar adenina (0.003% v/v)




2xXYTA

Para un litro de medio

Triptona 16 g (BD DIFCO)

Extracto de levadura 10 g (BD DIFCO)
NacCl 5 g (J. T. Baker)

Ajustar el pH 7 (NaOH)

SOC
Medio LB
Glucosa 0.02 M (concentracion final)

Soluciones generales

PBS 10X

NaCl 40.0314 g (1.37 M) (J. T. Baker)

KCI 1.0065 g (27 mM) (J. T. Baker)
Naz2HPO4.7H20 5.7635 g (43 mM) (J. T. Baker)
NaH2PO4. H20 0.9659 g (14 mM) (J. T. Baker)
Disolver con 300 ml de H20

Ajustar a pH 7.3 con NaOH

Aforar a 500 ml

Esterilizar con autoclave.

SSC 20X
NaCl (3 M) (J. T. Baker)
Citrato de sodio (0.3 M) (J. T. Baker)

Soluciones para ensayo tipo réplica en Western

Amortiguador de transferencia
Tris 25 mM (SIGMA)

Glicina 0.188 M (SIGMA)

SDS 0.1% (SIGMA)

Metanol 200 ml (J. T. Baker)

Aforar a un litro con H20

Solucién de bloqueo 100 ml
Leche bajaengrasa5g
Tween-20 0.1 ml

Disolver en PBS 1X

Solucioén de revelado cuando se usa anticuerpo acoplado a fosfatasa
alcalina

10 ml de solucién amortiguadora PH 9.5

100 pl de nBT

100 pl de BCIP
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nBT
nBT, nitro blue tetrazolium (SIGMA) 33 mg/ml
en 70% DMSO, dimetil sulfoxido (SIGMA)

BCIP
BCIP, 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (SIGMA) 17 mg/ml
en 100% DMSO dimetil sulféxido (SIGMA)

Amortiguador pH9.5
Tris base 0.1 M (SIGMA)
NaCl 0.1 M(J. T. Baker)
MgClz 10 mM(J. T. Baker)
Ajustar pH 9.5

Solucién de quimioluminiscencia
100 mM Tris-HCI pH 8.5, 10 ml
2% de Peréxido de Hidrégeno 17

Solucién A 25 ul
Solucién B 50 pl

Solucién A

0.35 g Acido p cumarico (acido 4-hidroxicinamico) (SIGMA)

DMSO (dimetilsulféxido) llevarlo a 25 ml

Solucién B

1.1 g luminol (5-amino 2,3-dihidro 1,4-ftalazina diona) (SIGMA)

DMSO (dimetilsulféxido) llevarlo a 25 ml

Solucion de revelado cuando se usa anticuerpo acoplado a peroxidasa

Revelador (Kodak GBX), 103 ml aforar a 473 ml con H20.

Solucién para fijar cuando se usa anticuerpo acoplado a peroxidasa

Fijador (Kodap GBX), 828 ml aforar a 3.8 L con Hz0.

Preparacion de la resina Glutation agarosa

¢ Se hidrata la resina a 4°C con agua desionizada durante 20 h.

e Laresina se lava tres veces con 10 volumen cama de PBS 1X. (un volumen cama
equivale a un volumen, en mililitros, de resina hidratada)

e Centrifugar a 35 g por 3 min después de cada lavado.

e Laresina se equilibra 50% v/v con PBS 1X.
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Amortiguador de elucion de proteinas de la resina

Disolver 0.003 g de glutatién reducido (Gibco BRL)
en 1 ml Tris HCI pH 9.5 [50 mM] (SIGMA)

XIll. Geles

Gel de poliacrilamida-SDS

Acrilamida al 4% (apilador)

Arcrilamida 5.85 g
Bis-acrilamida 0.15 g
EDTA 0.5 M 600 pl

Tris-Cl 0.5 M pH 6.8 37.8 ml
Aforar a 150 m|

Guardar a 4°C

Arcrilamida (separadora)

10% 12.5%
Arcrilamida 30%/bis-acrilamida 0.8% 5mi 6.25 ml
4X Tris-CI/SDS pH 8.8 3.75 ml 3.75 ml
H20 desionizada 5mi 3.75ml

4X Tris-CI/SDS pH8.8
Tris 91 g (1.5 M)

Disolver en 300 ml de H20
Ajustar a pH 8.8 con HCI
Aforar a 500 ml con H20
Filtrar (0.45 um)

Agregar 2 g SDS (0.4% p/v)
Guardar a 4°C

Gel de agarosa 1%

300 mg de agarosa (gibco BRL)

30 ml de amortiguador TBE1X

Calentar hasta disolver

Agregar 10 pul de bromuro de etidio (0.5 mg/ml)

Gel de agarosa para RNA

Para un gel de 30 ml disolver 600 mg/ml en 26 ml de H2O-DEPC.
Agregar MOPS 1X

Afadir Formaldehido 3% concentracion final

y 3 ul de Bromuro de etidio al 0.5 mg/ml.
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Las muestras de RNA se prepararon con buffer FRB 1.5X, por cada microlitro de RNA
colocar 4 ul de buffer FRB.
Se calientan 15 min a 65°C y 5 min en hielo.

XIV. Tincién de geles

Plata (AgNO3)

Una vez finalizada la electroforesis:

¢ Incubar el gel en metanol (CHsOH) al 50% por una hora 'y media.

e Hacerlavados de 10 min cada uno con agua.

e Dejar en agua toda la noche.

e Incubar en 100 ml de metanol al 50% con 100 ul de formaldehido (HCHO) al 37%
durante una hora y media.

e Quitar la solucién y lava rapidamente 3 veces con agua. Hacer un cuarto
lavado y dejar el gel en agua mientras se preparan las siguientes soluciones:

Solucion A Solucién C
0.8g Nitrato de plata (AgNOs) Agregar la solucion A a la B por goteo y
4ml H20 agitacion

Si queda turbia, agregar hidréxido de
amonio hasta que quede transparente

lucién B
Solucio Aforar a 100 ml.

21 ml Hidréxido de sodio (NaOH) 0.36%
1.4 ml Hidréxido de amonio (NH4OH)

e Desechar el agua del gel y agregar la soluciéon C. Dejar en agitaciéon 15min.
e Lavar 3 veces con abundante agua y agitacion por 5min cada lavado
e Preparar solucién D

Solucién D

2.5 ml Citrato de sodio al 1%
250 ul Formaldehido al 37%
Aforar a 500 ml

e Revelar con la solucién D.
e Detener el revelado con acido acético 10% y metanol 50%

Coomassie
e Colocar el gel en la solucidn siguiente:

Etanol (EtOH) 20%

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 8%
Acido fosforico (HsPOas) 1.6%
Coomassie G-250 0.08%

¢ Incubartoda la noche
¢ Lavar durante todo el dia con agua hasta la intensidad deseada.




Ponceau S

Ponceau S 0.5 g se disuelven en
1ml de acido acético glacial
Aforar a 100 ml con H20

Después de la transferencia de proteinas

Colocar la membrana en la solucién de Ponceau hasta cubrir
Agitar un poco

Lavar con H20 hasta que aparezcan las bandas

XV. Extraccion de proteinas de estilos

Amortiguador de extracciéon de proteinas
50 mM Tris HCI pH8

50 mM NacCl

1% B-mercaptoetanol

Inhibidores de proteasas (segun la marca)

Por cada gramo de tejido se utiliza 4 ml de amortiguador.

XVI

En un crisol se muele el tejido con Naig).

Una vez que se tiene la pasta, colocarla en otro tubo en donde se adiciona el
amortiguador de extraccion

Se agita en el vortex

Centrifugar por 20 min/500 g y 4°C

Guardar el sobrenadante a -80°C

. Cuantificacion de proteinas

BSA [1mg/ml]
Bradford Bio-Rad 5X

Cada vez que se desee cuantificar proteinas es necesario hacer la curva patron
siguiente:

Colocar en 6 tubos:

200 pl Bradford + 800 pl H20O

200 ul Bradford + 798 pl H20 + 2 pl BSA
200 pl Bradford + 796 pl H20 + 4 ul BSA
200 pl Bradford + 794 pul H2O + 6 ul BSA
200 pl Bradford + 792 pul H20 + 8 ul BSA
200 ul Bradford + 790 pl H2O + 10 pl BSA

o0k wNE

Medir absorbancia Ases

Graficar la curva patréon

Colocar en 1 tubo 990 ul Bradford +X pl de muestra + X ul de H20 hasta llegar a 1 ml.
Medir la absorbancia Ases

Medir la concentracion de acuerdo a la curva patron.
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