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RESUMEN

La autoincompatibilidad (Al) es el mecanismo mas eficaz usado por las
plantas con flores para evitar la endogamia y promover asi la generacion y
mantenimiento de la diversidad genética. La especificidad en el rechazo del
polen en las especies de Nicotiana esta controlada principalmente por un solo
locus multialélico conocido como el locus S; sin embargo, también se
requiere de la presencia de los productos de otros genes no codificados en
este locus, a los cuales se les ha dado el nombre de genes modificadores
(GM). En nuestro laboratorio, se descubrié un GM esencial en la via genética
del rechazo del polen, al cual se le nombré como NaStEP (N. alata Stigma
Expressed Protein). NaStEP codifica para una proteina especifica del
estigma la cual es detectable unicamente en especies Al y no en las de tipo
autocompatible. Ademas, la expresion de NaStEP alcanza un primer pico
hacia la madurez del estigma con un segundo aumento después del evento
de la polinizacién. Debido a que NaStEP despliega un patréon especifico de
expresion en el estigma de Nicotiana, se sugiere fuertemente la presencia de
un mecanismo fino de regulacién, el cual pudiera estar actuando a través de
los elementos presentes a nivel de su secuencia promotora. De esta manera,
mediante una técnica de DNA walking, se clondé un segmento de ADN ri6
arriba de la regién codificadora del gen NaStEP, el cual posee una longitud
de 1.4 Kb; y al cual se clon6 en un vector binario de expresién con la finalidad
de evaluar su funcibn como una regidon promotora. Asimismo, el ensayo
bioinformatico de esta region, mostré que posee varios elementos potenciales
reguladores en cis, los cuales incluyen elementos del promotor primordial y
otros sitios de union a factores de transcripcion; de los cuales destacan por
su relevancia en la expresion de este gen, elementos potenciales en cis

implicados en la expresion especifica de estigma y estilo.



1. INTRODUCCION

1.1 La regulacion de la expresién genética en las plantas

Debido a su naturaleza sésil y a su continuo desarrollo, las plantas deben
constantemente regular y modular su expresion genética; asi las células son
capaces de percibir y responder correctamente a su ambiente, de participar
en la homeostasis y de colaborar en el desarrollo adecuado del organismo.
Ademas, se ha visto que las modificaciones en las redes de regulaciéon
genética provocan divergencia en la expresion genética lo que correlaciona
con la capacidad de los organismos para responder a un determinado
ambiente; sugiriendo fuertemente que la evolucion puede estar
principalmente conducida por cambios en el complejo mecanismo de
regulacion genética y no unicamente por los polimorfismos presentes en las
secuencias codificadores de las proteinas como se creia anteriormente
(Wray, 2003; Carroll, 2005; Wagner and Lynch, 2010). Todo esto nos lleva a
pensar en la importancia de los mecanismos de regulacion genética en las

plantas.

1.2 El sistema de incompatibilidad como un mecanismo en el cual, la

regulacion de la expresidon genética juega un papel importante

Los o6rganos reproductivos femenino y masculino en una flor bisexual se
encuentran muy préximos, por lo que su cercania favorece que el polen
llegue al estigma de la misma flor que lo produjo, aumentando la probabilidad
de la autofecundacién. Si esto ocurre, la variabilidad genética de las
siguientes generaciones se vera reducida. Es por ello que las plantas con
flores hermafroditas desarrollaron varios mecanismos genéticos para reducir
la frecuencia de la autofecundacion (Jiménez-Duran y Cruz-Garcia, 2011)

El mecanismo mas eficaz usado por las plantas con flores para evitar la
endogamia y promover la generacién y mantenimiento de la diversidad
genética entre las especies y con ello el potencial para adaptarse a las
nuevas condiciones ambientales es la autoincompatibilidad (Al) (de
Nettancourt, 1977).



En el sistema de incompatibilidad homomorfico existe un solo morfo floral en
la poblacion, y la compatibilidad en muchas especies esta generalmente
controlada por un solo locus multialélico conocido como el locus S, el cual
determina la especificidad del reconocimiento o rechazo del polen. Esto
implica que los productos del locus S expresados en el polen y en el pistilo
interaccionan para determinar si un polen dado es autocompatible (AC) 6
autoincompatible (Al) (de Nettancourt, 1997; Franklin-Tong et al., 2003).

Debido a que el sistema de incompatibilidad juega un papel durante el evento
de la reproduccién de las angiospermas, la expresion de los genes
involucrados en esta via debe contar con un regulacién altamente especifica
capaz de delimitar la localizacion de los productos de estos genes en los

diferentes tejidos del polen y del pistilo.

1.2.1 Funcidén y expresion de las determinantes, femenina y masculina,

del locus S

En las familias Solanaceae (Nicotiana, Petunia, Solanum), Rosaceae
(Prunus) y Scrophulariaceae (Antirrhinum) los productos génicos del locus S
en el estilo son proteinas con actividad de ribonucleasa, conocidas como S-
RNasas (McClure et al., 1989; McCubbin and Kao, 1996; Kao and
Tsukamoto, 2004; de Nettancourt, 2001; McClure, 2004; McClure and
Franklin-Tong, 2006).

Las S-RNasas son proteinas basicas, con un punto isoeléctrico en el rango
de 7.6 a 9.5, y con un peso molecular de 28 a 35 kDa dependiendo de su
grado de glicosilacion (Woodward et al., 1989). Estas proteinas con actividad
de ribonucleasas, se secretan hacia la matriz extracelular del tejido de
transmision del estilo, sitio por el cual crece y se dirige el tubo polinico al
ovario (Anderson et al., 1986; Cornish et al., 1987; McClure et al., 1993;
Broocthaerts et al., 1995; Sassa et al., 1996; Xue et al., 1996). En este sitio,
las S-RNasas acceden al citoplasma del tubo polinico donde causan
degradacion del RNA de los tubos polinicos incompatibles (McClure et al.,
1990; Gray et al., 1991). Esta actividad citotoxica afecta el crecimiento de los

tubos polinicos incompatibles interfiiendo con el programa de expresién



genética del polen (McClure and Franklin-Tong, 2006). Cuando las S-RNasas
pierden su actividad, no se observa degradacién del RNA vy las plantas no

presentan el fenotipo de rechazo del polen (Huang et al., 1994).

El producto génico del locus S en el polen se conoce como SLF (S-locus F-
box gene) en Solanaceas 6 SFB (S-haplotype-specific F-box protein) en
Rosaceae, y es miembro de una familia de proteinas que contiene una caja F
hacia su extremo amino terminal. La expresiéon de SLF es haplotipos S-
especifica, y se restringe al polen (Ikeda et al., 2004; Yamame y Tao, 2009).

Los miembros de la familia de proteinas con caja F se asocian con la via de
degradacion de proteinas por el proteosoma 26S (Sullivan et al., 2003). La
proteina SLF podria funcionar como una enzima ligasa tipo E3 (Sijacic et al.,
2004). La degradacion de proteinas via el proteosoma 26S involucra el
marcaje por poliubiquitinacién de las proteinas que se van a degradar. En
este proceso las enzimas ligasas E3 representan un paso crucial en el control
de la poliubiquitinacién de la proteina blanco, ya que reconocen la sefal de
ubiquitinacién en la proteina seleccionada y coordinan la transferencia de la
ubiquitina (proteina de 76 kD) desde la ligasa E2 a un residuo de lisina de la

proteina blanco (Sullivan et al., 2003).

1.2.2 Genes modificadores (GM)

Aunque se sabe que la especificidad del rechazo del polen depende de la
interaccidon especifica del haplotipo, entre la S-RNasa y SLF, también se
requiere de los productos de otros genes no codificados en el locus S, a los
cuales se les ha dado el nombre de genes modificadores (GM). Estos genes,
al igual que los genes codificados por el locus S, poseen un patron de

expresion el cual es especifico de polen y de pistilo.

Los GM se clasifican en tres grupos (McClure et al., 2000). EI Grupo | incluye
genes cuyos productos regulan la expresion de las determinantes de la
especificidad (SLF y S-RNasa). ElI Grupo Il comprende GM que regulan la
actividad biolégica de las determinantes de especificidad y, por tanto, su
funcién se restringe a la incompatibilidad. De este grupo sélo tres GM han

sido identificados con funcién confirmada en el rechazo del polen, HT-B,



NaStEP y 120K (McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005; Jiménez-Duran

et al., no publicado).

HT-B posee una localizacion especifica de estilos maduros de plantas Al. La
proteina madura tiene una masa de 8.2 kDa, con un dominio constituido por
20 residuos de asparagina y acido aspartico (dominio ND) hacia el extremo
carboxilo. Su papel en la Al fue confirmado silenciando su gen por antisentido
y RNA de interferencia (RNAi) en plantas transgénicas de Nicotiana vy
Solanum, ya que las plantas transgénicas pasaron de ser Al a AC (McClure
et al., 1999).

La proteina 120K es una arabinogalactoproteina especifica de estilos de N.
alata. Ademas, posee un peso molecular de 120 kDa, por ello su nombre.
120K forma complejos in vitro con las S-Rnasas (Cruz-Garcia et al., 2005) e
ingresa al tubo polinico (Lind et al., 1994) sin importar si es compatible o
incompatible (Goldraij et al.,, 2006). En cruzas compatibles y en etapas
tempranas de la polinizacion de cruzas incompatibles, 120K se localiza
delimitando a la vacuola donde se encuentran secuestradas las S-RNasas en
el tubo polinico. Sin embargo, en etapas tardias de una polinizacién
incompatible (36 h), 120K ya no se detecta en los tubos polinicos (Goldraij et
al., 2006). Estas evidencias hacen suponer que 120K se encuentra asociada
a sistemas membranosos en el tubo polinico y que su participacién en el
rechazo del polen podria ser importante en la liberacion de las S-RNasas de

su compartimiento.

En el Grupo lll se encuentran los genes que funcionan en el rechazo del
polen y en otros procesos de la interaccion polen-pistilo. En este grupo
podrian estar TTS, PELP Ill, Nap11, NaTrxh, y SBP (O'Brien et al., 2004,
Juarez-Diaz et al., 2006).



1.2.3 NaStEP como un gen modificador en N. alata y cuyo patréon de

expresion es unico

NaStEP es una proteina con una masa tedrica de 24.37 KDa cuyo punto
isoeléctrico estimado es de 4.68. Esta proteina posee homologia con
inhibidores de proteasas tipo Kunitz, no obstante, al momento no se ha
podido comprobar que posee esta actividad.

NaStEP es un gen con expresion exclusiva de especies autoincompatibles
como N. bonariensis, N. forgetiana y cultivares Al de N. alata. Ademas, este
gen se expresa exclusivamente en los estigmas maduros de éstas especies,
y su transcrito se detecta desde etapas tempranas del desarrollo del estigma,
alcanzando sus maximos niveles hacia la madurez del pistilo (Busot et al.,
2008).

Los estudios inmunocitoquimicos indican que NaStEP se almacena en las
vacuolas de las células estigmaticas de estilos sin polinizar. No obstante,
después de la polinizacién con el polen propio y con aquel proveniente de N.
tabacum, N. alata y N. plumbaginifolia, NaStEP se detecta en el exudado
estigmatico, lo que indica que la polinizacién cambia su localizacion celular,
liberandose al exudado estigmatico después de que ésta ocurre. Ademas, su
sintesis y transferencia al exudado se ven estimulados fuertemente por
polinizaciones incompatibles, como la autopolinizacion ¢ polinizacién con
polen de especies autocompatibles como N. tabacum & N. plumbaginifolia. La
sintesis total de NaStEP sélo se incrementa 1.7 veces después de una
polinizacién compatible, mientras que aumenta 3.7 veces después de una
polinizacién incompatible. Lo mismo sucede con la deposicion de NaStEP
hacia el exudado estigmatico, donde se observa que se estimula 20 veces en
una polinizacion incompatible y 12 veces después en una polinizacion
compatible (Busot et al., 2008). Una vez en el exudado estigmatico, NaStEP
se incorpora al los tubos polinicos donde se almacena en sus vacuolas
(Jiménez-Duran et al., en preparacion).

Experimentos de pérdida de funcion por RNAi de NaStEP en plantas
transgénicas de Nicotiana permitieron determinar la funcién de este gen en la
respuesta de rechazo del polen. Cuando este gen fue silenciado en plantas

transgénicas de Nicotiana, éstas perdieron la capacidad de reconocer y



rechazar el polen con el mismo haplotipo S que el de la planta receptora,

perdiendo asi la autoincompatibilidad (Jiménez-Duran et al., en preparacion).

Fig. 1 Analisis inmunohistoquimicos de NaStEP en tejidos estigmaticos y estilares de
N. alata BT. a) Diagramas de el estigma mas el estilo de N. Alata y seccién transversal de un
estigma. La flecha y el cuadrado muestran las zonas donde las imagenes fueron tomadas. b)
Estigma y estilo tratados con anticuerpo anti-NaStEP (verde). c) Secciones transversales de
estigma mostrando a NaStEP (sefal magenta) en las papilas estigmaticas (flecha roja), las
células secretoras (flecha amarilla), células basales (flecha azul) y en una porcién de la parte
superior del tejido de transmision. d) Acercamiento de las células estigmaticas secretoras
donde se muestra que NaStEP esta en pequefios cuerpos (flechas azules) y en la
proximidad de la pared celular (flechas verdes). CW, pared celular; V, vacuolas; TT, tejido de
transmision; UTT, parte superior del tejido de transmision; C, cortex; PC, células papilares. .
Las barras corresponden a 50 mm en (b), 20 mm en (c), y 5 mm en (d). La figura fue

adaptada a partir de la publicada por Busot et al. (2008).



1.3 La expresion genética tiene diferentes niveles de regulacion

En el control de la expresidn genética interviene mas de un evento, los cuales
van desde el inicio de la transcripcidon hasta las modificaciones post-
traduccionales de la proteina. Al tipo de regulacion de la expresion genética
que actua sobre el inicio de la transcripcién, se le conoce como regulacion en
cis. A todos los otros pasos reguladores de la expresion se les define como
ARLs (por sus siglas en inglés, alternative regulatory levels) (Alonso and
Wilkins, 2005). Los ARLs incluyen el papel de los RNAs pequefios, por
ejemplo microRNAs, los cuales son capaces de modificar los patrones de
expresion genéticos mediante su actuacion como factores en frans, es decir
algunos RNAs tienen un papel importante y decisivo como reguladores de la
expresion genética, jugando un papel que se creia exclusivo de las proteinas.
(Zhao y Srivastava, 2007; Filipowicz et al., 2008; Hobert et al., 2008; Rhoades
et al., 2002; Allen et al., 2005). Sin embargo, el punto clave en la regulacion
de la expresidn genética se encuentra en el inicio de la transcripcion, evento

sobre el cual actua la regulacién en cis.

La regulacion en cis es el mecanismo a través del cual se regula el inicio de
la transcripcion. Esta se define como el control de la transcripciéon basada en
la interaccion entre secuencias cortas de ADN situadas en el mismo
cromosoma que el gen regulado, y las proteinas de actuacion en ftrans,

llamadas factores de transcripcion (FTs) .

El inicio de la transcripcién de los genes que codifican proteinas en los
eucariontes es precedido por multiples eventos. Estos son la
descondensacion del locus, la reordenacion del nucleosoma y la modificaciéon
de histonas, la union de los factores de transcripcion y coactivadores a
intensificadores 6 enhancers y promotores, y finalmente el reclutamiento de la
maquinaria basal de la transcripcion a la secuencia del promotor minimo (Fig.
2) (Smale y Kadonaga, 2003).

1.4 Estructura y caracteristicas de un promotor

Los elementos reguladores en cis son secuencias funcionales de ADN que,

por su naturaleza modular y combinatoria, controlan de manera precisa el
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Figura 2. Componentes de la regulacion transcripcional. Los factores de transcripcion
(TFs) se unen a sitios especificos (TFBS) los cuales son proximales ¢ distales de acuerdo al
sitio de inicio de la transcripcién. Conjuntos de TFs pueden operar en un modulo funcional
cis-regulador (CRMs) para alcanzar propiedades reguladoras especificas. La interaccion
entre la TFs unidos y los cofactores estabiliza la maquinaria de la iniciacion de la
transcripcion lo que permite la expresion genética. La regulaciéon que es conferida por la
unién de TFs a secuencias especificas es altamente dependiente de la estructura tri-
dimensional de la cromatina. La figura fue adaptada a partir de la publicada por Wasserman
y Sandelin (2004).

patrén de expresion espacial y temporal de decenas de miles de genes
expresados en las células de eucariontes. Los elementos en cis suelen
agruparse en diferentes modulos a los cuales se les conoce como CRMs (por
sus siglas en inglés, cis regulatory modules). Estos CRMs integran sefales
combinadas para multiples factores de transcripcion. Es decir, este tipo de
agrupacion de elementos reguladores en cis es la que da resultado a
patrones de expresién altamente especificos y ligeramente diferenciados
entre si (Priest et al., 2009).



La region que engloba el total de los elementos reguladores en cis esta
compuesta del promotor primordial é core promoter, y de los reguladores
préximos y remotos. Cercano al sitio de inicio de la transcripcion, se ubica el
promotor primordial 6 core promoter. Rio arriba 6 rio abajo se ubican los
reguladores proximos. Los reguladores remotos también llamados enhancers,
pueden finalmente encontrarse dentro de los intrones del gen, 6 bien, a una
distancia de varios kilobases tanto rio arriba como rio abajo (Figura 3)
(Wasylyk, 1988; Fassler y Gussin, 1996).

Los mddulos de enhancers pueden variar su tamarfo e ir de 50 pb hasta 1.5 K
pb (Blackwood and Kadonaga, 1998). Ademas, pueden aumentar los niveles
de transcripcion de un gen mediante la unién de proteinas activadoras y no
por la actuacion de manera directa sobre los motivos a los cuales se unen los

factores de transcripcion.

-200 -50 -30 7 +1 » +30 +100
@ — N T I s | [ame
ENH FB TFB ENH CAAT TATA INR DPE ENH
ol BOX

— Secuencia reguladora (con la localizacion de los elementos dada en bases de pares)
Secuencia del gen (intrones-exones)
- Sitios de iniciacién (caja TATA, INR, DPE, TSS)
- Sitios de unién a factores de transcripciéon (e.g. Caja CAAT)

. Enhancers (ENH)

Fig. 3 Estructura general de una secuencia cis-reguladora. La secuencia cis-reguladora
esta dividida en el core promoter, el cual generalmente se localiza entre 0 y -200pb, en esta
region se encuentran los sitios de unién de la ADN polimerasa (caja TATA, elemento inciador,
INR, Downstream promoter elemente, DPE), sitios de unién a factores de transcripcion (TFB) y
enhancers (ENH), situados en el mismo cromosoma pero posiblemente lejos rio arriba ¢ rio
abajo de la secuencia promotora. Sitio de inicio de la transcripcion +1 (TSS). La figura fue

adaptada a partir de la publicada por Vedel y Scotti (2011).

Los promotores se caracterizan por un mayor grado de modularidad que las
proteinas (los motivos son mas cortos que los dominios de éstas, y mas
numerosos por promotor que los dominios por proteina). Ademas, el orden en
el cual los motivos de secuencias reguladoras se encuentran parece

irrelevante sobre la funcion de un promotor. Como consecuencia, es mas facil
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la obtencién de nuevos arreglos funcionales en las secuencias reguladoras
que en las regiones que se transcriben, y por lo tanto las secuencias
reguladoras suelen estar menos conservadas que las regiones codificadoras,

manteniendo aun su funcionalidad (Vedel y Scotti, 2011).

La segunda caracteristica que define a un promotor, es la redundancia que
existe a nivel de los motivos de secuencias reguladoras. Como consecuencia
de este hecho, puede esperarse que los eventos de recombinacién vy
mutacidén cuando ocurren a nivel de la secuencia de un promotor, provoquen
un menor numero de efectos deletéreos sobre la funcion de un gen, y al
mismo tiempo, igual que la modularidad, una mayor variabilidad, que cuando

éstos caen sobre la region codificadora de la proteina (Vedel y Scotti, 2011).

1.4.1 El promotor minimo 6 core promoter

La secuencia del promotor minimo 6 core promoter, de aproximadamente
200 pb se ubica cercana al sitio de inicio de la transcripcion, en el extremo 5°
de la secuencia codificadora del gen. La mayoria de los elementos que
pertenecen al core promoter parecen interaccionar directamente con los

componentes de la maquinaria basal de la transcripcion.

A pesar de que inicialmente se pensd como invariable a la composicion de
los sitios de unidon en el promotor primordial para la RNA polimerasa |l se ha
encontrado que por el contrario, existe en él una alta diversidad tanto a nivel
estructural como funcional (Smale, 1994). Ademas, se ha demostrado que la
diversidad en el core promoter contribuye de manera importante a la
regulacion combinatoria de la expresion genética (Smale, 2001; Butler y
Kadonaga, 2002).

A través del estudio computacional realizado por Ohler et al (2002) se
encontré6 como elementos predominantes en el core promoter, a la caja
TATA, Inr y DPE, cuyas localizaciones relativas al sitio de inicio de la
transcripcion se encuentran restringidas. Sin embargo, es altamente probable
que existan elementos adicionales al core promoter, los cuales se encuentren

a distancias no conservadas del sitio de inicio de la transcripcion.

11



1.5 Clonacién de la secuencia promotora de un gen

A pesar de la complejidad y diversidad de los motivos en los promotores,
existe mas de un camino en la identificacion de la secuencia de un promotor.
Por ejemplo, tal como sucede con organismos modelos como A. thaliana, Zea
mays y Populus trichocarpa, el genoma ha sido enteramente secuenciado y
por lo tanto, la secuencia reguladora de un gen puede ser clonada
posicionalmente mediante el analisis de la secuencia rio arriba de su region
codificadora. Sin embargo cuando el genoma de la especie a la cual
pertenece el gen no ha sido codificado en su totalidad, como sucede con el
genoma de N. alata, especie del cual fue clonado el gen NaStEP, un segundo
tipo de aproximacion es necesario en la busqueda de la secuencia
reguladora (Vedel y Scotti, 2011).

Basandose en el conocimiento de la secuencia codificadora del gen, el
aislamiento de la secuencia de un region promotora puede lograrse a través
de técnicas como el Tail PCR 6 Gene Walking. Esto tipo de métodos hacen
uso de la extension de los primers, disefiados sobre la secuencia conocida,
para obtener a la secuencia gendmica adyacente, la cual era desconocida
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa. Este segundo tipo de
acercamiento es mas laborioso, pero posee la ventaja de ser aplicado de

forma casi universal (Vedel y Scotti, 2011).

1.6 El uso de herramientas bioinformaticas en el analisis de una

secuencia promotora

Una vez identificada la secuencia de un promotor, ésta se analiza mediante
las herramientas bioinformaticas propias. ElI uso de herramientas
bioinformaticas permite identificar a los elementos reguladores en cis
pertenecientes al promotor primordial 6 core promoter, y a los demas sitios de
unién a factores de transcripcion (FT), ya que el reconocimiento de estos
elementos en una secuencia mediante Unicamente inspeccion visual es casi
imposible. Una de las razones que conlleva a la dificultad en la identificacion

de estos elementos, se debe a la alta variabilidad que los caracteriza.
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Ademas, debido a las caracteristicas de un promotor, éste puede estar
compuesto de médulos que pertenecen a secuencias reguladoras conocidas,
pero en una combinacion completamente distinta, lo cual frecuentemente
seria ignorado por inspeccion visual 6 aun mediante alineamiento de
secuencias. Por ello, el uso de distintos algoritmos de reconocimiento se

hace aun mas indispensable.

Varios programas estan actualmente disponibles y son ampliamente usados
en la busqueda y prediccién de los motivos de los factores de transcripcion, e
inclusive en la prediccion de promotores completos (Rombauts et al., 2003;
Pan et al., 2009; Priest et al., 2009). Algunos son de uso general en todos los
organismos, mientras que otros se enfocan exclusivamente a los promotores
de plantas, como es el caso de PLANT CARE (Plant cis-acting regulatory
DNA elements) (Higo et al., 1999) y Softberry TSSP (Shahmuradov et al.,
2003).

1.7 Elementos reguladores en cis

En afos recientes, la rapida acumulacion de grupos de datos a escala
gendmica, incluyendo la secuenciacion de los genomas, genome annotations,
predicciones de la funcidon genética, y experimentos de patrones de
expresion, ha permitido el descubrimiento de los elementos reguladores en
cis, llevandonos a preguntar sobre sus funciones en la sefializacién celular de

las plantas.

Mediante ensayos de microarreglos, es posible definir a grupos de genes
como genes co-regulados, los cuales poseen la caracteristica de compartir
patrones de expresion determinados. La busqueda de los elementos
reguladores en cis que pudieran ser responsables de su patron de expresion,
se efectua mediante la busqueda de elementos de secuencias conservadas,
dentro de las regiones de longitud arbitraria rio arriba de cada uno de los

genes.

Varios estudios se han enfocado en la senalizacion por fitohormonas, 6 en la
sefnalizacion de la respuesta a estrés. Asi por ejemplo, se han analizado a las

regiones promotores de los genes de Arabidopsis que muestran un patrén de
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expresion similar bajo un tratamiento con acido abscisico (ABA) 6 bajo estrés
abidtico, es decir condiciones de sequia, frio y distintas concentraciones de
sal. De esta manera, se identificé la presencia de un numero de elementos de
respuesta a ABA (ABREs) que contienen la secuencia ACGT, y también la

presencia de elementos acoplados (Zhang et al., 2005).

La mayoria de los eucariontes usan ciclos diarios de luz y obscuridad como
sefales de tiempo, los cuales permiten que una amplia variedad de procesos
biolégicos ocurran de manera organizada a diferentes tiempos del dia.
Estudios recientes han identificado nuevos componentes de la regulacion
transcripcional diurna y circadiana (Michael' et al., 2008; Covington et al.,
2008; Michael® et al., 2008). A través del andlisis de las secuencias
promotores de los genes de Arabidopsis, que responden a diferencias en la
luz, la temperatura 6 las condiciones circadianas, se identificaron a tres
modulos distintos de elementos reguladores en cis, los cuales son capaces
de controlar la expresion en determinados momentos del dia. Los elementos
correspondientes a la mafiana, son CRM de la manana (cis-regulatory
modules) (ME, CCACAC)/ G-box (CACGTG); los elementos correspondientes
a la tarde, CMR de la tarde (EE, AAATATCT)/GATA (GATA); y los elementos
de medianoche, los cuales a su vez son CRM de la noche (TBX,
AAACCCT)/starch synthesis box y (SBX, AAGCCC)/protein box (PBX,
ATGCCC. Estos tres modulos se encuentran conservados a lo largo de
especies distantemente relacionadas, como lo son Arabidopsis, el arroz y la
papaya sugiriendo que la sefializacién diurna y circadiana ha moldeado la
evolucion de las redes transcripcionales en las plantas, permitiendoles a
adaptarse a diversos ambientes, los cuales también cambian a lo largo del
dia (Michael' et al., 2008; Michael® et al., 2008; Zdepski et al., 2008).
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2. MARCO CONCEPTUAL

La gran especificidad de expresién de los genes que controlan y componen la
via genética del rechazo del polen en Nicotiana, hacen suponer que estos
tienen una regulacion muy fina la cual podria abarcar desde eventos pre-
transcripcionales hasta eventos post-traduccionales. Sin embargo, el inicio de
la transcripcidén es el punto clave en la regulacién de la expresion, por ello
aislar a la regién del promotor, de un gen modificar esencial en esta via como
lo es NaStEP, es de suma trascendencia para iniciar estudios de la

regulacion de la expresion genética en plantas.

3. HIPOTESIS

La especificidad de expresion de NaStEP en estigmas de N. Alata hacen
suponer que la region promotora de este gen cuenta con elementos
reguladores unicos, capaces de inducir su expresién en tejido y tiempo

especificos.
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4. OBJETIVOS

Identificar y clonar la region promotora del gen NaStEP.

Analizar a través de un ensayo bioinformatico la secuencia

promotora del gen NaStEP.

Identificar posibles elementos reguladores en cis responsables del

patrén de expresion especifico de este gen en el estigma.

Fusionar el cDNA de NaStEP a su region promotora.

Generar construcciones NaStEPp-GFP para evaluar la funcion de
la region promotora de NaStEP en plantas transgénicas de

Nicotiana.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Extraccion de ADN genémico a partir de Nicotiana alata.

Purificacion de ADN gendmico empleando el ChargeSwitch® gDNA Plant Kit

Preparacion del lisado proveniente de tejido vegetal

(Procedimiento para preparar el lisado proveniente de 100 mg de tejido
vegetal)

a)
b)

)

Enfriar el Buffer de Precitacién (N5) en hielo.

En el caso de contar con tejido vegetal duro y fibroso, éste debe
congelarse previamente en nitrégeno liquido, para posteriormente ser
molido con pistilo y mortero hasta lograr pulverizarlo totalmente. Si el
tejido vegetal fuese suave, bastara con cortarlo en fragmentos
pequefnos.

Adicionar a temperatura ambiente, 1 mL del ChargeSwitch® Lysis
Buffer (L18) al tejido del paso anterior.

Adicionar a la muestra 2 ul de RNase A.

Homogeneizar mediante el uso de un molinillo 6 de un vortex, hasta
obtener a la muestra completamente resuspendida.

Adicionar 100 ul de SDS 10% a 1 ml del lisado vegetal.

Incubar a temperatura ambiente durante 5 minutos.

Adicionar 400 ul ChargeSwitch® Precipitation Buffer (N5) de al lisado.
Mezclar por inversion hasta que se observe la formacion del
precipitado.

Centrifugar a temperatura ambiente y a maxima velocidad durante 5
min. hasta obtener al lisado transparente.

Transferir al lisado claro a un tubo de 1.5 ml limpio y estéril.

Unién del ADN gendmico

k)Vortexear exhaustivamente a uno de los tubos con ChargeSwitch®

Magnetic Beads con la finalidad de lograr su completa resuspension
en el buffer de almacenaje.

I) Adicionar 100 ul de ChargeSwitch® 10% Detergent (D1) al lisado de

~1.2 ml del inciso j.

m) Ademas, adicionar 40 ul de la resuspensién de ChargeSwitch®

n)

Magnetic Beads .

Mezclar generosamente mediante el pipeteo arriba y abajo utilizando
una micropipeta de 1 ml, ajustada a la cantidad de 900 ul durante
cinco veces y evitando la formacién de burbujas.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 min.

Colocar los tubos en la MagnaRackTM, en la posicion adaptada al
iman hasta observar la formacion de un pellet compacto.

Sin remover a los tubos de su posicién, aspirar cuidadosamente y
desechar al sobrenadante sin destruir al pellet formado en el paso
anterior; para ello, se debe apuntar la punta de la pipeta hacia el lado
opuesto de la formacién de éste.
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Lavado del ADN genémico

r) Remover a los tubos de su posicion junto al iman.

s) Adicionar a cada uno de los tubos 1ml de ChargeSwitch® Wash Buffer
(W12) y pipetear gentilmente cinco veces arriba y abajo, evitando la
formacion de burbujas con una pipeta de 1 ml ajustada a 900 ul,
logrando resuspender nuevamente a las microperlas magnéticas.

t) Colocar los tubos en la MagnaRackTM, en la posicion adaptada al
iman hasta observar nuevamente la formacion de un pellet compacto y
al sobrenadante transparente.

u) Sin remover a los tubos de su posicion adaptada al iman, aspirar
cuidadosamente y descartar nuevamente al sobrenadante.

v) Remover a los tubos de su actual posicién junto al iman.

w) Realizar por segunda vez el lavado del ADN gendémico, mediante la
repeticion de los incisos s, ty u.

Elucién del ADN gendémico

x) Remover a los tubos del inciso anterior, de su posicion junto al iman.
En este paso no debe observarse sobrenadante en ninguno de los
tubos.

y) Adicionar 150 ul del ChargeSwitch® Elution Buffer (E6).

z) Pipetear arriba y abajo gentilmente durante 15-30 veces, usando una
pipeta de 100 ul, hasta que los ChargeSwitch® Magnetic Beads estén
totalmente dispersos y no se observe la formacién de ningun cumulo.

aa)lncubar a temperatura ambiente durante 1 min.

bb)Colocar los tubos en la MagnaRackTM, en la posicién adaptada al
iman hasta observar la formacion de un pellet compacto.

cc) Sin remover a los tubos de su posicion adaptada al iman, transferir
cuidadosamente al sobrenadante, el cual contiene al ADN gendémico, a
un tubo de microcentrifuga estéril, procurando mantener intacta la
estrutura del pellet previamente formado.

dd)Desechar a los ChargeSwitch® Magnetic Beads que se hubieron
empleado en la realizacion del protocolo.

5.2. Generacion de fragmentos de ADN gendmico adyacentes al extremo 5°
de la secuencia del gen NaStEP mediante la metodologia del Kit Universal
Genome Walker.

El Kit Universal Genome Walker, provee de un método simple para la
clonacion de una secuencia de ADN gendémico desconocida, adyacente a una
secuencia conocida de ADN gendmico 6 cDNA.

El primer paso del Kit Universal Genome Walker es la generacién de cuatro
bibliotecas a partir del ADN gendmico de interés. La construccién de las
cuatro bibliotecas, consiste primeramente en la digestion por separado de
cuatro alicuotas de ADN gendmico. Cada alicuota es digerida con una
enzima de restriccion distinta, EcoRV, Dra I, Stu | y Pru I, las cuales son
provistas por el Kit. Asi, el ADN gendmico digerido es ligado en un segundo
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paso al Adpatador. Después de la generacion de las cuatro bibliotecas, se
continda a realizar dos amplificaciones del producto deseado en cada una de
ellas mediante PCR. La primera reaccion o PCR primario utiliza un primer
externo (AP1) que empalma con la secuencia del adaptador y que es provisto
por el Kit, y un segundo primer externo que empalma con una secuencia
especifica (GSP1) de ADN adyacente a la regiéon de busqueda. La mezcla
obtenida del PCR primario es diluida y usada como templado de una
segunda reacciéon de PCR, a la cual se le conoce como PCR anidado o
secundario. En este segunda reaccion se utilizan dos primers, el AP2 y el
GSP2, los cuales empalman de manera anidada con la secuencia que
corresponde al adaptador y a la secuencia especifica, respectivamente.

El protocolo inmediato a la generacion de las cuatro bibliotecas, es descrito a
continuacion.

5.2.1 PCR primario

a. Etiquetar los tubos de PCR de 0.5 ml a manera igual a la que se observa
en la Tabla 1.La coleccion de tubos xA corresponde a la reaccion de PCR
primario. Los tubos xB corresponden a la reaccién de PCR anidado 6
secundario. DL1, DL2, DL3 y DL4 se refiere a cada una de las cuatro
bibliotecas. La biblioteca control es construida a partir de ADN gendmico
humano, provisto por el kit. La biblioteca control preconstruida es provista por
el kit y consiste de ADN gendémico humano, digerido y ligado al adaptador.
Estas dos ultimas bibliotecas serviran ambas como controles positivos. Tanto
el control negativo No. 1 como el control negativo No. 2 consisten en
reacciones de PCR sin emplear ADN gendmico.

Tabla1. Etiquetas de los tubos de el PCR primario y secundario

Primers Primers
Biblioteca de DNA Tubo No. 12 PCR Tubo No. 22 PCR
DL-1 (EcoRV) 1A GSP1 & AP1 1B GSP2 & AP2
DL-2 (Dra I) 2A " 2B "
DL-3 (Stu I) 3A " 3B "
DL-4 (Prul) 4A " 4B "
Control negativo No.1 5A " 5B "
Nada
Control positivo No. 1 6A PCP1 & AP1 6B PCP2 & AP2
Biblioteca control
Control negativo No. 2 7A " 7B "
Nada
Control positivo No.2 8A " 8B "
Biblioteca control
preconstruida
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b. Preparar una mezcla maestra de ocho reacciones mas una adicional, para
la reaccion de PCR primario tal como indica la Tabla 2.

Tabla 2. Mezcla maestra del PCR primario.

9 rxns Por rxn
H,0 desionizada 360 ul 40 ul
10X Advantage 2 PCR Buffer 45 ul 5ul
dNTP (10 mM each) 9 ul 1l
AP1 (10 mM) 9 ul 1ul
Advantage 2(519(;))1(})7merase Mix 9ul 1ul
Volumen Total 432 ul 48 ul

c. Mezclar mediante vortexeo, buscando no introducir burbujas y centrifugar
ligeramente en una microcentrifuga.

d. Adicionar 48 ul de la mezcla maestra de PCR primario a cada tubo de 0.5
ml debidamente etiquetado.

e. A los tubos correspondientes a las reacciones 1A a 5A, adicionar 1ul de
GSP1. Y a los tubos que correspondan a las reacciones 6A a 8A, adicionar
1ul de PCP1.

f. Adicionar 1ul de cada una de las bibliotecas de DNA a los cuatro tubos
dispuestos para ello; y adicionalmente afiadir 1 ul de la biblioteca control y un
1 ul de la biblioteca realizada con DNA control, a cada uno de los controles
positivos.

g. Adicionar 1ul de H,O a cada control negativo.

h. Centrifugar los tubos en una microcentrifuga.

i. Siguiendo los parametros de un ciclo de dos pasos, aplicar el ciclo térmico
siguiente (Tabla 3).

Tabla 3. Ciclo térmico del PCR primario.
. 7 ciclos
942 C 25 sec
722 C 3 min
* 32ciclos
942 C 25 sec
672C 3 min
* 1ciclo 672 7 min
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j- Analizar 5 ul del producto de PCR primario en un gel de agarosa/EtBr al
1.5%. Si no se observa algun producto aumentar cinco ciclos adicionales.

k. En un tubo de 0.5 ml para cada muestra, incluyendo los controles positivos
y negativos, diluir 1 ul del producto de la reaccién primaria de PCR en 49 ul
de agua desionizada.

5.2.2 PCR secundario

|. Preparar una mezcla maestra de ocho reacciones mas una adicional, tal
como se indica en la Tabla 4.

Tabla 4. Mezcla maestra del PCR anidado 6 secundario.

9 rxns Porrxn
H>0 desionizada 360 ul 40 ul
10X Advantage 2 PCR Buffer 45 ul 5ul
dNTP (10 mM each) 9 ul 1l
AP2 (10 mM) 9 ul 1ul
Advantage 2(519(;))1(})7merase Mix 9ul 1ul
Volumen Total 432 ul 48 ul

m. Mezclar mediante vortexeo, buscando no introducir burbujas y centrifugar
ligeramente en una microcentrifuga.

n. Adicionar 48 ul de la mezcla maestra de PCR secundario a cada tubo de
0.5 ml debidamente etiquetado.

0. De la reaccion 1B a la 5B, adicionar 1 ul del primer GSP2 a cada tubo. De
la reaccién 6B a 8B adicionar 1 ul de PCP2 a cada tubo.

p. Adicionar 1 ul de cada una de las diluciones de los productos de PCR
primario a los tubos correspondientes, por ejemplo 1A a 1B.

g. Centrifugar ligeramente los tubos en una microcentrifuga.

r. Siguiendo los parametros de un ciclo de dos pasos, aplicar el ciclo térmico
siguiente (Tabla 5).

Tabla 5. Ciclo térmico del PCR anidado
* 5ciclos
942 C 25 sec
722 C 3 min
e 20ciclos
942 C 25 sec
672 C 3 min
e 1ciclo 67°C 7 min
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s. Analizar 5 ul del producto de PCR primario en un gel de agarosa/EtBr al
1.5%. Si no se observa producto aumentar a cuatro ciclos adicionales.

5.3 Purificacién de los distintos fragmentos amplificados, a partir de gel
de agarosa

Después de llevarse a cabo la segunda reaccion de PCR es posible obtener
a mas de una banda en cada una de las cuatro bibliotecas; por lo que es
importante contar con un método de purificacion y aislamiento de los
amplicones.

5.3.1 Purificacién de fragmentos de ADN empleando la metodologia del
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit.

a) Cortar el fragmento de ADN del gel de agarosa usando navaja vy
transferirlo a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml.

b) Adicionar tres volumenes de ADB por cada volumen de agarosa. Por
ejemplo si es que se han tomado 100 ul (mg) del gel de agarosa, adicionar
300 ul de ADB .

c) Incubar a 37-55° C por 5-10 minutos hasta que la agarosa sea
completamente disuelta.

d) Transferir la solucion de agarosa disuelta a una Columna Zymo-Spin™ en
un Tubo Colector.

e) Centrifugar a >10,000 x g por 30-60 seg. Desechar el sobrenadante.

f) Adicionar 200 ul del Buffer de lavado a la columna y centrifugar >10,000 x g
por 30 seg. Desechar el sobrenadante. Repetir el paso de lavado.

g) Adicionar >6 ul de agua directamente a la matriz de la columna. Colocar la
columna en un tubo de 1.5 ml y centrifugar >10,000 x g por 30-60 seg con el
fin de eluir al ADN.

5.4 Clonacion de los fragmentos de ADN en el vector pGEM T-Easy

5.4.1 pGEM T-Easy, un vector de clonacién

El vector pGEM T-Easy es un vector linearizado que cuenta en cada uno de
sus bordes con una unica timina, la cual se encuentra en el extremo 3’
terminal (Fig. 4 ). Estas proyecciones de timina ubicadas en los extremos 3’
del vector, flanquean lo que se convertira en el sitio de insercion de todos
aquéllos productos de PCR que posean en sus extremos 3" una cola-poli A.
La cola-poli A es una sucesién de adeninas en el extremo 3" de un fragmento
de ADN amplificado, la cual es afadida durante la reaccion de PCR por
ciertas DNA polimerasa, por ejemplo, la Taq polimerasa.

El vector pGEM T-Easy posee en su secuencia a las regiones promotoras T7
y SP6 (Fig. 4 y 5), a las cuales se unen respectivamente la RNA polimerasa
T7 y SP6. Las regiones promotoras T7 y SP6 flanquen el sitio multiple de
clonacion. Tanto el sitio multiple de clonaciéon como las regiones promotoras
T7 y SP6, se encuentran dentro de la region que codifica para el péptido o de
la enzima p-galactosidasa. Cuando la reaccién de ligado entre el vector
pGEM T-Easy y el producto de PCR es exitosa; la secuencia de lac Z se ve
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interrumpida y la traduccién del péptido a de la enzima f-galactosidasa no
se lleva a cabo de manera exitosa.

T7 Transcription Start

5 ...TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3...ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC
T7 Promoter [ I I J
Apal Aatll Sphl BstZI Ncol

GCGGC CGCGG GAATT CGATT3
CGCCG GCGCC CTTAAGCTA

ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC

(C oned ‘”SE”) F'TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

Sacll EcoR Spe EcoRl Notl Pstl Sall
Bsizl BsiZI

SP6 Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT 3
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA 5

| ‘ I | | SP6 Promoter
Nde! Sacl BstXI Nsil

Figura 4. Sitio multiple de clonacion del vector pGEM T-Easy .

La seleccion de células transformantes con este vector, se efectua mediante
su crecimiento en un medio adicionado con ampicilina; el cual es el antibidtico
para el cual confiere resistencia el vector pGEM T-Easy. Sin embargo, las
células transformantes pueden pertenecer a dos distintos grupos de
colonias. En un primer grupo, se encuentran aquéllas células que han
incorporado al plasmido recircularizado; mientra que en un segundo grupo, se
encuentran aquéllas donde el evento de ligacidon ha sido exitoso, y se ha
llevado a cabo finalmente la insercion de la secuencia al vector. Ya que el
medio ademas posee a un analogo a la lactosa, X-Gal, es posible distinguir
entre el primer grupo de colonias transformantes las cuales poseen una
coloracion azul, del segundo grupo de colonias recombinantes las cuales
crecen con una coloracién blanca. Esto se debe a que X-Gal, es un anéalogo a
la lactosa el cual es hidrolizado mediante la accion de la enzima f-
galactosidasa, produciendo un indigo insoluble que proporciona la coloracién
azul al grupo de colonias con el plasmido recircularizado, ya que éstas
poseen la secuencia intacta de la enzima.
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Figura 5. Mapa del vector pGEM T-easy. Donde se observa a la secuencia lac Z
interrumpida por el sitio multiple de clonacién y las regiones promotoras T7 y SP6.
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5.4.2 Reaccion de ligado

La reaccion de ligado entre el vector pGEM T-Easy y los diferentes
fragmentos de ADN purificados a partir del gel de agarosa, se lleva a cabo
empleando a la enzima T4 ADN ligasa. El protocolo de esta reaccion se
muestra a continuacion:
a) Adicionar y mezclar en un tubo las cantidades que se muestran en la
Tabla 6.
b) Incubar la mezcla a temperatura ambiente durante 1 hr. 6 bien
durante toda la noche a 4° C.

Tabla 6. Cantidades y reactivos empleados en la reaccion de ligado del vector

pPGEM T-Easy
Reactivo Volumen
ADN 1-7 ul
Plasmido pGEM T-easy 1.0 ul
Vector 50 ng/ul
Solucién amortiguadora de 1.0 ul
la reaccién de ligado (10x)
Ligasa T4 DNA 1.0 ul
H20 c.b.p. 10 ul
10 wl de Volumen Total

5.4.3 Transformacién por choque térmico de células de competentes

El protocolo de la transformacion por choque térmico de células competentes
es el siguiente:

a) Agregar 2 ul de la reaccion de ligado a 100 ul de células competentes
de E.coli.

b) Incubar 30 min. en hielo.

c) Incubar a 42° C durante 42-45 seqg.

d) Colocar en hielo 2 min.

e) Adicionar 400 ul de medio LB con glucosa 20 mM.

f) Incubar 2 h a 37° C con agitacién constante (200-225 rpm).
g) Centrifugar durante 2 min. a 11,000 rpm.

h) Decantar el sobrenadante.

Resuspender el paquete celular en 400 ul de medio LB.

Sembrar en medio LB (Luria Broth) + ampicilina 50 mg/mL +IPTG 0.5
mM + X-gal 80 mg/mL

K) Incubar al menos 12h a 37° C

—
~— —

5.5 Purificacion de ADN plasmidico de colonias transformantes por el método
de lisis alcalina

Este protocolo es usado para la extraccion de ADN plasmidico a partir de una
suspension de células bacterianas; y esta basado en el procedimiento de lisis
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alcalina desarrollado por Birnboim y Doly (1979). El cual se basa en la
diferencia de topologias entre el DNA plasmidico y el DNA cromosomal.

Los plasmidos son moléculas pequenas de ADN supercoloidal; mientras que
el ADN bacteriano cromosdémico es de mayor tamafio y menos supercoloidal.
Esta diferencia es lo que permite mantener en suspension al ADN plasmidico
y a las moléculas de RNA, y en el precipitado de manera selectiva al ADN
cromosomal y a las proteinas celulares.

Las células bacterianas son primeramente lisadas bajo condiciones alcalinas;
lo cual desnaturaliza a ambos acidos nucleicos y a las proteinas. Luego se
procede a neutralizar la solucion mediante la adicion de acetato de potasio.
En este paso se precipita al ADN cromosomal y a las proteinas, por que
resulta imposible para ellas plegarse nuevamente de manera correcta debido
a su tamano. En cambio los plasmidos se pliegan nuevamente de manera
correcta, por lo que al neutralizar la solucién estos permaneceran en
solucion.

A. Centrifugar el cultivo con el fin de precipitar a las células.

B. Usando una pipeta retirar y descartar el sobrenadante. Siendo
cuidadoso de no perturbar el precipitado celular.

C. Adicionar 100 ml de Buffer 1 (50 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA;
100 mg/mL RNasa, pH 8.0) y resuspender el precipitado celular
mediante vortexeo. Es muy importante que la suspension de
células sea homogénea y que no se observen grumos.

Las células en este paso se encuentran resuspendidas en una solucion buffer
con RNase. Cuando las células sean lisadas en el siguiente paso, la RNasa
catalizara la hidrdlisis de las moléculas de RNA en nucleétidos, mientras que
el DNA no se vera afectado.

1. Adicionar 200 ul de Buffer 2 (1% SDS, 0.2 M NaOH). Mezclar la
solucion mediante inversion, pero no vortexear. Esto ultimo podria
provocar que el DNA cromosomal liberado de las células lisadas se
fragmentara y ocasionara una contaminacién del producto.

El SDS es un detergente idnico que disrumpe a las membranas celulares y
desastabiliza todas las interacciones hidrofébicas que mantienen a varias
macromoléculas en su conformacion nativa. El pH alto provocado por la
concentracion de NaOH 0.2M, desnaturaliza a las macromoléculas
cambiando los estados de ionizacion de los grupos funcionales (ionizando
ciertos grupos y desionizando otros).

2. Dejar la solucion en hielo por al menos 5 minutos

3. Adicionar 150 ul de Buffer 3 (3.0 M Acetato de Potasio, pH 5.5)
previamente enfriado. Mezclar la solucién invirtiendo rapidamente el
tubo un par de veces. Un precipitado blanco se forma en este paso.

Este es el paso clave del procedimiento en la lisis alcalina. El pH bajo de la
solucion de acetato de potasio neutraliza al NaOH. Cuando el pH regresa
casi a la neutralidad las macromoléculas se renaturalizan. Sin embargo las
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moléculas de DNA de gran tamano y las proteinas no se renaturalizan de
manera correcta. Las moléculas de DNA plasmidico, sin embargo nunca se
desnaturalizan por completo por se trata de moléculas pequefas y circulares
las cuales son supercoloidales. A pesar del rompimiento de los puentes de
hidrogeno entre los pares de bases, debido al alto pH; estos se reforman de
manera correcta cuando hay una disminucion del pH. EI DNA cromosémico y
las proteinas forman precipitados, debido a que ellas se unen unas o otras en
un agregado de gran tamafio; pero los plasmidos no precipitan debido a que
ellos renaturalizan de manera correcta y no forman parte de estos agregados
multi- moleculares.

5. Dejar la solucion en hielo por al menos 5 min.

6. Colocar los tubos en un centrifuga, y centrifugar a maxima velocidad
durante 5 min. El precipitado se formara a lo largo de uno de los lados del
tubo.

7. Transferir el sobrenadante en un tubo limpio de 1.5 mL; teniendo cuidado
de no tomar parte del precipiatado. Conservar el tubo con el sobrenadante.

8. Medir el volumen con pipeta, y afiadir un tercio del volumen de acetato

de amonio y un volumen de isopropanol. Mezclar por inversién y dejar
precipitando a -20° C durante toda la noche 6 al menos durante 1 hr.
El DNA es una molécula iénica (cargada negativamente debido a los grupos
fosfato) la cual es altamente soluble en agua pero no en solventes organicos.
La concentracién de isopropanol causa que el DNA se vuelva insoluble y
precipite.

9. Centrifugar a maxima velocidad durante 15 min. Y desechar el
sobrenadante.

10. Anadir 200 ul de etanol absoluto y mezclar por inversién un par de
veces.

11. Centrifugar a maxima velocidad por 5 min.

12. Remover y desechar el sobrenadante de manera cuidadosa .

13. Colocar el tubo en un estufa a 37° C con el fin de evaporar el EtOH
restante.

14. Resuspender el precipitado en H,0 desionizada. La cantidad de ésta,
dependera de la concentracion a la que se desea obtener la muestra de DNA
plasmidico.

5.6 Clonacion de un fragmento de ADN con posible actividad
promotora en un vector de expresion binario

La Tecnologia Gateway® es un método de clonacién universal basado en la
recombinacion sitio especifica, el cual tiene por base al sistema de
recombinacién del bacteriofago lambda (Landy, 1989). La Tecnologia
Gateway® provee una forma rapida y eficiente de trasladar secuencias de
ADN en multiples sistemas de vectores con la finalidad de realizar el analisis
funcional de una secuencia, como puede ser el caso de una regién con
posible actividad promotora, 6 bien la expresion de un proteina bajo
condiciones especificas (Hartle et al., 2000).
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5.6.1 Clonacion en el vector de entrada pPENTRTM/D-TOPO®

El primer paso de la clonacion, es la generacion de un clona de entrada, una
vez generada ésta, el producto de PCR entra por recombinacién al vector de
seleccién del Sistema Gateway®.

Existen un gran numero de sistemas de clonacion que permiten generar a la
clona de entrada. Sin embargo, en el laboratorio se decidi6 optar por el
sistema pENTRTM Directional TOPO® Cloning Kits; el cual, permite clonar a
los productos de PCR con extremos romos de manera direccional en el
vector de entrada pENTRTM/D-TOPO®. A través de este sistema los
insertos son clonados en la orientacién correcta con una alta eficiencia, y esto
se logra simplemente afiadiendo cuatro bases (CACC) al extremo 5" de la
secuencia del forward .

El disefio de oligos fue el siguiente:

Forward : FPET32 5 CACC TGG TCC TGA CAC TTA CCAACACAT G 3’

Reverse : R32BAMHI 5 CGC GGATCC GTT TAC GCA AGG AGT GTG 3’

En el extremo 3" del oligo reverse se afiadid un sitio de reconocimiento para
la enzima BamHl|.

La reaccion de clonacion TOPO®, se efectia mediante la mezcla del
producto de PCR y el vector pENTRTM/D-TOPO®, a la cual se anade
solucion de sales provista por el kit y agua estéril para completar un volumen
de reaccion final de 6ul. La reaccion se deja incubar a temperatura ambiente
durante 5 min. Sin embargo, para productos de PCR con una longitud mayor
a un 1 Kb, el tiempo de incubacién recomendado se extiende hasta un
maximo de 30 min.

La seleccion de las colonias transformantes se realiza mediante su
crecimiento en medio semisdlido LB a una concentracion de kanamicina de
50 ug/ml, antibidtico para el cual confiere resistencia el vector de clonacion
PpENTRTM/D-TOPO®. Una vez aisladas y seleccionadas a las colonias
transformantes en medio semisdlido, éstas son puestas a crecer durante toda
la noche, en medio liquido LB mas kanamicina, a una concentracién de
antibiético de 100 ug/ ml. Al dia siguiente se realiza la extraccion de plasmido
con la finalidad de identificar a las colonias que son recombinantes de las que
s6lo son transformante.

5.6.1 Clonacion en el vector binario de expresion pBGWFS7

Una vez obtenida la clona de entrada, se continua con la reaccion de
recombinacién (LR). La cual tiene por objeto, facilitar el intercambio entre la
secuencia flanqueada por los sitios attL de la clona de entrada, y la
secuencia flanqueada por los sitios attR del vector destino. De esta manera
es posible transferir, por ejemplo, a una secuencia con posible actividad
promotora, del vector de entrada al vector destino. Ademas, tras el proceso
de recombinacion, se obtiene finalmente a la clona de expresion, la cual
posee a los sitios attB.
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El vector destino del Sistema Gateway® seleccionado fue pBGWFS7, cuya
longitud es de 12,451 pb . Este vector destino, el cual es un vector binario de
expresion permite probar la actividad promotora de una secuencia y posee
los sitios attR1 y attR2, los cuales recombinan a través de la reaccién LR con
los sitios attL1 y attL2 del vector pENTRTM/D-TOPO®. De esta manera
ocurre el intercambio de secuencias entre aquélla con posible actividad
promotora del vector de entrada y la secuencia del gen letal, ccd, del vector
destino.

El vector pBGWFS7, confiere resistencia a espectinomicina vy
estreptinomicina. Ademas, posee a la secuencia del gen bar, el cual confiere
resistencia al herbicida Basta ®, cuyo ingrediente activo es glufosinato de
amonio. En su secuencia rio abajo del sitio de insercion del promotor, se
encuentra la secuencia de los genes reporteros GFP y GUS. Mediante la
expresion de los genes GFP y GUS en plantas transgénicas de Nicotiana, es
posible evaluar la actividad promotora de la secuencia rio arriba del gen
NaStEP.
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Figura 6. Vector pBGWFS7
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La reaccion LR se efectu6 usando al mix de enzimas de Gateway® LR
Clonaserw I, el vector destino pBGWFS7 y el plasmido purificado de la clona
de entrada. El protocolo Gateway® Technology with Clonasery I, propone
efectuar la reaccion LR de acuerdo a lo mostrado en la tabla 7.

Tabla 7. Reaccién LR de acuerdo al protocolo de Gateway® Technology with
Clonasery Il

Reactivo Cantidad
Vector de entrada 50 a 150 ng
Vector destino 1ul a una concentracion de 150 ng/ ul
Buffer TE, pH8 c.b.p. 8 ul
Mix de enzimas de Gateway® 2 ul
LR Clonasemy Il
Volumen final 10 ul

La transformacion se realiza mediante el protocolo de choque térmico, sobre
la cepa de células competentes E.Coli TOP10, empleando 2 ul del producto
de la reaccion LR. Las colonias transformantes, son seleccionadas a través
su crecimiento en medio LB semisdlido a una concentracion de
espectinomicina de 100 ug/ml. La seleccién y el analisis de colonias
recombinantes, parte del conocimiento de que el vector pPBGWFS7 confiere
resistencia para espectinomicina y estreptomicina. El vector pBGWFS7
confiere ademas resistencia a cloranfenicol, cuando la reaccion de
recombinacion no se ha llevado a cabo. Una vez que el proceso de
recombinacién ha ocurrido de manera exitosa entre los sitios attR del vector
destino y los sitios affL del vector de entrada pENTRTM/D-TOPO®, la
resistencia a cloranfenicol se pierde, junto con el gen letal ced. Debido a que
E.Coli TOP10 es una sensible a este gen letal, no es posible aislar colonias
transformantes no recombinantes, lo cual es un seguro mas de este sistema
de clonacion.
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6. RESULTADOS
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6.1 CLONACION, SECUENCIACION Y ANALISIS DE LOS
FRAGMENTOS DE ADN GENOMICO ADYACENTES AL EXTREMO 5’
DE LA SECUENCIA DEL GEN NaSTEP.

6.1.1. Obtenciéon de fragmentos de ADN genémico adyacentes al

extremo 5 de la secuencia del gen NaStEP

Con la finalidad de obtener fragmentos de ADN gendmico adyacentes al
extremo 5 de la secuencia del gen NaStEP, se construyeron cuatro
bibliotecas a partir de ADN gendmico de Nicotiana alata. Cada una de estas
bibliotecas consisti6 en fragmentos de ADN gendmico ligados a dos

adaptadores especificos.

El nombre de cada una de éstas, se derivd de la enzima de restriccion con la
cual fue digerido el ADN, asi las cuatro bibliotecas fueron nombradas como:
EcoRV, Dra I, Stuly Pru I.

A partir de cada biblioteca se realizaron dos amplificaciones consecutivas.
Los resultados de la primera reacciéon de amplificaciéon, PCR primario, se
muestran en la Figura 7. En esta figura, es posible observar la amplificacion
de un fragmento en cada una de las cuatro bibliotecas, los cuales varian en
cuanto a su tamafo e intensidad. El producto de esta reaccion primaria se
utilizé posteriormente como templado de Ila segunda reaccidon de

amplificacion, 6 PCR secundario (Figura 8).

En la Figura 8 se observa la amplificacion de una gama de fragmentos
nuevamente de intensidad variable que van desde pesos moleculares por
debajo de 0.5 Kb hasta el mayor de 3.0 Kb. Sin embargo, a diferencia del
PCR primario donde sélo se observé un fragmento en cada una de las cuatro
bibliotecas, la amplificacion por PCR secundario produjo mas de un
fragmento de cada una de éstas (EcoRV, Dra I, Stu |y Pru l) . Asi, de la
amplificacion por PCR secundario de la biblioteca Pvull se obtuvieron un total
de tres amplicones. A los dos productos de mayor tamafo, cuyos pesos
moleculares correspondieron a 1.5y 3.0 Kb, se les nombré como 3-2 y 3-3

respectivamente. De la amplificacion mediante PCR secundario de la
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biblioteca EcoRV se obtuvieron dos fragmentos, teniendo el de mayor tamafno

un peso molecular de 1.5 Kb, al cual finalmente se le nombr6 como

fragmento 1-2.
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Fig. 7. PCR primario. Fraccionamiento electroforético de los productos de PCR primario de cada una de las
cuatro bibliotecas . Se observa la amplificacion de un fragmentos en cada una de las bibliotecas, los cuales
varian en cuanto a su tamafio e intensidad. La separacion se realizo en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con

bromuro de etidio; M: Marcador de 1kb, EcorRV: biblioteca digerida con EcovRV, Dra I: biblioteca digerida
con Drav I, Stu I: biblioteca digerida con Stw I, Pru II: biblioteca digerida con Prw I .
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Fig. 8. PCR secundario 6 anidado. Fraccionamiento electroforético de los productos de PCR utilizando como
templado al producto de la reaccion de PCR primario de cada una de las bibliotecas. 1-2, 3-2 y 3-3: fragmentos que
muestran mayor intensidad y tamafio igual o mayor a 1.5 kb. La separacion se realizé en un gel de agarosa al 1.5%,
tefiido con bromuro de etidio; M: Marcador de 1kb, EcorRV: producto amplificado de la biblioteca EcovRV, Dra I:

producto amplificado de la biblioteca Drav I, Stu I: producto amplificado de la biblioteca Stw I, Pru II: producto
amplificado de la biblioteca Prw II .
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6.1.2. Clonacioén de los fragmentos 1-2, 3-2 y 3-3.

Soélo los fragmentos de mayor tamano 1-2, 3-2 y 3-3 se clonaron
posteriormente en el vector pGEM T- easy.
La purificacion del fragmento 1-2 cuyo tamafo correspondio

aproximadamente a 1.5 Kb se muestra en la Figura 9 .

Segmento 1.2

=
)

1.5 kb <—— 12 (1.5 Kb)

Fig. 9. Fragmento 1-2 purificado. Electroforesis del fragmento 1-2 purificado a partir de gel de
agarosa. La banda observada se encuentra a una altura de 1.5 KB, tamafio correspondiente al segmento
1-2. Se cargaron 3 ul de un volumen final de resuspension del 12 ul a un gel de agarosa al 1% tefiido
previamente con bromuro de etidio.

Con la finalidad de comprobar la insercion del segmento 1.2 en el vector
pGEM T-Easy, se llevé a cabo la reaccion de digestion con la enzima EcoRI
del plasmido purificado de seis de las colonias transformantes. En la Figura
10, se observa la liberacion en el plasmido proveniente de cada una de las 6

colonias de un fragmento de ADN con un tamafo de 1.5 Kb, el cual

corresponde al del fragmento 1-2.
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Fig. 10. Clonacion del fragmento 1-2. Anélisis de restriccion y liberacion del inserto 1-2 del
vector pGEM-T-Easy. Reaccion de digestion con las enzima EcoRI de 6 distintas colonias

transformantes. Se observa la liberacion de un fragmento de 1.5 Kb en cada una de las colonias
analizadas. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% teflido previamente con bromuro de etidio. A, B,
C, D, E, F: Clonas transformantes y recombinantes del fragmento 1-2 ligado al vector pGEM-T-Easy .
Marcadores de peso de 1kb.
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La purificacién del fragmento 3-2 cuyo tamafo correspondié a 1.5 Kb se

muestra en la Figura 11.
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Fig. 11. Fragmento 3-2 purificado. Electroforesis del fragmento 3-2 purificado a partir de gel de
agarosa. La banda observada se encuentra a una altura de 1.5 Kb, tamafio correspondiente al del
segmento 3-2. Se cargaron 3 ul de un volumen final de resuspension del 12 ul a un gel de agarosa al 1%
tefiido previamente con bromuro de etidio. Marcadores de peso de 100 pb.

Con la finalidad de comprobar la insercion del segmento 3-2 en el vector

pGEM T-Easy se llevo a cabo una reaccion de PCR, la cual se muestra en la

figura 12. En la cual se observa la amplificacién de un fragmento a la altura

de 1.5 Kb, correspondiente al tamafo del fragmento 3-2.
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Fig. 12. Clonacion del fragmento 3-
2. PCR confirmatorio de la presencia del
inserto 3-2 en el vector pGEM T-Easy.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.0%
tefiido previamente con bromuro de
etidio. Clona A:3-2, Clona C:3-2; clonas
positivas para el fragmento 3-2 ligado al
vector pGEM T-Easy . Marcadores de
peso de 1kb.
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La purificacion del fragmento 3-3 cuyo tamafo correspondio

aproximadamente a 3.0 Kb. se muestra en la Figura 13.
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Fig. 13. Fragmento 3-3 purificado. Electroforesis del fragmento 3-3 purificado a partir de gel de
agarosa. La banda observada se encuentra a una altura de 3.0 KB, tamafo correspondiente al del segmento
3-3. Se cargaron 3 ul de un volumen final de resuspension del 12 ul a un gel de agarosa al 1% tefiido

previamente con bromuro de etidio. Marcadores de peso de 1kb.

Con la propésito de comprobar la insercion del segmento 3-3 en el vector
pGEM T-Easy se llevé a cabo una reaccion de PCR (Figura 14). En esta
figura es posible observar la amplificacion de un fragmento a la altura

aproximada de 3.0 Kb, correspondiente al tamano del fragmento 3-3.

Clonacioén del
segmento 3.3

M. de peso
Control +
Clona A: 3.3
Clona B: 3.3

Kb
3-3 (3,0 Kb) Fig. 14. Clonacion del fragmento 3-
3.0 3. PCR confirmatorio de la presencia del
2.0 inserto 3-3 en el vector pPGEM-T-Easy.
1.5 Electroforesis en gel de agarosa al 1.0%
1.0 teflido previamente con bromuro de
etidio. Clona A:3-3, Clona B:3-3; clonas
positivas para el fragmento 3-3 ligado al
0.5 vector pGEM-T-Easy . Marcadores de

peso de 1kb.
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6.1.3. Secuenciacion y analisis de los fragmentos 1-2, 3-2 y 3-3.

Las secuencias de los fragmentos de ADN gendmico 1-2, 3-2 y 3-3
adyacentes al extremo 5" de la secuencia de cDNA del gen NaStEP y
clonados en el vector pGEM-T Easy, se obtuvieron a través de la Unidad de
Secuenciacion de ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

El analisis de las secuencias de los distintos fragmentos, 1-2, 3-2 y 3-3, se
realizd mediante el uso del servidor 2.2.12 NCBI GenBank BLAST (Altschul et
al., 1997). En la busqueda de identidad entre secuencias se utilizd el
programa BLASTX del Centro de Supercomputo de San Diego (http
:/lworkbench. sdsc.edu). Para el alineamiento entre secuencias se hizo uso

del programa ClustalX (Thompson et al., 1997).

6.1.3.1 Secuencia y analisis del segmento 1-2 clonado en el vector
pGEM T-Easy

Mediante la secuenciacion con el oligo T7 del fragmento 1-2 clonado en el
vector pGEM T-Easy se obtuvo una secuencia con una longitud de 1,480 pb.
La cual muestra en su extremo 3" identidad con 52 pb de la secuencia de
cDNA del gen NaStEP. Ademas, de presentarse en el mismo extremo la
secuencia correspondiente al oligo reverse GSP2. Sin embargo, estos
hallazgos no son suficientes para confirmar que la secuencia del segmento

1-2 corresponde a la regién rio arriba del gen NaStEP.

6.1.3.2 Secuencia y analisis del segmento 3-2 clonado en el vector
pGEM T-Easy

La secuencia del segmento 3.2, posee una longitud total de 1,573 pb. Esta
secuencia de ADN gendmico, posee en su extremo 5" a la secuencia del
oligo forward, AP2, y en su extremo 3" a la del oligo reverse, GSP2 (Figura
15). Ademas, la secuencia del fragmento 3-2 posee identidad al 100% en su
extremo 3" con el extremo 5" de la secuencia de cDNA del gen NaStEP en
una longitud de 154pb. Este resultado aseguré que la secuencia del
fragmento 3.2 es la region contigua y rio arriba del gen NaStEP. Siendo asi
que el segmento 3.2, poseen una alta probabilidad de contener parte de la

secuencia promotora del gen NaStEP.
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Fig. 15. Secuencia rio arriba de la region codificadora del gen NaStEP de 1,573 pb.
Segmento_3-2: corresponde a la secuencia del fragmento 3.2 clonado en el vector pGEM-T Easy,
con una extension total de 1,573pb. S.inicial de NaStEP: corresponde a la secuencia con una
longitud de 154pb del extremo 5° del cDNA del gen NaStEP. El alineamiento entre secuencias se
realizo usando el ClustalW. Mediante este alineamiento es posible observar, la homologia de
secuencias entre el extremo 3" del fragmento 3-2 y el extremo 5° del gen NaStEP. En verde se
indica a la secuencia donde se ancla el oligo forward AP2, ¢l cual es empleado durante la reaccion
de PCR secundario junto con el oligo reverse GSP2, en amarillo. Los nucledtidos donde se
observa homologia entre secuencias estan representados por (*). Los guiones en la secuencia se

GAATTCGATTACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTCCTGACACTTACCAACACATGGGGTCGGTTGTGATGATG

CTACACTTTGCACATATGTGCAGATACCGAAGCGGCATTTGAGCAGCAGCACTAGATCGGGAGCCAACCTTCAATCCACCGAGAC

ACCGAGGTAGCCTTGCAGGCGTCCGCAGGCCCGACGTTTCCTCTATCTTACATTTCATTTATGTTATCTCATGTATCCGAGACAA

ATAGTGTATTATTTCTTTCAAACGGTTGTATTTAGTACTCTTAGTGGTCTGTGAGTAAATGTGACACCAGTTCTTGGGTAGAGGC

AAATGATGAGTTTCGCATTATTGTCCAGTTTATTTAATTTAAGTCTTCCGTTTTATTTTTATGTTTCGTGGTTATTAAATTGTTT

AACACGTGTTGTTATAACTGATAAAAAGGATTTAAAATAAAAGTGTTGGAAGTTTATGAATATGGCTTGCCTGGCTTCTACGAGT

AGGCGCCATCACGACTCCCGAAGGTGGGAATTCCAGATCGTGACAAGAAATGGGTCATTCTTTTTGGAACATACCAAAAAGGTAA

TAGGTTACATAAACTGGAACAGAGGAATTGTTATTTATATATTTAGATATAATTTAACTTTGAACTTTATATTTTAATATTAATG

ACATAATTTTATAATTGCAGAAATTTCTATGGCCATATTTACAACCTTAGTCCCATAGGGATGGTGAGAGTTCATAAGAGTCCGG

AATTCAGATTTTCTTTGGGCCGCTGGCCATCTGCCGGGAGTTTCTTGTTTTAATACCGATATTTTAAAAACAAATCCAAAACAAC

TTTACTGACAATTATATTTTTTTTTATTTATGTCAGAAGAGTCATCTGAATATCTACAAACAATTAATGGCAAGATTAACAAATC

AATATGCGCCACATAAACTAAAAGAGATAGACTATATGATTCTCATCGTTTGCCCATTAATAATAATGAACGCAACATAGACTCT

ACTACTCTCTCCGTTTCAATTTATGTTAACACATTTGACTGAGCACGGAGTTTAAGAAAAGAGAGAAGACTTTTGAACTTGTGGT

GTAAAATAAAGCACATATATCTTGTGTGGCTATAAATAGTTGCATAAAGGTAAATTGTTTCCAAATAGGAAAAGACGTTATTTTT

TTTTGCACAGACTAAAAAGAAAATAGGTTCACATAAATTGAAACGGAGAAAGTATAAAACAATACACATATTTTAAACGTTCCAA

TGTGAAGGATGGTACATGCAAGTATTGTAGCATCTTATACTCCTGCTAGTCATCTACGCACCTCTATAAATTCAAGCTTCAGTAA

TGGATTTGAGTATCAAACAATACGCAACACACTCCTTGCGTAAACATGAAATCCTTTATTTTCAGCTTCCTCTTGCTTTCAACTA
ATGAAATCCTTTATTTTCAGCTTCCTCTTGCTTTCAACTA

Khkkkkhkhkhkhhkhkhhhhhhhhhhhh kAR AR AR AR Rk *** K

CTCTCTCCTTGCTTCCCTTTGTAGTCTTTTCATCATCTTTCACTTCCACCAATCCCATTGTCCTTCCCACTACTACTGATGATGA
CTCTCTCTTTGCTTCCCTTTGTAGTCTTTTCATCATCTTTCACTTCCACCAATCCCATTGTCCTTCCCACTACTACTGATGATGA

R L]

CAACGATTTACCTGTACTTTCCGAAGTGCAATC
CAACGATTTACCTGTACTTTCCGAAGTGC-—-~--

T 2 ]

introduieron nara mantener un buen alineamiento.
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6.1.3.3 Secuencia y analisis del segmento 3-3 clonado en el vector
pGEM T-Easy

El fragmento 3.3 clonado en el vector pGEM T-Easy, posee un tamafio de
aproximadamente 3.0 Kb, tal como se observa en el corrimiento
electroforético de la Figura 14. No obstante, mediante su secuenciacion con
el oligo T7, sélo se obtuvo un fragmento de 1,166 pb. Este fragmento posee
en su extremo 3’ la secuencia del oligo reverse GSP2; sin embargo, sélo se
observo identidad con 52 pb de la secuencia de cDNA del gen NaStEP, tal
como ocurri6 para la secuencia del fragmento 1.2. No siendo posible
confirmar que la secuencia del segmento 3-2 pertenece en realidad a la

region rio arriba del gen NaStEP.

6.1.3.4 Identidad entre la secuencia de cDNA del gen NaStEP y los
fragmentos de ADN 1-2, 3-2y 3-3

El alineamiento de los fragmentos 1-2, 3-2 y 3-3 con la secuencia del gen
NaStEP respectivamente, da como resultado dos distintos patrones de
identidad.

Cuando la secuencia de cDNA del gen NaStEP fue alineada con la secuencia
del segmento 3-2, se present6 entre ambas una identidad de 154 pb. Estos
154 pb en el extremo 5" de la secuencia del gen NaStEP estan indicados en

la figura 16 con el nombre de S. inicial de NaStEP.

Al alinear la secuencia de los fragmentos 1-2 y 3-3 con la secuencia de cDNA
del gen, sélo 52 pb de la secuencia de NaStEP present6 identidad con estos
fragmentos. A este segmento de 52 pb se le nombré en la figura 16 como S.
parcial de NaStEP.
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ATGAAATCCTTTATTTTCAGCTTCCTCTTGCTTTCAACTACTCTCTCTTTGCTTCCCTTTGTAGTCTTTTCATCATCTTTC

S.parcial_de_ NaStEP

ACTTCCACCAATCCCATTGTCCTTCCCACTACTACTGATGATGACAACGATTTACCTGTACTTTCCGAAGTGCTAGACACA
S.parcial_de_ NaStEP CTTCCCACTACTACTGATGAAGACAACGATTTACCTGTACTTTCCGAAGTGC-—————-~—
GSP2 GACAACGATTTACCTGTACTTTCCGAAGTGC-———————

AAACGGCAAACCGCTCCAGATTGGCGAAGAGTACCACATTATCTCCGCTAGCTGGAGAACCGGCGGCGGCGTATACTTAAC

CAATCTTACAAACACCAAATGTCCAAACGACGTCGTCCAACACTGGGAAGGCTCCAAAGACGGCATGCCCGTGAAATTCTT

TACGATGGACCCCGAGGTCGCACCTTCTAGTGTCGTACGTGAAACTAATGACATTAATATTATGTTCTCTGTTCCAACTAC

AAAACTCTGTGTTAATGAAACTGTTTGGAAAGTTGGTGATCCCGACTCAACAGAACAGGGGGTTAGGTTTGTGGTAACCGG

TGGAACCCTAGGATATCCAGGACCCATAACAATAAAGAGCTGGTTTAAGATTGAGAAAGTAACAAAAACAGCACCTTTCTAC

AAGTTAAGGTATTGTCCTGATAGATATTTGTGTCCAATGTGCTACGTTGGTTGTTCAGATGTCGGCTTGACTGCCGATCGCG

ATGTCGTCGGAGACAAGCGTCTGGTTCTCAACGACCAGCCTTTTTGGGTTGTCTTCGAGAAATTCCAGAAGACTGATGCATAA

Fig. 16. Identidad entre la secuencia de cDNA del gen NaStEP y los fragmentos de ADN
1-2, 3-2 y 3-3. - corresponde a la secuencia de cDNA del gen NaStEP. La _
- se refiere al segmento de la secuencia de cDNA del gen NaStEP que empalma con la
secuencia del fragmento 3-2. La S. parcial de NaStEP se refiere al segmento de la secuencia de cDNA
del gen NaStEP, que empalma con las secuencias de los fragmentos 1-2 y 3-3. En amarillo, se muestra
la secuencia del primer reverse GSP2, el cual empalma de manera anidada con la secuencia del gen
NaStEP. El alineamiento entre las distintas secuencias se realizd usando el ClustalW. Los guiones en

la secuencia se introdujeron para mantener un buen alineamiento.

6.1.3.Los segmentos 1-2 y 3-3 se tratan probablemente de la misma
region en el genoma de N. alata

Los segmentos 1-2 y 3-2 mostraron el mismo patrén de identidad con la
secuencia de cDNA del gen NaStEP, de tal forma que se penso en realizar
un alineamiento entre ambas secuencias (Figura 17), con el propésito de
averiguar si se trataban de un misma region del genoma de N. alata. La
identidad que se observé mediante el alineamiento sugiere fuertemente que
ambas secuencias podrian tratarse de una misma regién en el genoma de

Nicotiana.

39



Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3
Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2

Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

Segmento_1-2
Segmento_3-3

GATTACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTATCGGGCATTTTGAACTTCTTTGGAATTGGTAGTGGAGCGGCGGATGA

TTTCCAAGGTTGTTGAGAGTATTTGTCTATATATACTCCTTTGATCACAGGTGGAACTCCAGTAATTTATTCAATGCGTTCACTTTGC

TATTTGAGCTGCTGCTACAAGGTTAGTACTAAACTGTGCCAATGTGAAATAGAAGAATTACCTGGTTCATTTTCATGAGATTCACTTG

GAACAGATCCAGAATTAATTAATCCGGAACGAGGGTTCTCCTGCATTTTATTGTTTGGAGTTGATGTTGTAGCAGGCAAACGACTGAG
TAGTCAGTAAAGTT-ATGGAAGAGGAGTCTCTCTATCGCT

*k ok * kkkk KKk *k Kk K * ok *

TATTGCATCCAAAACTCTATCAACTCGTGCATCGATTTATTTTTTTTTAAAGAACTTCATTCCCCCACATCTATGTGGTTCATATTCA
CGTT-CA-CCGCAGCTCGACGCATTGGGGTGA-GTGCTGTTTTCATTTAT-~~--TTTCATTCCGTTATAGTGAGATTTTCTTTGCTTT

*k kk kk Kk Kkkk K * Kk Kk K * * kkkk  kkkk kokkkok ok kK * * * ok ok * ok

TCGTT-AGGAGTTCTTGCTTCATGAGATCCTCTTGATGATTTCGTGAGGAATTTG-CTCATTCAAGT-GGTAGATT--~-TCTCTCATC
TCATTGACTAATTCCTTCCTTAATGGATTTGCGTGA: —--AGGAATTTGGTTCATGCAAGGAGGAAGATTGGCCGTTCTATC

*k kk Kk Kk Kkkk K Kk Kk * *kk * kK kkkkkkhkk  khkkk kkkk  kk kkkkk * *kk

TTGGTTTAATTGATC-GTTGAGAGT-GTTACCGTCGTTATTTGA-CATGATGACA-GTAGTAGATT--AAATGAATCAAAA-~-GGAAA
TGGAAGAAATAGATCAGTGGAGAATAGTTCCCGTCGTAATTAGAGCATGATGACAAGTGGTAGGATTAAAATGAATCAAAGAGGGAAA

* * kkk Kkkkk Kk Kkkk Kk khkk Khkkkkkk Kkkk Kk KAAAAAAA*kk *kk khkkk Kk  KkkkkAAAAAhkk *kkkk

GATTATCAGA--TTCCCGGTAACGGAACCAATCTGTTTAACC--AAAAAATAGTACTTTGGCTAAAG--CTTGAATTTTATATGAAA-
GATTATCAAGATTTCCCGGTAACGGAAGCAGTCTGTTTAACCCAAAAAAATAGTACTTTGGCTAAAAGCCTAAAATTTAATATGAAAA

kkkkkk kK kkkkkkhkhhhhhhk kk KRARAkhkhhhk* Kok hhhhhhhhhhrrkkrkhrh* *k  kkkkk KkkkkkkKkk

TGACGGGTTACTGATAATCA-AGAGACTAAAATAGTAAGGCTTTCAATAAATGATGATAGGATAAAAGAGAGAATAATGATTCAATAC
TGACGGGTTACTGATAATCATAGAGACTAAAATAGTAAGGCTTTCAATAAATGATGATAGGATAAAAGAGAGAATAATGATTCAATAC

P R 2 2 )

AGCTTTAGAAGTGTTATGTGACAAATGTTTTACTCAATTCTTGATGATCCTTTGATTAAGGCCAAGACAACTATTTATAGAGTCATAG
AGCTTTAGAAGTGTTATGTGACAAATGTTTTACTCAATTCTTGATGATCCTTTGATTAAGGACAAGACAATTATTTATAGAGTCATAG

PR 2 2]

ATTGCCCTTAACCCTTGACCCTCTGAGGGTATAATGTTACCAGTAATAATCCACAAAGGGGGCTTTTTACAAGGGGCCCACTATTAAG
ATTGCCCTTAACCCTTGACCCTCTGAGGGTGTAATGTTACCAGTAATAATCCACAAAGGGGGCTTTTTACAAGGGGCCCACTATTAAG

PR A 2 2 2

TTATAAACAATTAGCACTAAGAAATAGTGCTTAGTGCACTATACCATATTTTCTGCAGCTTTATCCTACGAAATAGCCTACAAATGAT
TTATAAACAATTAGCACTAAGAAATAGTGCTTAGTGCACTATACCATATTTTCTGCAGCTTTATCCTACGAAATAGCCTACAAATGAT

PR R S 2 1)

GAAATCTCCTCCTTTTATAGCTCTTAAGGAGTAACGGCTTGATTTCCTAATTTAAATGAGTATAACTACAGACATTTAATAAGGTACC
GAAATCTCCTCCTTTTATAGCTCTTAAGGAGTAACGGCTTGATTTCCTAATTTAAATGAGTATAACTACAGACATTTAATAAGGTACC

PR 22 )

ATACAATCATCGCTATTAAATACCAATCTACTGATATATTTGGTATTTAATACTATACATAGACTGCCATTTGTTATCAGACTTGCTC
ATACAATCATCGCTATTAAATACCAATCTACTGATATATTTGGTATTTAATACTATACATAGACTGCCATTTGTTATCAGACTTGCTC

PR R 2 )

CTTTTGGACTTTTATAAATCTTTGGTCTTAAATGCCTTGTTTAGGAACGGGGTACCTATCTGAACTTCGACCGTGCCTGTTTTGAACT
CTTTTGGACTTTTATAAATCTTTGGTCTTAAATGCCTTGTTTAGGTACGGGGTACCTATCTGAACTTCGACCGTGCCTGTTTTGAACT

PR A

CTTCTTCCCGTGCCTATCGTTGCTCGTACCTCTTTTCTTTCTTCCACCTATTAAACCTTTAATCAATCCACGTGTCATGCCACGTTAC
CTTCTTCCCGTGCCTATCGTTGCTCGTACCTCTTTTCTTTCTTCCACCTATTAAACCTTTAATCAATCCACGTGTCATGCCACGTTAC

PR 22 )

ATTTAACAAGAACTCAGTGTTTTCCCAATACACTTCCCACTACTACTGATGAAGACAACGATTTACCTGTACTTTCCGAAGTGCAATC
ATTTAACAAGAACTCAGTATTTTCCCAATACACTTCCCACTACTACTGATGAAGACAACGATTTACCTGTACTTTCCGAAGTGCAATC

PR A 2]

Fig.17. Los fragmentos 1-2 y 3-2 se tratan probablemente de la misma region

en el genoma de Nicotiana alata. El alineamiento entre los segmentos 1-2 y 3-3

muestra una alta similitud entre ambas secuencias. El alineamiento se realizd usando el

ClustalW. La secuencia correspondiente al primer reverse, GSP2 se encuentra sefialada en

amarillo.

Los nucledtidos que guardan similitud entre ambas secuencias estin

representados por (*). Los guiones fueron introducidos para mantener un buen

alineamiento.
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6.2 LA SECUENCIA 14 Kb RiO ARRIBA DE LA REGION
CODIFICADORA DEL GEN NaStEP, POSEE VARIOS ELEMENTOS DE
UNA REGIONA PROMOTORA.

6.2.1 Analisis bioinformatico de la region 1.4 Kb rio arriba del gen
NaStEP, mediante el uso del servidor PLANT CARE

Al analizarse la secuencia 1.4 Kb rio arriba de la regién codificadora del gen
NaStEP mediante el servidor bioinformatico PLANT CARE, se obtuvieron a
59 motivos correspondientes a la caja TATA; debido a que varios motivos
aparecieron mas de una vez en la secuencia, el conjunto de cajas TATAs se
englobd en un total de 19 distintas secuencias, como se observa en la tabla
8. Este conjunto de cajas TATAs pertenece a un total 11 organismos

distintos, entre los cuales se encuentra N. tabacum.

En la primer columna de la tabla 8 se muestra el organismo al cual pertenece
la caja TATA, la segunda al numero de nucledtidos conservados y la tercera
a la secuencia misma; mientras que el numero senalado entre paréntesis

corresponde al numero de veces que se encuentra presente ese motivo.

Ademas, el analisis bioinformatico de la secuencia del promotor potencial de
NaStEP mediante el servidor bioinformatico PLANT CARE, no sélo resulté en
la identificacién de elementos reguladores propios del core promoter, sino
también de motivos reguladores en cis; los cuales se muestran en la tabla 9.
En esta tabla, la primer columna indica el nombre del elemento regulador en
cis, la segunda la secuencia del motivo, la tercera el numero de nucledtidos
conservados (NC), la cuarta el organismo, la quinta la funcién del elemento
regulador, y finalmente la ultima se refiere al numero de identificacién del gen
en la base de datos del GENBANK.
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Tabla 8. Caja TATA.

Organismo Nucleétidos Secuencia No. de veces
conservados presente

Glycine max 5 TAATA (8)
Lycopersicon esculentum 5 TTTTA (16)
Arabidopsis thaliana 9 TAAAAATAA (1)
Arabidopsis thaliana 5 TATAA 4)
Arabidopsis thaliana 4 TATA (10)
Oryza sativa 8 TACATAAA 1)
Arabidopsis thaliana 9 taTATAAAtC (1)
Ac 7 TATAAAT 3)
Arabidopsis thaliana 6 TATAAA 4)
Arabidopsis thaliana 7 TATATAA (1)
Brassica napus 6 ATATAT 2
Brassica oleracea 7 ATATAAT 1)
Pisum sativum 8 TATAAAAT 1)
Arabidopsis thaliana 7 TATAAAA (1)
Zea mays 8 TTTAAAAA 1)
Brassica napus 6 ATTATA 1)
Pisum sativum 7 TATATG 1)
Nicotiana tabacum 9 tcTATAAAta 1)
Arabidopsis thaliana 9 tcTATATALt (1)

La posicion de los distintos elementos reguladores en cis descritos en la tabla

9, se presentan en la figura 18 de acuerdo a su posicion dentro de la

secuencia de 1.4 Kb rio arriba del gen NaStEP. El color con el que los

distintos motivos fue indicado dentro de la secuencia de la figura 18,

corresponde al mismo color con que el cual se marco a cada motivo en la

tabla 9.
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Tabla 9. Elementos reguladores en cis presentes en la region 1.4 Kb rio arriba de la secuencia

codificadora del gen NaStEP, estimados mediante el servidor PLANTCARE.

Nombre Secuencia N.C Organismo Funcion ID del gen
Elemento regulador en cis, similar a
4cl-CMA2b TCTCACCAACC 10 | Petroselinum crispum la cajaly asociado con las cajas A X05351
y P, involucrado en la respuesta a la
luz.
AAGAA-motif GAAAGAA 7 Avena sativa phyA3
Elemento regulador en cis,
ABRE [CACGTG 6 Arabidopsis thaliana | involucrado en la respuesta a acido uo01377
abscisico.
Regulador negativo de la expresion
AC-I [TCTCACCAACG 10 Populus tremuloides | en polen. Responsable de restringir AF041051
la expresion vascular a el xilema.
Elemento que forma parte del
. . arreglo modular conservado, pal-
Box 4 ATTAAT 6 Petroselinum crispum CMAL, involucrado en la respuesta X15473
a luz.
Box 1 TTTCAAA 7 Pisum sativum Elemento de respuesta a luz M21356
CTAG-motif ACTAGCAGAA 9 Avena sativa
6 Pisum sativum
7 Solanum tuberosum Elemento reeulador en ci
G-Box 6 Arabidopsis thaliana . gu “s,
. involucrado en la respuesta a luz.
8 Brassica napus
6 Zea mays
Elemento que forma parte del
GAG-motif AGAGAGT 7 | Arabidopsis thaliang | 2Te&l0 modular conservado, rbcA- A86720
CMAI, involucrado en la respuesta
a luz.
Motivo altamente conservado en
. . todos los genes glutelin involucrado
GCN4-motif CAAGCCA 7 Oryza sativa en la expresion especifica del X54314
endosperma.
Elemento regulador en cis, asociado
con la cajas A y P involucrado en la
L-box _ 10 Petroselinum crispum induccion de la actividad L37355
transcripcional pero no suficiente
para conferir respuesta a la luz.
MBS TAACTG 6 | Arabidopsis thaliana | Sttic de union de MYB involucrado D13044
en la induccién por drogas.
MSA-like TCAAACGGT 9 Catharanthus roseus Elemento regulador para el ciclo D86388
celular durante la fase M.
Elemento regulador en cis requerido
para la expresion en el endosperma
Skn-1 motif GTCAT 5 Oryza sativa en altos niveles en cooperacion con X54314
otros motivos (AACA; GCN4;
ACGT).
Elemento de actuacion en cis,
TCA-element TCAGAAGAG 9 Brassica oleracea involucrado en la respuesta a acido X98521
salicilico.
TCT-motif TCTTAC 6 Arabidopsis thaliana Parte de un elemento de respuesta a L14749

luz
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+ GACGGCCCGG GCTGGTCCTG ACACTTACCA ACACATGGGG TCGGTTGTGA TGATGCTACA CTTTGCACAT ATGTGCAGAT
= CTGCCGGGCC CGACCAGGAC TGTGAATGGT TGTGTACCCC AGCCAACACT ACTACGATGT GAAACGTGTA TACACGTCTA

+ ACCGAAGCGG CATTTGAGCA GCAGCACTAG ATCGGGAGCC AACCTTCAAT CCACCGAGAC ACCGAGGTAG CCTTGCAGGC
= TGGCTTCGCC GTAAACTCGT CGTCGTGATC TAGCCCTCGG TTGGAAGTTA GGTGGCTCTG TGGCTCCATC GGAACGTCCG

+ GTCCGCAGGC CCGACGTTTC CTCTA- CATTTCATTT ATGTTATCTC ATGTATCCGA GACAAATAGT GTATTATTTC
= CAGGCGTCCG GGCTGCAAAG GAGATAGAAT GTAAAGTAAA TACAATAGAG TACATAGGCT CTGTTTATCA CATAATAAAG

+ R G TATTTAG TACTCTTAGT GGTCTGTGAG TAAATGTGAC ACCAGTTCTT GGGTAGAGGC AAATGATGAG
- AAAGTTTGCC AACATAAATC ATGAGAATCA CCAGACACTC ATTTACACTG TGGTCAAGAA CCCATCTCCG  TTTACTACTC

+ TTTCGCATTA TTGTCCAGTT TATTTAATTT AAGTCTTCCG TTTTATTTTT ATGTTTCGTG GTTATTAAAT TGTTTAA-
= AAAGCGTAAT AACAGGTCAA ATAAATTAAA TTCAGAAGGC AAAATAAAAA TACAAAGCAC CAATAATTTA ACAAATTGTG

+ -TTGTTAT AACTGATAAA AAGGATTTAA AATAAAAGTG TTGGAAGTTT ATGAATATGG CTTGCCTGGC TTCTACGAGT
= CACAACAATA TTGACTATTT TTCCTAAATT TTATTTTCAC AACCTTCAAA TACTTAT-GGACCG AAGATGCTCA

+ AGGCGCCATC ACGACTCCCG AAGGTGGGAA TTCCAGATCG TGACAAGAAA TGG-TC TTTTTGGAAC ATACCAAAAA
= TCCGCGGTAG TGCTGAGGGC TTCCACCCTT AAGGTCTAGC ACTGTTCTTT ACCCAGTAAG AAAAACCTTG TATGGTTTTT

+ GGTAATAGGT TACATAAACT GGAACAGAGG AATTGTTATT TATATATTTA GATATAATTT AACTTTGAAC TTTATATTTT
= CCATTATCCA ATGTATTTGA CCTTGTCTCC TTAACAATAA ATATATAAAT CTATATTAAA TTGAAACTTG AAATATAAAA

+AA G ACATAATTTT ATAATTGCAG AAATTTCTAT GGCCATATTT ACAACCTTAG TCCCATAGGG ATGGTGAGAG
- TTATAAT TATTAAAA TATTAACGTC TTTAAAGATA CCGGTATAAA TGTTGGAATC AGGGTATCI

+ TTCATAAGAG TCCGGAATTC AGATTTTCTT TGGGCCGCTG GCCATCTGCC GGGAGTTTCT TGTTTTAATA CCGATATTTT
= AAGTATTCTC AGGCCTTAAG TCTAAAAGAA ACCCGGCGAC CGGTAGACGG CCCTCAAAGA ACAAAATTAT GGCTATAAAA

+ AAAAACAAAT CCAAAACAAC TTTACTGACA ATTATATTTT TTTTTATTTA TGI{®NEZVNE/ e\ CTGAA TATCTACAAA
= TTTTTGTTTA GGTTTTGTTG AAATGACTGT TAATATAAAA AAAAATAAAT ACAGTCTTCT CAGTAGACTT ATAGATGTTT

+ CA-GG CAAGATTTTA TCTCTCTAAC AAATCAATAT GCGCCACATA AACTAAAAGA GATAGACTAT ATGATTCTCA
= GTTAATTACC GTTCTAAAAT AGAGAGATTG TTTAGTTATA CGCGGTGTAT TTGATTTTCT CTATCTGATA TACTAAGAGT

+ TCGTTTGCCC ATTAATAATA ATGAACGCAA CATAGACTCT ACTACTCTCT CCGTTTCAAT TTATGTTAAC ACATTTGACT
= AGCAAACGGG TAATTATTAT TACTTGCGTT GTATCTGAGA TGATGAGAGA GGCAAAGTTA AATACAATTG TGTAAACTGA

+ GAGCACGGAG TTTAAGAAAA GAGAGAAGAC TTTTGAACTT GTGGTGTAAA ATAAAGCACA TATATCTTGT GTGGCTATAA
= CTCGTGCCTC AAATTCTTTT CTCTCTTCTG AAAACTTGAA CACCACATTT TATTTCGTGT ATATAGAACA CACCGATATT

+ ATAGTTGCAT AAAGGTAAAT TGTTTCCAAA TAGGAAAAGA CGTTATTTTT TTTTGCACAG ACTAAAAAGA AAATAGGTTC
= TATCAACGTA TTTCCATTTA ACAAAGGTTT ATCCTTTTCT GCAATAAAAA AAAACGTGTC TGATTTTTCT TTTATCCAAG

+ ACATAAATTG AAACGGAGAA AGTATAAAAC AATACACATA TTTTAAACGT TCCAATGTGA AGGATGGTAC ATGCAAGTAT
= TGTATTTAAC TTTGCCTCTT TCATATTTTG TTATGTGTAT AAAATTTGCA AGGTTACACT TCCTACCATG TACGTTCATA

+ TGTAGCATCT TATACTCCTG CT CT ACGCACCTCT ATAAATTCAA GCTTCAGTAA TGGATTTGAG TATCAAACAA
= ACATCGTAGA ATAT! GTAGA TGCGTGGAGA TATTTAAGTT CGAAGTCATT ACCTAAACTC ATAGTTTGTT

+ TACGCAACAC ACTCCTTGCG TAAACAT
= ATGCGTTGTG TGAGGAACGC ATTTGTA

Fig. 18. Posicion de los distintos elementos reguladores en cis, dentro de la
secuencia 1.4 Kb rio arriba de la region codificadora del gen NaStEP, estimados

por el servidor PLANT CARE.
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6.2.2 Analisis bioinformatico de la region 1.4 Kb rio arriba del gen

NaStEP, mediante el uso del servidor Softberry

Con el propésito de ampliar el andlisis, se utilizé un segundo servidor,

Sofberry Inc. (http:/linux1.softberry.com); dentro del cual se empled el

programa TSSP/Prediction of PLANT Promoters (Solovyev et al., 2001), que
hace uso de la base de datos Registe Plant DB (Shahmuradov et al., 2003).
Asi, al analizarse la secuencia del promotor potencial de NaStEP, se
identificd la presencia de motivos correspondientes a distintos elementos
reguladores en cis, los cuales se muestran en la tabla 10 . La primer columna
de esta tabla, indica la secuencia del motivo, la segunda el numero de
identificacion del elemento regulador en la base de datos REGSITE DB: Plant
Transcription Regulatory Sites (AC), la tercera la posicion dentro de la
secuencia, la cuarta el numero de veces que esta presente, la quinta el
nombre del elemento regulador (RE), la sexta al nombre de los factores de
transcripcion (BF), la séptima el gen al cual el elemento co-regula, y la ultima

el nombre del organismo al cual pertenece.

Los distintos elementos reguladores en cis descritos en la tabla 10, se
muestran en la figura 19 de acuerdo a su ubicacién dentro de la secuencia rio
arriba del gen NaStEP. Ademas, se indica la posicion de la caja TATA, y el
elemento Inr, donde se ubica el sitio de inicio de la transcripcion (+1), 6 TSS,

por sus siglas en inglés (Transcription start site).
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Tabla 10. Elementos reguladores en cis estimados por el programa

TSSP de Softberry.
SECUENCIA AC POSICION SIT#:OS RE BF GEN Organismo
caTGCAC RSP00016 1173 (+) (1) RY U.N.F B-conglycinin Glycine max
1247 (+) rifa-7-P-
AACGTT RSP00076 1252 (-) (2) T-box bZIP factor glucuronidasa Oryza sativa
transgen
1058 (+)
1093 (+)
1131 (+) Dof1 Oligonucléotidos
WAAAG RSP00161 1156 (+) (6) Dof1 sintéticos Zea mays
BSopt
1186 (+)
1075 (-)
DPBF-1,

ACACccGagctaaccacaac RSP00162 1113 (-) (1) E1 DPBF-2 Dc3 Daucus carota
CATGCA RSP00327 1271 (+) (1) RY ABI3 napA Brassica napus
TTTGAA RSP00398 | 1073 (+) (1) | CHR UN.F RNP2 Nicotiana

tabacum
TAACGT RSP00401 | 1166 (-) (1) | Myba' Myb RNP2 Nicotiana
tabacum
AP1-like Nicotiana
TTAGTCT RSP00402 1186 (-) ) AP1 leucine RNP2
. tabacum
zipper factor
1082 (+) Alfin1 . Oligonucléotidos Medicago
GNGGTG RSP00469 | 1320 () @) | Bs1o Alfin1 sintéticos sativa
GTGGNG RSP00470 | 1082 (+) (1) | Alfint Alfin1 Oligonuciéotidos | Medicago
BS2 sintéticos sativa
1052 (+) Hordeum
TTTAA RSP00477 1243 (+) (3) S-box UN.F rbcSF1 vulgare,
1248 (-) Brassica napus
1164 (+)
1165 (+)
gcaTTTTTatca RSP00508 Hgs E:; (6) 8524 SEF4 B-conglicinin o' Glycine max
1168 (+)
1192 (-)
DPBF-1,
tccctACACgcGtcacaattc RSP00518 1118 (-) (1) E3 DPBF-2 Dc3 Daucus carota
caattcaggACACgtGecctctica | RSP00519 | 1122 (<) ) E4 DDEBBFF'_;’ De3 Daucus carota
E1- DPBF-1,
ACACccG RSP00521 1113 (-) (1) core DPBE-2 Dc3 Daucus carota
E3- DPBF-1,
ACACgcG RSP00523 1113 (-) (1) core DPBF-2 Dc3 Daucus carota
E4- DPBF-1,
ACACgtG RSP00524 1113 (-) (1) core DPBF-2 Dc3 Daucus carota
box Il unknown
GCCACA RSP00596 1116 (-) ) EE2 nuclear rbcS3A
factor
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(802)
+ AAAAACAAAT CCAAAACAAC TTTACTGACA ATTATATTTT TTTTTATTTA TGTCAGAAGA GTCATCTGAA TATCTACAAA

- TTTTTGTTTA GGTTTTGTTG AAATGACTGT TAATATAAAA AAAAATAAAT ACAGTCTTCT CAGTAGACTT ATAGATGTTT
(882)

+ CAATTAATGG CAAGATTTTA TCTCTCTAAC AAATCAATAT GCGCCACATA AACTAAAAGA GATAGACTAT ATGATTCTCA

- GTTAATTACC GTTCTAAAAT AGAGAGATTG TTTAGTTATA CGCGGTGTAT TTGATTTTCT CTATCTGATA TACTAAGAGT
(962)

+ TCGTTTGCCC ATTAATAATA ATGAACGCAA CATAGACTCT ACTACTCTCT CCGTTTCAAT TTATGTTAAC ACATTTGACT

- AGCAAACGGG TAATTATTAT TACTTGCGTT GTATCTGAGA TGATGAGAGA GGCAAAGTTA AATACAATTG TGTAAACTGA
(1,042)

+6AGcACGGAG TG A 6 Acaacac RGN C EREEHE A AN CACA TATATCTTGT GTGGCTATAA
- CTCGTGCCTC AAATTCTTTT CTCTCTTCTIRMMMCTTGAA CACCACATTT TATTTCGTGT ATATAGNNGOCCG

(1,122)

+ ATAGTTGCA TG TAAAT TGTTTCCAAA TAGGHEEA coTT i eeng c AcTANEMA AsatacarTc

- Barcancara trrecatrra acaaacorTt atcerTTCGEMENAAAAA AAAACGTG GGG TATCCAAG
(1,202)

+ ACATAAATTG AAACGGAGAA AGTATAAAAC AATACACATA TININNBEICCAATGTGA AGGATGGTA [EBEBAGTAT

- TGTATTTAAC TTTGCCTCTT TCATATTTTG TTATGTGTAT AAMMGOMGGTTACACT TCCTACCATG TACGTTCATA
(1,282) 1

+ TGTAGCATCT TATACTCCTG CTAGTCATCT ACGCA| CAA GCTTCAGTAA TGGATTTGAG TATCAAACAA
- ACATCGTAGA ATATGAGGAC GATCAGTAGA TG A TATTTAAGTT CGAAGTCATT ACCTAAACTC ATAGTTTGTT
(1,362)

+ TACGCAACAC ACTCCTTGCG TAAACATG
= ATGCGTTGTG TGAGGAACGC ATTTGTAC

Fig. 19. Posicion de los distintos elementos reguladores en cis, dentro de la
secuencia 1.4 Kb rio arriba de la region codificadora del gen NaStEP, estimados
por el programa TSSP de Softberry. En rojo se indican los distintos elementos

reguladores en cis. En azul se muestra la [ZIERWNPN, v en amarillo al elemento Iniciador Inr,
donde se ubica el sitio de inicio de la transcripcion (+1), 6 TSS, por sus siglas en inglés

(Transcription start site).
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6.3 Elementos en cis involucrados en la regulacion de la expresion

especifica del estigma y el estilo en el promotor de NaStEP

6.3.1 Comparacion entre la secuencia del promotor del gen NaStEP y la

region implicada en la especificidad de la expresiéon en el estigma y el

estilo del promotor SLG.

Dzelzkalns et al. (1993) identificaron dentro de la secuencia promotora del

gen SLG, una regién de 196 pb capaz de dirigir la expresion especifica de un

gen en células del estigma y el estilo. De esta manera, fue que se decidié

comparar a la secuencia de este dominio funcional con la secuencia 1.4 Kb

rio arriba de la region cofidificadora del gen NaStEP. Sin embargo, mediante

este alineamiento no fue posible determinar regiones de alta identidad entre

ambas secuencias (Figura 20).
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CGACGGCCCGGGCTGGTCCTGACACTTACCAACACATGGGGTCGGTTGTGATGATGCTACACTTTGCACATATGTGCAGATACCGAAGC

GGCATTTGAGCAGCAGCACTAGATCGGGAGCCAACCTTCAATCCACCGAGACACCGAGGTAGCCTTGCAGGCGTCCGCAGGCCCGACGT

TTCCTCTATCTTACATTTCATTTATGTTATCTCATGTATCCGAGACAAATAGTGTATTATTTCTTTCAAACGGTTGTATTTAGTACTCT

TAGTGGTCTGTGAGTAAATGTGACACCAGTTCTTGGGTAGAGGCAAATGATGAGTTTCGCATTATTGTCCAGTTTATTTAATTTAAGTC

TTCCGTTTTATTTTTATGTTTCGTGGTTATTAAATTGTTTAACACGTGTTGTTATAACTGATAAAAAGGATTTAAAATAAAAGTGTTGG

AAGTTTATGAATATGGCTTGCCTGGCTTCTACGAGTAGGCGCCATCACGACTCCCGAAGGTGGGAATTCCAGATCGTGACAAGAAATGG

GTCATTCTTTTTGGAACATACCAAAAAGGTAATAGGTTACATAAACTGGAACAGAGGAATTGTTATTTATATATTTAGATATAATTTAA

CTTTGAACTTTATATTTTAATATTAATGACATAATTTTATAATTGCAGAAATTTCTATGGCCATATTTACAACCTTAGTCCCATAGGGA

TGGTGAGAGTTCATAAGAGTCCGGAATTCAGATTTTCTTTGGGCCGCTGGCCATCTGCCGGGAGTTTCTTGTTTTAATACCGATATTTT

AAAAACAAATCCAAAACAACTTTACTGACAATTATATTTTTTTTTATTTATGTCAGAAGAGTCATCTGAATATCTACAAACAATTAATG

GCAAGATTTTATCTCTCTAACAAATCAATATGCGCCACATAAACTAAAAGAGATAGACTATATGATTCTCATCGTTTGCCCATTAATAA
TAGTCCG-ACGATTTTAAGC---TAATTAGTTCGAA

*kKk Kk * kkkk Kk Kk K * * * * %

TAATGAACGCAACATAGACTCTACTACTCTCTCCGTTTCAATTTATGTTAACACATTTGACTGAGCACGGAGT-TTAAG--AAAAGAGA
CAAAGAGTACAACATTAATTTTCTAACAGACTTAGATGCACTTGCGAACAACATACTTG-CTGAACACCATATGTTATGTTGGCAGGGT

*k kk kkkkkk Kk Kk K * % *k Kk ok Kk Kk kkkk Kk Kkkk Kkkk Kkk * kkk K *k ok

GAAGACTTTTGAACTTGTGG-TGTA-AAATAAAGCACATATATCTTGTGTGGCTATAAATAGTTGCATAAAGGTAAATTGTTTCCAAAT
GAGAAATTAATCACGTGTAGATATAGAAGTAGTAGACAAATGATATAGGTTTGTGGGAATGAATTAATCGATGGGA-————————————

*k Kk Kk kk kkk Kk Kk Kk Kk Kk *kKk KK * kk * *kk *  kk K K K

AGGAAAAGACGTTATTTTTTTTTGCACAGACTAAAAAGAAAATAGGTTCACATAAATTGAAACGGAGAAAGTATAAAACAATACACATA

TTTTAAACGTTCCAATGTGAAGGATGGTACATGCAAGTATTGTAGCATCTTATACTCCTGCTAGTCATCTACGCACCTCTATAAATTCA

AGCTTCAGTAATGGATTTGAGTATCAAACAATACGCAACACACTCCTTGCGTAAACATG

Fig. 20. Comparacion entre la secuencia del promotor del gen NaStEP y el dominio funcional de
especificidad de la expresion en el estigma y el estilo de la regién promotora del gen SLG; . El
alineamiento entre secuencias se realizd usando el ClustalW; sin embargo, no se presentaron regiones amplias de
identidad. Promotor NaStEP: Secuencia de 1389 pb rio arriba de la region codificadora del gen NaStEP. -339 a -143:
Secuencia de 196 pb, sefialada como la region minima y suficiente necesaria para conferir especificidad en la expresion
de un gen en celulas del estigma y del estilo. Los nucledtidos donde se observa identidad entre g¢pcuencias estan
representados por (*). Los guiones en la secuencia se introdujeron para mantener un buen alineamiento.



6.3.2 Elementos reguladores en cis involucrados en la expresion
especifica del estigma y el estilo identificados en la secuencia del
promotor de NaStEP.

Dzelzkalns et al. (1993) ademas encontraron, que al comparar a las
secuencias promotoras de los genes SLGy; SLG,, SLGs y SLR; se
presentaban 5 elementos altamente conservados, lo cual sugeria que estos
podrian actuar como elementos reguladores en cis, implicados en la
expresion especifica de los diferentes tejidos del pistilo y la antera. Esto fue
los que nos motivé a buscar a estas secuencias en la region promotora del
gen NaStEP y en la de los genes SRK> y SRKg (Figura 21); resultando
finalmente en la identificacién exitosa de estos elementos en las secuencias

promotoras de estos genes.

GEN CAJA 1 CAJA II CAJA III CAJA IV CAJA Y
GACNAATGATA| (NG — FEANGIANIEE 1caaaaAcTcATNGA NN
SLG; GACNAATGATA GTTTGT TGANTTAATCG TGAAAAAGTCATNGA ATTTINCTTGTCTGCT
GACAAATGATA GTTTGT TGAATTAATCG TGAAAAAGTCATCGA ATTTTACTTGTCTGCT
SLR GACNAATGATA GTTTIGT TGANTTAATCG TGAAAAAGTCATNGA ATTTINCTTGTCTGCT
1 GACCAATGAGA GTTTGT TGAGTTAATBIG TGEBAAAGTCATAGA ABITTTCTTGTCTGCT
SRK GACNAATGATA GTTIGT TGANTTAATCG TGAAAAAGTCATNGA ATTTTNCTTGTCTGCT
2 GARGAATGATA GTTEGT TGAATTAARCG TGAAAAAGTCATGGA ATTTTGCTTGECTGCT
SRK GACNAATGATA GTTTGT TGANTTAATCG TGAAAAAGTCATNGA ATTTTNCTTGTCTGCT
6 GACAAATGATA GTTTGT TIEGTRAATCG TGEAAAAGTCATGGA ATTTTGCTTGTCTGCT
ErrTTAR TTHIATGRT
NaStEP GACNAATGATA GTTTGT TGANTTAATCG TGAAAAAGTCATNGA ATTTTNCTTGTCTGCT
a GECAAATGATE GIRIGT TTTAA AAAGGTIATAG ATTRTCMTEGTRTGCE

Fig. 21. Elementos reguladores en cis involucrados en la expresion especifica del estigma y

el estilo identificados en la secuencia del promotor de NaStEP. En las secuencias de las
regiones reguladoras del los genes SRK, y SRKj , se observa la presencia de las cinco distintas cajas con

ligeras variaciones en sus secuencias. La presencia de las Cajas IV y V es mas dificil de asegurar en la

secuencia de la region promotora del gen NaStEP; sin embargo es posible suponer el hallazgo de las Cajas

I, IT y III en esta misma secuencia promotora, debido una alta similitud entre secuencias. EL alineamiento

entre secuencias se realizé usando el CLUSTAL W. La secuencias resaltadas representan a las secuencias

consenso de cada una de las cajas. Con una linea debajo, se indica a los nucle6tidos donde se observa

homologia. Mientras que los SIEIsTelel [i¥s) [eJiNSEIl) aparecen indicados en azul.
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6.4. NaStEP FUSIONADO A SU PROMOTOR POTENCIAL:
CONSTRUCCION Y CLONACION.

6.4.1 Construccién del segmento 3-2, fusionado al gen NaStEP.

Tanto la secuencia de cDNA del gen NaStEP como el fragmento 3-2 se
amplificaron mediante PCR. Con la finalidad de fusionar ambos segmentos,
el producto de ambas reacciones se purifico a partir de gel de agarosa. En la
figura 22 se observa un banda a una altura aproximadamente de 1.5 Kb, la es
una alicuota del volumen total de resuspension del fragmento 3-2 purificado.
En la figura 23 se observa una banda a una altura aproximada de 700 pb, la
cual correspondié a una alicuota del volumen total de resuspensién del gen
NaStEP purificado.

Purificacion del Nastep
., romotor putatvo

Marcadore:
de peso
A:1 l
B:1wl
Marcadores
de peso
A:1ul

1.5 kb
15k

1.0 kb
10k
07 kb

05 kb
05 kb

Fig 22. Fragmento 3.2. Electroforesis del
fragmento 3.2 purificado a partir de gel de
agarosa. Se cargd 1 ul de un volumen final de
resuspension de 10 ul, a un gel de agarosa al
1% tefiido previamente con bromuro de
etidio. A, B: Muestras del total del producto
purificado . Marcadores de peso de 1kb.

Fig 23. NaStEP. Electroforesis del cDNA
del gen NaStEP purificado a partir de gel de
agarosa. Se cargd 1 ul de un volumen final de
resuspension de 10u, a un gel de agarosa al
1% tefiido previamente con bromuro de
etidio. A: Muestra del total del producto
purificado Marcadores de peso de 1kb.
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Posteriormente a la purificacion de los productos de PCR, se llevé a cabo
otra reaccién (PCR) de tipo fusion para unir al fragmento 3-2 cuya secuencia
correspondié a aquélla ubicada rio arriba del gen NaStEP, y la cual posee
una alta probabilidad de contener a la regién promotora de éste gen, y la
secuencia de cDNA del gen NaStEP. Debemos recordar que el extremo 3 de
la secuencia del segmento 3.2 empalma con 140 pb del extremo 5 de la
secuencia de NaStEP, por lo que el empalme entre el extremo 5 ~ de una
secuencia con el extremo 3" de la otra, proporciond la direccionalidad
deseada a la construccién; orientando a la secuencia promotora putativa al
extremo 5" y a la secuencia del gen NaStEP al extremo 3. En la figura 24 se
muestra al producto de la reaccidon de fusién, él cual posee una longitud
aproximada de 2.1 Kb que corresponde al tamafio esperado de la

construccion .

PCR: Promotor + NaStEP

» 2 = | (I I
¢ 8w - =Y =
3 a O A A
88 w w £ o = Z =
£ +B|+8 |l co €0
S v ~N N N = [a]
== : S| .5 0 0 O 5 (*}

Kb Mmz | mz v wn (Y VU I

3.0

2.0 —

1.5 —

1-0 -

0.5

Fig 24. PCR de fusion entre el gen NVaSzZP y la secuencia de su promotor potencial.

Fraccionamiento electroforético de los productos de PCR utilizando como templado al ADN cuya

secuencia corresponde a la del ADNc del gen AVaS7£7 y al de la region promotora putativa de este gen . El

fragmento amplificado cuenta con un tamafio aprox. de 2.1 Kb. El tamafio del fragmento amplificado

corresponde a la suma hipotética del gen AaS7£” mas su region promotora putativa. La separacion se

realizé en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio. Control (-) Sdlo 3.2: Reacciéon de PCR

utilizando unicamente como templado el fragmento 3.2, Control (-) Solo AaSz£P : Reaccion de PCR

utilizando unicamente como templado al gen AaS7£7, Control (-) H,O: PCR sin ADN, Marcador de peso

de 1 Kb.
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digestion

6.4.2 Clonacion del segmento 3-2 fusionado al gen NaStEP

La construccién en la cual se fusiond al gen NaStEP con a su promotor
potencial se cloné posteriormente en el vector pPGEM T-Easy. Con la finalidad
de comprobar la insercion de la construccion en el vector de clonacién, se
realizé un analisis de restriccion con la enzima EcoRI del plasmido purificado
de cuatro de las colonias transformantes.

En la figura 25 , se observa la presencia de tres bandas. La banda que se
localiza a una altura aproximada de 3.0 Kb se piensa corresponde al vector
linearizado, ya que el vector pGEM T- Easy posee un longitud de 3015 pb. La
construccion del gen NaStEP fusionado a su promotor potencial, posee una
longitud total aproximada de 2.1 Kb, sin embargo debido a que la region
promotora del gen NaStEP , 6 fragmento 3.2, cuenta con un sitio interno de
corte para la enzima EcoRI a aprox. 500 pb del inicio de la secuencia en el
extremo 5 , no fue posible observar la liberacién de un fragmento a la altura
de 2.1 Kb. Por el contrario, se observé la presencia de dos bandas, la de
mayor tamano con un peso aproximado de 1.6 Kb, y la segunda a una altura

aproximada de 500 pb.

“Promotor putativo+ NaStEP”

8 < o v o
S . © © © ©
S 2 c c c c
g ° o o o
Kb == (W]} (W] (0] (@]

.0 GEM-T Eas
:O Y St — — «<— P y
L5 ’ <«—— (1.6 Kb)

1.0 3-2+NaStEP
0.5 <«—— (0.5Kb) 3-2

Fig 25. Clonacion del gen NaS?EP fusionado a su promotor potencial. Analisis de restriccion del gen
NaStEP fusionado a su promotor potencial clonado en el vector pGEM-T-Easy, mediante la reacciéon de

linearizado; mientras que las bandas ubicadas a 1.5 Kb y 500 pb. aprox. corresponden a la digestion del gen
NaStEP fusionado a su promotor putativo. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% tefiido previamente con
bromuro de etidio. Clonas A, B y C : Colonias transformantes con la presencia del inserto en el vector pGEM-
T-Easy. Clona D: Colonia transformante sin la presencia del inserto en el vector . Marcadores de peso de 1kb.
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6.5. GENERACION DE UN VECTOR BINARIO DE EXPRESION PARA
EVALUAR LA FUNCION COMO UNA REGION PROMOTORA, DE LA
SECUENCIA 1.4 Kb RiO ARRIBA DE LA REGION CODIFICADORA DEL GEN
NaStEP

6.5.1 Generacion de la clona de entrada, pPENTR/D-TOPO® : 3.2

Mediante los oligos FPET32 y R32BAMHI se amplific6 a la secuencia
promotora potencial del gen NaStEP mediante una reaccion de PCR. El
producto de la reaccion de PCR se purificd a partir de un gel de agarosa, y

posteriormente se efectuo la reaccion de clonacion en el vector TOPO.

Con la finalidad de confirmar la presencia del segmento 3.2, el cual posee
una longitud de aprox. 1.4 Kb, en el vector pENTR/D-TOPO®, se realizd un
analisis de restriccion del plasmido purificado de 25 colonias transformantes.
Para ello, se efectué una doble digestiéon empleando a las enzimas Not | y
BamHI. La secuencia de reconocimiento de la enzima Not I, estuvo presente
en el vector cercana al sitio de recombinacion. La secuencia de
reconocimiento de la enzima BamHI estuvo presente Unicamente en la
secuencia del extremo 3" del fragmento 3.2, amplificado con el oligo reverse
R32BAMHI.

En la figura 26 se muestra el resultado de la reaccién de doble digestién con
las enzimas Not | y BamHI del plasmido extraido de 7 de las 25 colonias
transformantes; donde se observa que donde ha ocurrido la insercion del
fragmento 3.2, ocurre la liberacién de un segmento a una altura aproximada
de 1.4 Kb.

6.5.2 Generacion de la clona de expresion, pPBGWFS7:3.2

Una vez generada la clona de entrada, pENTR/D-TOPO:3.2, se continud con
la reaccion de recombinaciéon (LR). A través de esta reaccién, se logro
transferir a la region promotora potencial del gen NaStEP 6 segmento 3.2 de
la construccion de entrada al vector destino, con la finalidad de generar una
clona capaz de dirigir la expresion especifica de los genes GFP y GUS en

plantas transgénicas; lo que podria determinar mas adelante la actividad
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promotora in vivo de la region 1.4 Kb rio arriba de la secuencia codificadora
del gen NaStEP.

PENTR/D-TOPO: 3-2 (Bam¥H I y Nt D

DN 1 1 9 10 I 12 13
3.0 kb &—— PENTR/D
1.6 kb TOPO
1.0 kb E t4 Kb

Fig. 26. pENTR/D-TOPO: 3.2 Anélisis de restriccion y liberacion del inserto 3.2 del

vector pPENTR/D-TOPO®. Corrimiento electroforético de la reaccion de digestion con las
enzimas Not I y BouwnHI del plasmido de siete distintas clonas. Donde se puede

observar, en algunas casos, la liberacion de una banda a la altura de 1.4 Kb
aproximadamente; longitud que corresponde a la secuencia de ADN de la region
promotora potencial del gen NaStEP 6 fragmento 3.2. En el carril correspondiente a la
clona sefialada con el nimero /7, se observa la liberacion de un fragmento, sin embargo
este no corresponde a la longitud esperada de 1.4 Kb. /: Control negativo. 8, 9, 10y 12:
Clonas todas positivas para el fragmento 3.2 clonado en la orientacidon correcta en el
vector de entrada pENTR/D-TOPO. 73: Clona transformante con plasmido vacio.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% teflido previamente con bromuro de etidio.

Marcadores de peso de 1kb.

Una vez seleccionada la clona de expresién, mediante su crecimiento en
distintos medios de seleccioén, y aislado el plasmido, se procedio a realizar un
analisis de restriccion empleando las enzimas Smal y Sacl. El vector destino
pBGWFS7 posee un unico sitio de reconocimiento para la enzima Sacl y dos
sitios internos de reconocimiento para la enzima Smal, los cuales se ubican a
1503 pb y 2,900 pb. En la figura 27 (parte A) se observa que de una digestién
del vector con la enzima Smal se libera un fragmento de aproximadamente
1.4 Kb.
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Una vez que el vector pPBGWFS7 recombind, el sitio de reconocimiento de la
enzima Smal a 2,900 pb se perdid, y debido a que el fragmento 3.2 no poseia
sitios internos para Smal, el producto esperado de la digestion del plasmido
recombinante con esta enzima era una banda a la altura aproximada de 12.4
Kb; tal como se observa en la parte B de la figura 27 donde se aprecian dos
bandas a mas de 12.0 Kb (probablemente 12.4 Kb). La primer banda en esta
figura, fue el resultado de la digestion del plasmido de la colonia
recombinante con la enzima Smal, y la segunda de idéntico peso, de la
segunda digestion con la enzima Sacl. Estos datos nos confirmaron
finalmente, que el plasmido de la colonia aislada pertenecia al vector

pBGWFS7 recombinante, con la secuencia promotora del gen NaStEP.

pBGWFS7:Regidn
promotora de NaStEP

A) pBGWFS7 sin B)
recombinar

Smal Sacl

“Marcadores
[{6}7650
Smal
M

Sad <«— 12.4Kb
e 12.4Kb 120 kb ™

o <

L 2 2

— MKy

Fig. 27. pBGWFS7:3.2. A) Corrimiento electroforético de la reaccion de digestion con las enzima
Smad del plasmido pPBGWFS7 sin recombinar. El cual fue propagado en la cepa E.Coli DB3.1. Se
esperaba la liberacion de un fragmento de aprox. 1.4 Kb, tal como se observa en la figura. Corrimiento en
gel de agarosa al 1.0% tefiido previamente con bromuro de etidio. Marcadores de peso de 12 Kb. B)
Electroforesis de la reaccion de digestion con las enzimas Smad y Sacid del plasmido pBGWFS7,
extraido de una colonia aislada de un medio con espectinomicina. No se observa la liberacion de un
fragmento a la altura de 1.4 Kb en la digestion con la enzima Sma, lo cual indica favorablemente que el
plasmido analizado, se trata del vector pPBGWFS7 recombinante. Electroforesis en gel de agarosa al 1.0%
tefiido previamente con bromuro de etidio. M.P. Marcadores de peso de 12 Kb.
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D iscuwsiow, Perspectivasy y
Conclusiones.
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7. DISCUSION

7.1 Clonacioén de la region promotora del gen NaStEP

En la busqueda de la secuencia promotora del gen NaStEP, se aposto por la
clonacion de la secuencia rio arriba de la regién codificadora, la cual contaba
con una alta probabilidad de contener a la region reguladora de este gen. La
metodologia universal del Genome Walker, permitié recuperar mas de un
fragmento de ADN en cada una de sus cuatro bibliotecas. No obstante, sélo
se decidié clonar aquéllos amplicones de mayor tamafio e intensidad, debido
a que éstos poseian la mayor probabilidad de contener a la region reguladora
de este gen. Los amplicones clonados y nombrados como fragmentos 1.2,
3.2 y 3.3 poseian una longitud de secuencia mayor ¢ igual a 1.5 Kb. La
secuenciacion de estos distintos fragmentos demostré que sélo la secuencia
3.2 posee en su extremo 3" identidad del 100% con la secuencia del extremo
5" del cDNA del gen NaStEP; por lo que, se determind Unicamente a la
secuencia de ADN del fragmento 3.2 como la region rio arriba de la
secuencia codificadora de éste gen. Asimismo, al llevarse a cabo un
alineamiento entre las secuencia restantes, 1-2 (1.5 Kb) y 3-3 (3.0 Kb), se
mostré que éstas dos podian tratarse de una misma regién en el genoma de
N. alata, sugiriendo fuertemente que el oligo reverse se anclé en algunos
casos, a una secuencia distinta a la del cDNA del gen NaStEP, lo que produjo

finalmente la amplificacién de productos de manera inespecifica.

7.2 Analisis de la secuencia 1.4 Kb rio arriba de la region codificadora
del gen NaStEP mediante el uso de dos distintos tipos de algoritmos

bioinformaticos

El total de los motivos encontrados en la regién 1.4 Kb rio arriba de la region
codificadora del gen NaStEP, mediante el uso del algoritmo PLANT CARE,
pertenecen en su totalidad a un conjunto de posibles sitios de unién a
factores de transcripciéon (FT) identificados uno del otro de manera
independiente. Programas como PLANT CARE, no buscan la integracion de

los diferentes motivos en la estructura de un promotor, ni consideran en su
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busqueda la necesidad de una asociaciéon potencial de éstos con otros sitios,
6 verifican que su posicion, por ejemplo con respecto al sitio de inicio de la
transcripcion, sea congruente. Por lo que el analisis de la regién 1.4 Kb rio
arriba de la region codificadora del gen NaStEP a través de PLANT CARE, no
permite determinar con certeza que esta region posea a un complejo activo

de transcripcién en cis.

Sin embargo, existe otro tipo de software al cual pertenece Softberry TSSP,
el cual es capaz de contestar preguntas basicas como ;Esta secuencia
contiene a un promotor? Y si es asi, Ddénde es que se ubican los sitios de
unién a FT? (Shahmuradov et al., 2003). Fue asi, que mediante este tipo de
algoritmo se determiné a la regién 1.4 Kb rio arriba de la regién codificadora

del gen NaStEP, como la secuencia potencial de un promotor.

Algoritmos como Softberry TSSP, comparan el numero de motivos de 3-6 pb
encontradas en una secuencia, con el numero de estos que se esperaria
encontrar por azar de acuerdo a la composicion nucleotidica de la secuencia.
Aquéllas que presenten una salida significativa, esto es un exceso de
motivos, se consideran pues como secuencias de promotores verdaderos.
Ademas de la prediccién de promotores verdaderos, este tipo de programas
también son capaces de determinar el posible sitio de inicio de la
transcripcion (TSS) y los distintos sitio de unién a FT. Ademas, a diferencia
de programas como PLANT CARE, este tipo de software toma en
consideraciéon la dimension combinatoria de un promotor evitando asi la
prediccion de motivos potenciales de unién a FT, los cuales no poseen una

funcién transcripcional real (Shahmuradov et al., 2003).

No obstante, debido a la gran complejidad que caracteriza a los sitios de
unién a FT, este tipo de algoritmos no escapa a los falsos positivos y
negativos, lo cual genera una considerable tasa de error. Por lo tanto,
muchos autores no consideran siquiera a este tipo de algoritmos lo
suficientemente poderosos aun para ser usados como herramientas Unicas e
independientes en la busqueda de promotores (Pan et al., 2009; Priest et al.,
2009; Rombauts et al., 2003; Prestridge, 1995; Mustonen and Lassig, 2005).

Asi, autores como Vedel y Scotti (2011) aseguran que una mezcla de los dos
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tipos de software es necesario, para confirmar la presencia de un promotor

potencial y la de sitios de unién a FT.
7.3 Elementos del promotor primordial de NaStEP (caja TATA)

La presencia de la caja TATA en la region 1.4 Kb rio arriba de la secuencia
codificadora del gen NaStEP se determind mediante ambos algoritmos,
PLANT CARE y Softberry TSSP. Sin embargo, el primero predijo a un total de
59 motivos correspondientes a la caja TATA, mientras que el segundo so6lo lo
hizo para un unico sitio ubicado a 34 pb rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion. Entre las muchas especies a las cuales pertenecen los motivos
de la caja TATA predichos por PLANT CARE se encuentra N. tabacum, la
cual posee la mayor proximidad genética con respecto a N. alata entre estas
distintas especies. La caja TATA de un promotor de N. tabacum muestra en
Su secuencia una alta identidad con la secuencia de la caja TATA predicha
por el programa de Softberry TSSP. Este resultado sugiere que
verdaderamente esta secuencia ubicada a -34pb, podria tratarse de la caja
TATA del promotor de NaStEP.

7.4 Elementos reguladores en cis del promotor de NaStEP

Los elementos reguladores en cis localizados en la region 1.4 Kb rio arriba de
la regidn codificadora del gen NaStEP corresponden a elementos de
respuesta a la luz (L-Box, A y P-Box, Box 4, Box |, G-Box, GAG-motif, TCT-
motif , 4cl-CMA2b, G-Box 6 y GATA 2T), elementos de respuesta al acido
abscisico y al acido salicilico, elementos de respuesta al estrés por sequia, y
elementos relacionados a la expresién especifica del endosperma y a la

regulacion negativa de la expresion en el polen.

Sin embargo, seria prematuro pensar que cada uno de estos elementos
reguladores en cis predichos por el analisis bioinformatico, funciona en
verdad como un sitio de unién a un factor de transcripcion in vivo. Debido a
que los motivos relativamente cortos, por ejemplo el elemento GATA, el cual
aparece en promedio varias veces en la region promotora de un gen, pueden
estar presentes en cada una de las regiones del genoma de una planta, como

lo son las regiones reguladoras 6 promotoras, las regiones intergénicas, las
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regiones codificadoras y por ultimo los intrones. Otro ejemplo es el elemento
corto y palindrémico conocido como caja G (CACGTG). La caja G es uno de
los elementos en cis mejor estudiados, el cual es capaz de dirigir la expresion
genética de las plantas en respuesta a la luz (Giuliano et al., 1988). Varios
estudios han demostrado que la caja G estda frecuentemente
sobrerepresentada en las secuencias promotoras de ciertos genes co-
expresados y en las secuencias intragenémicas conservadas no
codificadoras (CNSs), ademas de estar presente en aproximadamente
29,000 locaciones del genoma de Arabidopsis (Freeling et al., 2007; Freeling
et al., 2009). Estos ultimos autores, analizaron 14,944 CNSs de Arabidopsis 'y
demostraron que muchos motivos de unién a FT conocidos, tales como la
caja G, estan sobrerepresentados en estas regiones. Es por tanto que aun
hoy continua siendo un reto poder distinguir elementos potenciales en cis, del

ruido genoémico de fondo, que sirvan como auténticos sitios de unién a FT.

Un estudio basado en las tecnologias recientes, tales como el high-
throughput sequencing facilitaria enormemente los esfuerzos por identificar a
los elementos reguladores en cis verdaderamente funcionales, del conjunto
de elemento potenciales. La inmunoprecipitacion de cromatina asociada con
una secuenciacion a fondo (ChlP-seq) (Mikkelsen et al., 2007; Johnson et al.,
2007) serviria en la identificacion de factores de transcripcién blancos, y
finalmente el mapeo de la localizaciéon de los nucleosomas en el genoma
completo (Shivaswamy et al., 2008), podria asociar la organizacion de la

cromatina con la actividad transcripcional del promotor de NaStEP.

7.5 Elementos de regulacion en cis implicados en la expresiéon
especifica de estigma y estilo del promotor del gen SLG, identificados

en la regiéon 1.4 Kb rio arriba del gen NaStEP.

En Brassica, el gen de la glicoproteina del Locus S, SLG, se expresa
unicamente en los 6rganos reproductivos de la flor, el pistilo y las anteras. En
plantas transgénicas de Brassica y Nicotiana el promotor de este gen es

activo en células del estigma y en el tejido de transmision del estilo y el
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ovario, ademas de que en la primera, la actividad de este promotor es
evidente en el tapete, un tejido esporofitico de la antera y en las microsporas
(Sato et al., 1991; Thorsness et al., 1991).

Dzelzkalns et al. (1993) establecieron a los elementos minimos de expresion
en el promotor del gen SLGy3, mediante la transformacion en N. tabacum con
versiones truncadas del promotor y fusionados al gen reportero GUS. De esta
manera, se demostro que el promotor SLGy3 posee una organizacién modular
que consiste de elementos separados, que de manera independiente
especifican la expresiéon tanto en el polen como en el pistilo. EI médulo
minimo necesario para conferir especificidad en la expresion del estilo y
estigma del gen SLGy3 , posee una longitud de 196 pb ubicado entre los
nucleodtidos -339 y -143. Esta regidén de 196 pb, delimita la expresion en el
tejido de transmision a lo largo del estilo, en la zona de secrecion del estigma
y en las células papilares. Dos dominios distintos, pero funcionalmente
redundantes, delimitan la expresion en el polen (-415 a -291 y -117 a +8).
Ademas de que un elemento silenciador en cis actua sobre el dominio

ubicado a -117, regulando negativamente la expresion en el polen.

Durante el mismo trabajo ademas de la secuencia promotora del gen SLGy3,
se reportaron dos secuencias mas correspondientes al promotor de distintos
alelos de este gen, SLG, de B. oleracea y SLGg de B. Campestres, asi como
también a la region promotora del gen SLR;. El gen SLR, (S Locus Related
gene) es un miembro de la familia de los genes S que no esta ligado al Locus
S y que es expresado de manera similar al gen SLG (Lalonde et al., 1989;
Trick and Flavell, 1989; Hackett et al., 1992). Al ser alineadas estas cuatro
regiones promotoras, SLGy3, SLG,, SLGg y SLR4, se observé un alto grado
de identidad entre ellas, con la presencia de 5 elementos de secuencias
altamente conservados. Estas 5 cajas 6 elementos de secuencias con alta
identidad, poseen la siguientes secuencias consenso: caja |,
GACNAATGATA, caja Il, GTTTGT, caja Ill, TGANTTAATCG, caja IV,
TGAAAAAGTCATNGA y caja V, ATTTTNCTTGTCTGCT.

Tres de los elementos de las 5 secuencias conservadas, caja |, Il y lll, se

encuentran ubicadas dentro de la secuencia de 196 pb del dominio de
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especificidad de estigma y estilo. Las cajas IV y V no son necesarias para la
expresion en el pistilo; sin embargo, se propone a estas dos ultimas cajas
como moduladores de la expresion, 6 bien como a elementos de actuacion
en cis cuya funcion pudiera estar relacionada a las de un promotor minimo.
No obstante, la caja V se encuentra presente dentro del dominio del promotor
a -117, por lo que este elemento podria jugar un papel en la direccion de la

expresion especifica del polen (Dzelzkalns et al., 1993).

El gen NaStEP, al igual que SLG, se encuentra fuertemente regulado y cuya
expresion es especifica del estigma, por lo que se decidié comparar a la
secuencia de los dominios funcionales del promotor del gen SLGy3; con la
secuencia 1.4 Kb rio arriba del gen NaStEP, la cual es altamente probable de
ser la region promotora de este gen. Sin embargo, no se observaron regiones
con un alto grado de identidad entre ambas secuencias. Este resultado es
congruente con la literatura, que sugiere que debido a la naturaleza modular
que caracteriza y define a la secuencia de un promotor, no se presentan
grandes regiones de identidad entre las secuencias de los promotores de los
genes SLGys, SLGy, SLGs y SLRy, y las secuencias de los promotores
reportados de otros genes que son expresados especificamente en el pistilo

6 en el polen (Dzelzkalns et al., 1993).

No obstante, la busqueda de los elementos de secuencias altamente
conservados ¢ cajas, dentro de la secuencia 1.4 Kb rio arriba de la regién
codificadora del gen NaStEP fue exitosa. Ademas de buscarse a estas cajas
dentro de la posible secuencia promotora del gen NaStEP, el analisis se
extendié a las secuencias promotoras de los alelos SRK> y SRKs . El gen
SRK (S receptor kinase) fue identificado en B. Oleracea por Stein et al.
(1991), siendo el segundo gen ligado al locus S descubierto después del gen
SLG. El transcripto de SRK es expresado principalmente en el tejido
estigmatico, donde sus niveles de expresion son extremadamente bajos
relativos a los niveles de SLG (Stein et al., 1991; Glavin et al., 1994,
Watanabe et al., 1994; Delorme et al., 1995). Debido a que los genes SLG,
SLR, SRK'y NaStEP comparten un patrén similar de expresién, el hallazgo de
secuencias conservadas en las regiones reguladoras de estos genes, como

la caja |, Il y lll, primeramente identificados en las regiones promotoras de los
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genes SLG y SLR, sugiere fuertemente que estas secuencias podrian
tratarse de elementos reguladores en cis implicados en la expresidn

especifica del estigma y del estilo.
7.6 Clonacion del gen NaStEP fusionado a su promotor potencial

En el entendimiento de manera mas integral del mecanismo bioquimico y
celular a través del cual NaStEP participa en el rechazo del polen en N. alata,
es preciso conocer el mecanismo mediante el cual ésta proteina se
transporta desde el estigma al tubo polinico. Una manera de enfrentar el
problema, es construyendo plantas transgénicas de Nicotiana que expresen a
NaStEP fusionada a una proteina fluorescente, la cual nos permita
monitorear in vivo su transporte a los tubos polinicos. Sin embargo, debido a
que el patrén de expresion de este gen en el estigma de especies
incompatibles es altamente especifico, se requiri6 primeramente de la
clonacion del gen NaStEP junto a su secuencia promotora; con el propésito
de llevar a cabo en el futuro un estudio in vivo de esta proteina bajo

condiciones reales de su expresion.

7.7 Generacion de un vector binario de expresion para evaluar a la
secuencia 1.4 Kb rio arriba de la region codificadora del gen NaStEP,

como regién reguladora de la expresion.

Mediante el analisis bioinformatico, se pudo establecer la presencia de
elementos propios a una region promotora en la secuencia, de longitud de 1.4
Kb, rio arriba de la region codificadora del gen NaStEP. Ademas, de hallarse
distintas secuencias las cuales podrian tratarse de elementos reguladores en

cis implicados en la expresion especifica del estigma y del estilo.

Sin embargo, aun queda pendiente realizar el analisis funcional de ésta
secuencia con la finalidad de comprobar in vivo su actividad como una regién
promotora. Por lo cual, se llevé a cabo la clonacidén de este fragmento de
ADN en el vector binario de expresion, pBGWFS7. Lo que permitira, que a
través de la generacion de plantas transgénicas de Nicotiana, se evalue a la
secuencia promotora potencial del gen NaStEP, mediante la expresion de la

proteina verde fluorescente.
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8. PERSPECTIVAS

8.1 Interaccion del promotor de el gen NaStEP con sus distintos

factores de transcripcion (FTs).

Claramente, la descripcion de la secuencia del promotor de NaStEP no es el
punto final de la historia; un conocimiento preciso de sus interacciones con
los reguladores transcripcionales, es también necesario. Un procedimiento
actualmente usado en la investigacion de interacciones entre proteinas vy
ADN es la inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) (Johnson et al., 2007);
asi mismo, técnicas de inmunoprecipitacion altamente sensibles estan siendo
desarrolladas en muchos organismos tales como las levaduras (Valouev et
al., 2008), los mamiferos (Nal et al., 2001; Buck et al., 2004) y las plantas
(Misson et al., 2005; Schaffer et al., 2000). Ademas, de que estudios
recientes han demostrado la posibilidad de describir el mecanismo a través
del cual los diferentes factores de transcripcién (FTs) eligen de manera

especifica a sus sitios de union (Pan et al., 2009).

Se ha descubierto también, que las tasas de degradacion de estos FTs y de
la RNA polimerasa, por ejemplo, mediante estudios combinados entre el ciclo
de transcripcién de la polimerasa con el mapeo de FT en el genoma
completo, son factores que actuan como pasos reguladores claves en la

control de la expresion genética (Priest et al., 2009).

¢ Quiénes son los FTs que se unen a las secuencias reguladoras del gen
NaStEP? ;Como es que estos distintos FTs reconocen y se unen a estas
secuencias de manera especifica? ;Como es que los distintos estados
celulares regulan las tasas de degradacion de estos factores, modulando asi
finalmente la expresion de este gen?. Son todas preguntas que aun quedan
por contestar. En la medida en que podamos responder a éstas, seremos
capaces de integrar el conocimiento sobre la estructura del promotor de
NaStEP y los diferentes sitios de union a FTs presentes en ésta, con el
mecanismo final a través del cual se efectua la regulacion fina de la expresion

de este gen.
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8.2 El estudio de la regulacién de la expresion genética de NaStEP,

mas alla de la regulacién en cis

Ademas de la regulacion en cis, la cual juega un papel fundamental en el
control de la expresidn genética, existen varios pasos mas que controlan la
regulacion de la expresion, ademas de numerosos y complejos puntos de
retroalimentacion. Por ejemplo, poco se conoce acerca de la regulacién de la
accesibilidad de los genes para la transcripcion causada por las

modificaciones en el estado de condensacion de la cromatina.

Los cambios transitorios observados en el patron de expresidén de genes que
no dependen de la variacion genética, pueden deberse a efectos de la
epigenética. La epigenética se define como la herencia de variaciones
fenotipicas causada por factores distintos a la variacion en la secuencia de
ADN, por ejemplo la metilacién del ADN (Waddington, 1957). Las secuencias
reguladoras son el blanco perfecto de este mecanismos, en la manera en que
estas controlan a la expresién genética y a las redes reguladoras. Sabiendo
que la actividad de los complejos de transcripcion depende de las estructuras
secundarias y terciarias de la doble cadena de ADN y de la cromatina, el
estudio de los mecanismos finos de regulacién en cis dependera en gran
parte de la investigacién paralela de los procesos epigenéticos (Zhu y Thiele,
1996; Liu y Stein, 1997; Shapiro et al., 2004). Sélo asi, mediante el
entendimiento integral de los efectos epigenéticos sobre la regulacién en cis,
es que se alcanzara finalmente un conocimiento amplio de cémo es que la
regulacion de la expresion genética, conduce a patrones de expresion

altamente especificos como el del gen NaStEP.

8.3 El alcance evolutivo de las modificaciones en el control de la

expresion genética.

Estudios evolutivos recientes, aplicando las nuevas tecnologias de
secuenciacion y las poderosas herramientas bioinformaticas, indican
claramente que la evolucion esta principalmente conducida por cambios en el
complejo mecanismo de regulacién genética y no unicamente por los

polimorfismos presentes en las secuencias codificadores de las proteinas
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(Carroll, 2005; Wray, 2003; Wagner and Lynch, 2010). Ademas, la mayoria,
sino todos los estudios de las secuencias promotoras se enfocan en los
mecanismos que gobiernan sus funciones, sin atender las fuerzas evolutivas

que pudieron haber determinado su estructura y funcion a lo largo del tiempo.

Asi, el enfoque primordial de un estudio a escala fina sobre evolucion
genotipica y fenotipica del sistema de incompatibilidad en las plantas, debera
estar basado en un futuro sobre el estudio de las redes reguladoras en cis y
no unicamente en la presencia 6 ausencia de genes 6 mutaciones en la
region codificadora. Por ejemplo, se podria empezar por entender cuales son
las mutaciones a nivel de la secuencia promotora del gen NaStEP, que
llevaron a éste, a expresarse unicamente en las especies de Nicotiana

autoincompatibles.

66



9. CONCLUSIONES

» La secuencia de 1.4 Kb rio arriba de la region codificadora del gen
NaStEP, posee varios elementos propios a los de un promotor, lo
que sugiere fuertemente que en esta zona podria ubicarse la region

reguladora de este gen.

» La secuencia promotora potencial de NaStEP, posee elementos
reguladores en cis, implicados en la expresion especifica del

estigma.
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Apéndice
Tabla 1. Preparaciéon del medio de cultivo LB.

LB liquido LB sélido

Reactivo
Extracto de levadura 50g 50¢g
Peptona/Triptona/Caseina hidrolizadat 10.0g 10.0g
NaCl 5g >g
H20 X ml X ml
Agar . 15g
TOTAL * 1000 ml 1000 ml

*Autoclavear el medio por 20 min a 1.2 kg/cm?

1 Cualquiera de estos reactivos puede ser usado como fuente de nitrégeno

Tabla 2. Preparacion de los antibiéticos.

Antibidticos* Solucion stock  Concentracion de trabajo  Disolvente
Ampicilina 100 mg/ml 100-300 mg/1 H20
Espectinomicina 100 mg/ml 100 mg/1 H20
Cloranfenicol 50 iyl 25 mg/l Etanol
Kanamicina 100 mg/ml 90 mg/1 H20

*Una vez preparados, los antibiéticos son esterilizados por filtracién (0.22 um) y
adicionados a losmedios de cultivo a temperaturas por debajo de los 450 oC.

Tabla 3. Preparacion de los suplementos de los medios de cultivo.

Suplemento Concentracion de trabajo Disolvente
XGAL B0 il N-N dimetil formamida
IPTG 0.5 mM H20
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