X
= 55%‘ % UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

“CLONACION Y SOBRE-EXPRESION DE LAS PROTEINAS
RECOMBINANTES NAPEP II (A, BY C) EN ESCHERICHIA COLI, Y
DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE INHIBIDOR DE PECTIN-
METIL ESTERASA”

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:
GUSTAVO ROBLES ORDONEZ

D.F. 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Profesor: Felipe Cruz Garcia

VOCAL.: Profesor: Carmen Adriana Mendoza Rodriguez
SECRETARIO: Profesor: Martha Patricia Coello Coutifio

ler. SUPLENTE: Profesor: Perla Deyanira Maldonado Jiménez
2° SUPLENTE:  Profesor: Tzvetanka Dimitrova Dinkova

El presente trabajo se desarrolld en el Laboratorio 104 del Departamento de
Bioguimica del Conjunto E de la Facultad de Quimica de la Universidad
Nacional Autonoma de México, bajo la direccion del Dr. Felipe Cruz
Garcia y con el apoyo de los proyectos

> CONACYT. Numero de proyecto: 81968
> DGAPA. Numero de proyecto: IN-210312

ASESOR DEL TEMA: Dr. Felipe Cruz Garcia

FIRMA

SUSTENTANTE: Gustavo Robles Ordonez

FIRMA



INDICE

Pagina
INAICE GENEFAl  .iiiiiiireeiiiiirerress s rrr s e rrnna e rrernnnas I
INAICE dE FIQUIAS wuuuurriiiiiiiiirrrrrssssssssssssssssssseemeessssssssssssssssns IV
INAICE @ TADIAS .ievvrerrrnrresrensressenssensrassrnssassenssnssenssensrnnsensss VI
RESUMEN  tiiiiiiiciseesassnsssnnssassssnnssanssssssssnsssnnssssssnnnssnnnnnnnunnnns VIII
1, INtroOdUCCION. . tiierrieerrrnenrrsansrsanssssnsssssnssssnnsssnnsssnnnssnnnnns 1
2. MarCO tEOFICO. . iiierrrenrrrannrrsnnsssansrssnnsssnnsssannsssnnsssnnnennnns 4
2.1. Genética de la Autoincompatibilidad................... 5
2.1.1 AIE en BrasSiCacCeaC....uierrrrrreernnnnnssssssnsnnnnsnnnnnns 7
2.1.2 AIG en Papaveraceae......ccvuerrsmrsmssanssnnsnnnsnnnss 8
2.1.3 AIG en Solanaceae.....cccvvvrrrsrssrsnnnnnnnnsssssnsnnnns 10
Genes MOodificCadoresS. . .uuiiieeerrrrsssssssssssnnnnnnnnnnnes 13
Modelo de compartamentalizacon..........ccccvevuvneees 17
Modelo de degradacion..........ccocirrereinirrarennsnrases 17
INGPEP II......covuvuuuussnssssssssssssssssssnnnnnnnnnsnsssssssssssnnnnnnnnnnns 19
C I 0 ] o ) 1= o o T 27
3.1 Objetivo general.........cccvimmimmieriernarsssasssssasssnssnsnas 27
3.2 Objetivos particulares..........vcvervmnirnnninssrsarsanes 27
4. HIpOtesSiS....ciiriiiiiiiiirrsss s sasasasasasasasasasasasasasasass 27
5. Materiales y métodos.......c.ciimimimimimiiinnnnn 28
5.1 Sintesis quimica de los isogenes
NaPEP IIA, By C...covvirinsinsnssnsssssss s s snnsnnsnnns 28
5.2 Identificacion de la proteina madura.................. 28
5.3 Diseio de oligos para amplificar los isogenes
NaPEP IIA, By C...covvririnrinsnssssssssssssn s snnsnnsnnns 29
5.4 Transformacion de las construcciones
PUCS57:NaQPEP II en E. COli.cccennniiiiiinnnnnnnnnnnnnnnnss 29
5.5 Confirmacion de las clonas transformadas con
PUCS7:NQPEP Il.......covoccirriinnnnessmsnnnssssssnnnnssnnnnnns 30
5.6 Clonacion de los isogenes NaPEPIIA,ByC
en el vector pGEM-T-EasSy.....ccicrvriernnmmansnsnnnnnes 31

5.7 Clonacion de NaPEP II A, By C en el vector
PGEX-4T-2. . ciiictiiiiimmss s s sssnssasssanssanssnnsns 36



5.8 Sobreexpresion de las proteinas de fusion

GST:NaPEP II (A, B Y C)rvvvrrrrrirssssssssssssssssssssnsnnes 40
5.9 Purificacion de lasproteinas de fusion y GST...... 42
5.10 Purificacion de la proteina NaPEP II nativa................ 43
5.11 Purificacion del IPME de KiWi...c.ccoiivrrmimirrnnssserasanes 44
5.12 Determinacion de la actividad de IPME “Ensayo de
difusion en gel y tincion con rojo de RUténio”........cerveuenrnns 45
6. Resultados.......cciviimimi s s s s na s nnas 48
6.1 Identificacion de la proteina madura.........cccvuvuiee 48
6.2 Transformacion de las construcciones
PUCS57:NaPEP II en E. COli.ccuvcriieriininrinnrinnrinnsnnnsns 50
6.3 Clonacion de los isogenes NaPEPII A, By C
en el vector pGEM-T-EaSy....cccccvimmimmiemneriansansannnnns 51
6.4 Clonacion de NaPEP II A, By C en el vector
PGEX-4T-2. . iiciiinermrsncnmmssssmsssssssansssansssanssssnnsssnnnnnns 52
6.5 Sobreexpresion de las proteinas de fusion
GST:NaPEP II (A, B Y C)rrrvvriiiiiiiiissssssssssssssssssnsnns 55
6.6 Purificacion de lasproteinas de fusion
VK 1= [ 60
6.7 Purificacion de la proteinaNaPEP II nativa......... 63
6.8 Purificacion del IPME de KiWi...c.cocvcvmimimiminnennnnnnnes 65
6.9 Determinacion de la actividad de IPME “Ensayo de
Difusion en gel y tincion con rojo de Ruténio”..... 67
7. DIiSCUSION....iiiiieriiierra s s s s nsasa s ssnsasassnnnsasasnnnns 78
7.1 Funcion de los IPME.......c.cccicvimiverrnnmcessssnnesnsasnss 79
7.2 NaPEP II como posible gen modificador.............. 82
7.3 Participacion de NaPEP IIen la Al de N. alata..... 83
8. ConcluSioNes.....ccivitiiti i i s s 85
9. PerspectiVas.....ccvarririnrsrsassassassasssnssnssassassnssassanssnssnnss 86
10. Bibliografia......c.cociiimiimiiiisisin 87
11. ApendiCe....ciicriiriii i 93
A. Transformacion de células competentes deE. coli... 93
B. Purificacion de DNA plasmidiCO..........cccvevveverarararanas 93
C. Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa........ 94
D. Ligacion de las secuencias NaPEP II...............cccuuus. 95
E. Transformacion de células E. coli."DH5qa"............. 95
F. Secuencia nucleotidica de GST..........c.ccvevernrarararaans 96



G. Electroforesis (SDS-PAGE)........c.ccicvvrierinnnnnninsnnsnss 96
H. Western BIOt............ccucviiivmnisinsiss i s s snnsnns 98
I. Cuantificacion de proteina total por Bradford......... 99
J. Purificacion por "Batch”(Glutation-Agarosa).......... 99
K. Ensayo difusion en gel y tincion con rojo de rutenio..... 100

L. Alineamiento a nivel de nucleodtidos de las secuencias
NaPEP II clonadas vs. cDNA de NaPEP II y GST.... 101
M. Ensayo de efecto de la cantidad de proteina sobre la
actividad de IPME...............cocvvsvmsvmsmssssassmssssnssnsnsnas 104
N. Soluciones y MmediosS........cosersrssrssrssrssessnssnssnssnssnnnans 105



INDICE DE FIGURAS

Pagina
Figura 1. Modelos de rechazo del polen S-especifico.................... 18
Figura 2: Modelo modificado de Goldraij........ccccoceeeiviiieeiiiiieccineee, 19
Figura 3. Pedigree de la poblacion 11613 de N. alata................... 22

Figura 4. Alineamiento de los cDNAs correspondientes a las clases
A, BY Cde NGAPEP IL........ouoeeeeeeeeeeee ettt 24

Figura 5. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de

NaPEP IIA, NaPEP IIB y NaPEP IIC.........cccccoomvivniennnnene 25
Figura 6. Esquema del vector pGEM-T-EasSy.......ccccccevvvveeiiieeecnnnnnn. 34
Figura 7. Mapa del vector pGEX-4T-2.....cccccciiiiiiiiiee e 38
Figura 8. Estructura quimica de la glutation-agarosa................... . 42

Figura 9. Estructura de las ramificaciones de acido galacturdnico
presentes en la pectina.......ccoco e . 45
Figura 10. Graficas de prediccidn de la secuencia del péptido

Y= 1= | S . 49
Figura 11. PCR de colonia a transformantes de PUC57:NaPEP II.... 50
Figura 12. Ensayo de restriccién a transformantes pGEM:NaPEP II
(A, B Y C) oottt e ettt e e n et n ettt e s . 52
Figura 13. Ensayo de restriccidén de transformantes de pGEX:NaPEP
IT (A, B Y C) ettt e et et s e s et es et et s es s e e ereees . 53
Figura 14. Ensayo de restriccién con Bam HI y Notl....................... 54
Figura 15. Geles de poliacrilamida tefidos con azul de Coomassie e
inmunodeteccién por Western blot de la sobreexpresiéon

de las proteinas de fusion NGaPEP IT A,B Y C...ccoveeevreeveeeceeceeeeeeens 57



Pagina
Figura 16. Geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie e
inmunodeteccién por Western blot de la sobreexpresién

de las proteinas de fusion NaPEP II A,B y C (fase soluble e
INSOIUDIE) e s e e e e e e e sanraee s . 58

Figura 17. Gel de poliacrilamida tenido con azul de Coomassie e
inmunodeteccién por Western blot del ensayo de

optimizacién de condiciones de induccion..........ccoceeeveeeeeceecieennnn, . 59
Figura 18. Geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie e
inmunodeteccidon por Western blot del monitoreo de la

purificacidon de las proteinas recombinantes y la GST.................... 62
Figura 19. Geles de poliacrilamida tefidos con azul de Coomassie e
inmunodeteccidon por Western blot del monitoreo de la

purificacidon parcial de NaPEP II de estilos de N. alata.................... 64
Figura 20. Analisis electroforético por SDS-PAGE y Western blot de

las fracciones posiblemtente enriquecidas con NaPEP II de estilos de
IN. @IAEQ ..o 64

Figura 21. Geles de poliacrilamida tenidos con azul de Coomassie

de las fracciones con posible actividad de IPME ........................ 66
Figura 22. Estandarizacion del ensayo de actividad de de IPME. 68
Figura 23. Ensayo de actividad de IPME de la NaPEP II proveniente

de estilos de N. @lata@.......ccccooiciii i e 70
Figura 24. Ensayo de actividad de IPME de GST::NaPEP II (A, By C)
Y GST SOl@. s 71

Figura 25. Ensayo de actividad de IPME respecto a la cantidad de
(o] o] w11 1= TSRS 75-77



Vi

INDICE DE TABLAS

Pagina
Tabla 1. Reactivos y concentraciones usados para llevar a cabo la
reaccion de amplifiCacion.........cceoeeiciece e 30
Tabla 2. Condiciones de PCR para la amplificacion de los iségenes
NGPEPII A, B Y Cauoeeeeeeeeeee ettt st nne e 31
Tabla 3. Reactivos y concentraciones usados para amplificar los
150genNeS NAPEPIT A, B Y Ceeeeeeeeeee ettt . 32

Tabla 4. Condiciones de PCR para la amplificacion de los isogenes

INGPEPII A, B Y Ceeeeeeee ettt ettt ettt 32
Tabla 5. Ensayo de restriccion con BamHI y NotI...........ccccecueeee. 35
Tabla 6. Ensayo de restriccion con BamHI.........cccocovviivicicceecieens 36

Tabla 7. Ensayo de restriccion con BamHI y Notl
(VeCtor PGEX=4T=2) .ottt 37
Tabla 8. Ligacion entre el vector pGEX-4T-2 y NaPEP II

Tabla 9. Ensayo de restriccion con BamHI y Notl

(PGEX:INGPEP IT A, B O C) oot . 39
Tabla 10. Optimizacidon de las condiciones de induccién de las
proteinas recombinantes GST::NaPEP II (A, By C).....cceuveuuennee. . 41
Tabla 11. Mezclas realizadas para la estandarizacién del ensayo de
“difusién en gel y tincidn con rojo de rutenio”........cccccceeurenennee.. . 46

Tabla 12. Mezclas realizadas para la determinacion de la actividad
AE IPME..... . et . 47
Tabla 13. Relaciones de cantidad de proteina-Resina hidratada a

(UL [ 2= | TR RPRRTRRRRRT . 60



ViI
Pagina

Tabla 14. Cantidades de proteina usadas en el ensayo de actividad

A IPME... .. oo a e 73
Tabla 15. Preparacion de gel separador (SDS-PAGE)..................... 97
Tabla 16. Preparacion de gel apilador (SDS-PAGE)..........ccccccuu....... 97

Tabla 17. Preparacion de curva patrén y muestras para

cuantificacion de proteina por Bradford...........cccccoceeveeieeiciecece. . 99



Vil

RESUMEN

Las angiospermas representan el grupo mas importante de las
plantas vasculares, su amplia distribucién y su dominancia sobre
cualquier otro grupo vegetal radica en gran medida en su estructura
sexual reproductiva, la flor. El éxito reproductivo en las angiospermas
se debe en gran parte a la evolucion de varios mecanismos que
limitan y previenen la autofecundacion. Uno de ellos es la
autoincompatibilidad (AI), la cual permite al pistilo reconocer vy
rechazar el polen propio o aquel genéticamente muy cercano. La Al
esta controlada por un solo locus multialélico (locus S), que en el
caso de las Solanaceas codifica para una S-RNasa que se expresa en
la parte estilar y para la proteina SLF, que se expresa en el grano de
polen. Aunque se sabe que la especificidad del rechazo del polen
depende de la interaccién especifica del haplotipo entre la S-RNasa y
SLF; también se requiere de los productos de otros genes (genes
modificadores), los cuales son genes fundamentales para llevar a
cabo la respuesta de autoincompatibilidad, éstos no son codificados
en el locus S y se expresan tanto en el polen como en el pistilo. Hasta
ahora se han identificado 3 GM en Nicotiana alata: HT-B, 120 K y
NaStEP. A pesar de la identificacion de estos, aun es confuso el
mecanismo exacto por el cual se da el rechazo del polen propio o

genéticamente relacionado.

Evidencia genética proveniente del anadlisis de una poblacion
recombinante sugieren la presencia de otros genes modificadores
desconocidos, por tal motivo se realizd el escrutinio de bibliotecas de
cDNA de estilos y estigmas maduros de N. alata autocompatibles
(AC) y AI, donde se identific6 una familia de genes denominada
NaPEP II (proteina II expresada en el pistilo de Nicotiana alata), con

un alto potencial de ser un gen modificador.



IX

Las secuencias correspondientes a los isogenes NaPEP II tienen
similitud con inhibidores de pectin-metilesterasa (IPME), por lo cual
se decidié probar si los productos proteicos de estos isogenes
presentan in vitro la actividad predicha. Para tal fin se clonaron y
sobreexpresaron en E. coli los tres isogenes. Las proteinas
recombinantes resultantes fueron purificadas usando cromatografia
de afinidad y finalmente se probd su actividad de IPME usando el

ensayo de “difusidén en gel y tincidn con rojo de ruténio”.

Paralelamente se purificé parcialmente la proteina NaPEP II a partir
de estilos de Nicotiana alata ScioScio, mediante el uso de
cromatografia de intercambio idnico, también se evalu6 su actividad
de IPME.

Mediante estos ensayos se determind que las proteinas NaPEP II con
y sin modificaciones post-traduccionales, no presentan una actividad
de IPME, lo cual demostré que esta actividad no es con la que los

isogenes NaPEP II participan en el sistema de Al de N. alata.



1. INTRODUCCION
La autoincompatibilidad es un sistema genético-bioquimico encargado
de evitar la auto-fecundacién en angiospermas, este sistema esta
controlado por un solo locus multialélico denominado locus-S en un
gran numero de especies. En especies como Nicotiana que pertenece
a la familia Solanaceae, el locus-S codifica para dos proteinas, una de
ellas es la S-RNasa que se expresa en el pistilo y corresponde a la
determinante femenina de la incompatibilidad y la otra que es la
determinante masculina, codifica para SLF que es una proteina
expresada en el polen y constituye el determinante masculino en la

incompatibilidad.

La interaccion S-alelo especifica que existe entre estas dos
determinantes da como resultado el fenotipo del rechazo del polen.
Para que la respuesta de incompatibilidad se lleve a cabo, es
necesaria la presencia de los productos proteicos de otros genes no
codificados en el locus-S. Estos genes son denominados genes
modificadores (GM) y a la fecha se han identificado tres en Nicotiana
alata (HT-B, 120 K y NaStEP). La identificacién de estos genes brinda
un paso mas hacia el entendimiento integral del mecanismo por el
cual se lleva a cabo el rechazo del polen propio o genéticamente

relacionado en algunas especies de Solanaceae.

La evidencia genética encontrada en el analisis de una poblacidon
recombinante sugiere la presencia de otros GM en N. alata. Para la
identificacion de candidatos a GM se realizd un escrutinio en el cual
se evaluaron bibliotecas de cDNA de estilos y estigmas maduros de N.
alata autocompatibles (AC) y autoincompatibles (AI). El resultado de
este trabajo arrojé una familia de genes denominada NaPEP II con
una alta probabilidad de ser GM's, esta familia se compone de 3
miembros NaPEP II A, NaPEP II B y NaPEP II C.



Las secuencias de estos tres miembros de NaPEP II poseen un alto
porcentaje de identidad a nivel de DNA: Ay B- 98.2%, Ay C-94.3%,
B y C- 94.2%. Sus proteinas correspondientes contienen una regién
rica en asparagina hacia el extremo carboxilo y muestran semejanza
en los aminoacidos 36 al 182 con inhibidores de pectin-metilesterasa
(IPME). NaPEP II se expresa solamente en los estilos y estigmas
maduros de especies AC y Al y su expresidon se incrementa durante la
maduracion del pistilo. Se sabe que NaPEP II es secretada la matriz
extracelular del tejido de transmision. Como los tubos polinicos se
elongan a través de esta matriz, los factores secretados incluyendo a

NaPEP II, resultan necesarios en las interacciones polen-pistilo.

La similitud de NaPEP II con inhibidores de pectin-metilesterasa
(IPME) es de alrededor del 30%.

Para comprobar si NaPEP II posee una actividad de inhibidor de
pectin-metilesterasa se realizé la clonacion de los tres miembros de la
familia en un el vector de sobreexpresién pGEX 4T-2. Una vez
clonados los isogenes se indujo la sobrexpresion de las proteinas

recombinantes en Escherichia coli BL21 CodonPlus-RIL. Las proteinas

se produjeron como fusiones con GST (Glutatién S-transferasa) y se
purificaron mediante cromatografia de afinidad usando la resina
glutatién-agarosa. Paralelamente, se llevd a cabo la purificacion
parcial de la proteina NaPEP II nativa a partir de estilos de Nicotiana

alata Sci0Sc10 mediante cromatografia de intercambio idnico.

Con la finalidad de determinar si la NaPEP II de estilos de N. alata y
las recombinantes presentaban actividad de inhibidor de PME se
realizaron ensayos usando el método de “difusién en gel y tincién con
rojo de rutenio” (Downie et al., 1998), donde el colorante se une a

los grupos carboxilo libres producidos por la actividad de la PME.



Luego de realizar los ensayos se logré determinar que tanto la NaPEP
IT de estilos de N. alata como las proteinas recombinantes no poseen
la actividad de inhibidor de pectin-metilesterasa. Esto permitio

identificar que NaPEP II no posee la actividad predicha.



2. MARCO TEORICO
La amplia dominancia de las angiospermas sobre otros grupos
vegetales radica principalmente en su sistema sexual reproductivo, el
cual estad representado por la flor. Las flores contienen dentro de su
estructura a los 6rganos reproductivos masculino (estambres) y
femenino (pistilo). La polinizacién ocurre cuando se da la interaccién
del gametofito masculino (polen) y el pistilo de manera tal, que el
reconocimiento permita la germinacion del polen y el crecimiento de
los tubos polinicos a través de la matriz extracelular del tejido de

transmision del estilo hacia el ovario.

En una flor bisexual los o6rganos sexuales se encuentran muy
proximos. La cercania entre ellos favorece que el polen se deposite en
el estigma de la misma flor provocando que la variabilidad genética
de la especie se vea disminuida si la autopolinizacidn ocurriese
(Hernandez et al., 2009).Por este motivo, las plantas con flores han
desarrollado varios mecanismos genéticos-bioquimicos para evitar la
autofecundacion. Uno de los primeros eventos durante el
reconocimiento del polen se encuentra determinado por la capacidad
que tiene la planta receptora a nivel del pistilo. El pistilo juega un
papel importante, ya que ademas de recibir al polen en la superficie
de su estigma, permitir su germinacién, hidratacion, nutricion y
conduccion de los tubos polinicos al ovario. También sintetiza factores
que ayudan a reconocer y discriminar el polen producido por la
misma planta de aquel que proviene de individuos genéticamente

relacionados y de otras especies (McClure y Frankling-Tong, 2006).

Varias especies con flores hermafroditas, desarrollaron adaptaciones
morfoldgicas como la separacion espacial del pistilo y los estambres
(hercogamia), y fisioldgicas como la maduracién diferencial de los
organos reproductivos (dicogamia), estos mecanismos promueven la
polinizacién cruzada y evitan el flujo génico a través del polen entre

los padres con algunos individuos de la progenie.



2.1 Genética de la autoincompatibilidad (AI)

Las angiospermas presentan diferentes estrategias reproductivas que
tienen su efecto en el mantenimiento de la diversidad genética. La
reproduccion sexual genera combinaciones nuevas de genes y alelos
utilizando mecanismos como la cruza entre plantas, la meiosis y la
fusion de gametos; estas combinaciones suceden siempre y cuando
no se presenten eventos que las reduzcan (p.ej. cruzas
interespecificas). Las cruzas entre organismos poco relacionados
favorecen la diversidad genética. Muchas especies de plantas han
desarrollado mecanismos Unicos que permiten incrementar la
polinizacién cruzada denominados sistemas de autoincompatibilidad
(AI). Los sistemas de AI controlan genéticamente aquellos
mecanismos que evitan la fecundaciéon por el polen propio o polen de

plantas estrechamente relacionadas (de Nettancourt, 2001).

Los sistemas de AI se encuentran ampliamente distribuidos en las
angiospermas y se han descrito en 91 de 271 familias. Una
caracteristica exclusiva de los sistemas de Al en plantas es que se
basan en el reconocimiento de lo propio, a diferencia de lo que
sucede en el resto de los sistemas conocidos, donde lo reconocido es

lo no propio (Nasrallah, 2002).

La Al se clasifica en dos tipos: homomorfica y heteromorfica. En el
tipo homomorfico las flores de la misma especie tienen el mismo tipo
morfoldgico mientras que en el tipo heteromdrfico, las flores
presentan dos o tres diferentes tipos morfolégicos. En la Al
heteromoérfica, la polinizacion es compatible solamente entre flores

con diferentes tipos morfologicos (de Nettancourt, 1977).

El tipo homomorfico ha sido clasificado en gametofitico y esporofitico,

dependiendo del genotipo que determine el comportamiento del polen



en la Al. Es gametofitico si estd determinado por el genotipo del
polen (determinado por su propio genoma haploide) y esporofitico si
esta determinado por el genotipo de la planta de la cual proviene el
polen (determinado por el genoma diploide de la planta). El tipo
gametofitico se presenta en mas de 60 familias de plantas con flores
y esporofitico se encuentra en 6 familias. Los dos tipos
aparentemente evolucionaron de forma independiente. El sistema de
Al gametofitico (AIG) es caracteristico de especies con polen bicelular
y estigmas humedos, mientras que el sistema de AI esporofitico
(AIE), de especies con polen tricelular y estigmas secos (Sims et al.,
1993). Hasta la fecha solamente han sido estudiadas a nivel
molecular cinco familias con AIG (Papaveraceae, Poaceae, Rosaceae,
Plantaginaceae y Solanaceae) y wuna sola familia con AIE
(Brassicaceae) [Frankling et al., 1995]. No obstante, ya han sido
iniciados estudios en los sistemas de AIE en las familias

Convolvulaceae, Asteraceae y Betulaceae (Hiscock y Mclnnis, 2003).

En el sistema de AIG los productos del alelo S (alelo que se encuentra
dentro del locus S) son expresados por el gametofito (grano de
polen) una vez que ha finalizado la meiosis de las células madre del
polen. El rechazo del polen en este sistema se presenta cuando el
alelo S que se encuentra en el polen es igual a uno de los dos alelos S
presentes en el pistilo diploide de la planta receptora. Esto provoca
que el crecimiento del tubo polinico (TP) se detenga generalmente a
nivel del estilo. En muchas familias con sistemas de AIG como:
Solanaceae, Plantaginaceae, Rosaceae y Papaveraceae, los granos de
polen germinan de manera independientemente de su haplotipo S y
producen un TP. Si la cruza es compatible porque no existe
coincidencia entre el haplotipo S del polen con alguno de los
haplotipos S del pistilo, el TP crecera a lo largo del estilo hasta llegar
al ovario. En las cruzas incompatibles, el TP sera inhibido a nivel del

estilo y no lograra alcanzar el ovario (Chen et al., 2010).



En Brassicaceae la Al parece funcionar mediante un sistema en el
cual las proteinas responsables de la AI son depositadas por el
tapetum en la superficie del polen que interactia con receptores en la
papila estigmatica y controlan si el polen es aceptado (Takayama y
Isogai, 2005)

Al parecer la Al se ha desarrollado de manera independiente en los
diferentes linajes de angiospermas. Se han estudiado a nivel
molecular 3 mecanismos diferentes:

1. Brassicaceae

2. Papaveraceae

3. Solanaceae, Rosaceae y Plantaginaceae.

2.1.1 AIE en Brassicaceae

En Brassicaceae el sistema de Al es esporofitico y el locus S tiene un
tamano de aproximadamente 80 a 100 kb y contiene hasta 17 genes
(Watanabe et al., 2000) de los cuales, solo existen dos genes
fuertemente ligados, altamente polimérficos y que se requieren para
el reconocimiento alelo S especifico del polen (Nasrallah, 2002).
Hasta la fecha han sido identificados mas de 30 haplotipos S en B.
rapay 50 en B. oleracea (Nou et al., 1993; Ockendon, 2000). En esta
familia el rechazo del polen propio tiene como finalidad la anulacidn
de la hidratacién del grano de polen o la detencién rapida del
crecimiento del tubo polinico en la superficie estigmatica.

El producto del locus S en Brassica correspondiente al pistilo
(determinante femenina) es conocido como SRK (receptor de cinasa
del locus S) (Stein et al., 1991). SRK es una proteina con un dominio
extracelular denominado dominio-S (se extiende en la pared celular),
un dominio transmembranal y uno intracelular de cinasa de serina

treonina. El dominio-S o dominio de receptor de SRK comparte un



98% de identidad de secuencia nucleotidica con SLG (glicoproteina
del locus S) (Stein et al., 1991; Watanabe et al., 2003). Debido a
contiene regiones hipervariables, se sugiere que el dominio S es el
responsable de la S especificidad (Hiscock et al., 2003).

Tanto SRK como SLG se producen predominantemente en las células
papilares del estigma, las cuales estan en contacto directo con el
polen (Nasrallah, 1993; Nasrallah, 1997; Takayama e Isogai, 2005).

En el polen (determinante masculina), la especificidad de la Al estd
determinada por un gen que codifica para una proteina del locus S
rica en cisteinas (SCR) (Schopfer et al., 1999), también designado
como SP11 (proteina 11 del locus S) (Shiba et al., 2001; Takayama
et al 2001). El gen SCR/SP11 codifica para una proteina de secrecion
basica de bajo peso molecular (6kDa) con 8 residuos de cisteina que
forman cuatro puentes disulfuro (Schopfer et al., 1999; Shiba et al.,
2001). Su expresidn se detecta especificamente en las células del
tapetum de la antera y menormente en microsporas. La proteina
SP11 se secreta desde las células del tapetum hacia la superficie del

polen, localizandose en la exina de éstos (Iwano et al., 2003).

2.1.2 AIG en Papaveraceae

Papaver rhoeas es la especie mas estudiada de este género y el
control genético bajo el que se encuentra es gametofitico. La reaccion
de rechazo del polen ocurre en la superficie estigmatica del pistilo y
no en el estilo (Franklin-Tong et al., 1992). A diferencia de los
sistemas de AIG que dependen de S-RNasas, en esta familia no se
requiere ningln componente pistilar adicional no ligado al locus S
(McClure and Franklin-Tong, 2006).

Los productos del alelo S del pistilo (determinante femenina) en

Papaver rhoeas son secretados por el estigma. Debido a que estas



proteinas son pequefas (&15 kDa) y no tienen ninguna homologia
con proteinas de funcion conocida (Foote et al., 1994), estas se
denominaron proteinas prsS (Papaver rhoeas stigma S determinant).
Algunas de estas proteinas se encuentran modificadas por N
glicosilacién (Franklin-Tong and Franklin, 2003; McCubbin and Kao,
2000). Las proteinas prsS son altamente polimoérficas y comparten
entre un 51.3% y un 63.7% de identidad de secuencia aminoacidica.
Se ha reportado que en condiciones in vitro, proteinas S
recombinantes producidas en E. coli inhiben la germinacion del polen
de una manera S alelo especifica, con estas evidencias se concluy6
que las proteinas prsS son las Unicas determinantes femeninas
(Franklin-Tong, 2008; Poulter etal., 2011).

Con respecto a la determinante masculina (prpS) se predice que se
trata de un receptor que interacciona con la determinante femenina
(prsS) de una manera S alelo especifica. El analisis de la secuencia
de la determinante masculina predice que se trata de una proteina
sumamente hidrofdbica que contiene algunos cruces
transmembranales. Ademds existe evidencia experimental que
corrobora que prpS es una proteina transmembranal que se localiza

en la membrana plasmatica del tubo polinico (Wheeler et al., 2010).

En este sistema, el reconocimiento S alelo especifico entre prsS vy
prpS causa un rapido incremento en el calcio intracelular [Ca®*]i, y un
influjo de Ca®* extracelular en el tubo polinico que provoca en una
primera instancia la disipacién del gradiente apical de [Ca’']i y
posteriormente se desencadena la inhibicién del crecimiento del tubo
polinico en pocos minutos (McClure and Franklin-Tong, 2006). Los
cambios en la [Ca?']i generan varios eventos relacionados con la
reaccion de AI, entre ellos se encuentran la despolimerizacidon del
citoesqueleto de actina, la cual se ha asociado a la muerte celular

programada (PCD) que en el contexto de la Al corresponde a una de
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las estrategias mediante las cuales se puede destruir el polen no
deseado (Takayama et al., 2005).

2.1.3 AIG en Solanaceae

La respuesta de Al en esta familia es el principal sistema de rechazo
del polen propio en las angiospermas. En Solandaceas la respuesta de
Al se caracteriza por que tanto los granos de polen compatibles como
los incompatibles son hidratados y tienen una germinacion normal.
Sin embargo, aquellos tubos polinicos incompatibles seran inhibidos a
nivel del tercer segmento superior del estilo. El locus S codifica y
expresa tanto la determinante femenina (S-RNasa) como a la
masculina (SLF). La interaccidn S especifica determina si una cruza

es compatible o incompatible (McClure et al., 2006).

Los productos 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 se encuentran en el estilo y tienen un caracter basico, son
glicoproteinas dex30 kDa con un punto isoeléctrico en el rango de pH
de 7.6 a 9.5, que se secretan hacia la matriz extracelular del tejido
de transmision del estilo. 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). Se cree que la actividad citotéxica afecta el crecimiento de los
tubos polinicos incompatibles interfiriendo con los patrones de
expresion genética del polen (McClure and Franklin-Tong, 2006).
Cuando las SRNasas pierden su actividad, no se observa degradacion
del RNA y por lo tanto las plantas no presentan el fenotipo de rechazo

del polen (Huang et al., 1994). Los resultados anteriores evidencian
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gue las S-RNasas son las determinantes genéticas de rechazo del

polen S alelo especifico.

Mas de 30 S-RNasas de 7 especies de solanaceas han sido
reportadas; las secuencias de cDNA correspondientes a estas
proteinas predicen la presencia de un péptido senal, el cual se pierde
en la proteina madura. Esto corresponde con la localizacion de las S-
RNasas en el espacio extracelular del tejido de transmision del estilo
(Cornish et al., 1987). Las secuencias de las diferentes SRNasas son
divergentes, ya que al compararlas entre ellas a nivel de aminoacidos
se presenta una variacion de entre un 38% y un 98%. Este nivel de
variacién es el esperado para los productos del alelo S (Clark and
Kao, 1991).

Las S-RNasas poseen dos regiones, designadas como HVa y HVb, que
exhiben un alto grado de diversidad de secuencias, estos dominios se
encuentran formados por “loops” con una carga positiva, seguidos de
una a-helice y una pequefa region con carga negativa. Estas dos
regiones hipervariables son las mas hidrofilicas de estas proteinas,
incrementando la posibilidad de que éstas puedan estar involucradas

en interacciones con los productos del alelo S del polen.

A pesar de toda la diversidad de secuencias de las S-RNasas, cinco
regiones se encuentran altamente conservadas y se designan C1-C5
(Iorger et al., 1991). Las regiones conservadas C1, C4 y C5 contienen
la mayoria de los aminoacidos hidrofdbicos lo que hace pensar que
estan involucradas en la estructura principal de las S-RNasas. Las
regiones conservadas C2 y C3 comparten un alto grado de similitud
de secuencias con las correspondientes regiones de la RNasa T2 y de
otras RNasas (McClure et al., 1989; Green, 1994). Entre los
aminoacidos conservados entre las S RNasas y otras RNasas se

encuentran dos histidinas, una en la regién C3 y otra en la regiéon C2.
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Respecto a la RNasa T2, estas dos histidinas son requeridas para la
actividad de ribonucleasa (Woodward et al., 1989). Todas las
proteinas S estudiadas son glicoproteinas con N-glicanos asociados,
pero se ha demostrado que los glicanos no son requeridos para la
funcion de las S-RNasas, por lo que la determinante de la
especificidad S alelo especificase encuentra en la secuencia

aminoacidica.

SLF es la determinante masculina de locus S en los sistemas de
autoincompatibilidad que se basan en S-RNasa. SLF es un gen de
aproximadamente 1.4 kb, el cual se expresa en la antera y en los
granos de polen. Codifica para una proteina que contiene un dominio
con una caja F en su extremo amino terminal (Sijacic et al., 2004;
Takayama et al., 2005; Zhang et al., 2009).

La mayoria de las proteinas con caja F, se encuentran involucradas
en la degradaciéon mediada por ubiquitina y el proteosoma 25S.
Usualmente estas proteinas sirven como adaptador que une a
proteinas sustrato especifico al complejo SCF E3 ligasa de ubiquitina,
por tal motivo se asume que SLF pudiese estar participando en un
complejo SCF y ubiquitinar a la S-RNasa para su degradacién (Zhang
et al., 2009).

Con base en experimentos in vitro y doble hibrido en levaduras se
encontré que las interacciones fisicas entre la S-RNasa vy la
determinante femenina con un S haplotipo diferente son mas fuertes
gue las interacciones entre la S-RNasa y SLF con el mismo haplotipo.
También se identificaron 3 regiones especificas de SLF (FD 1-3) [Hua
et al., 2006]. Los resultados de estos ensayos sugieren que el
dominio FD2 es suficiente para que exista una union de alta afinidad
con la S-RNasa, FD1 y FD3 podrian conferir la especificidad ya que

contienen una de las dos regiones variables de SLF (Hua et al., 2006
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Zhang et al., 2009). Mediante el analisis de una biblioteca de cDNA
de polen se encontré la interaccién de SLF con un homologo de SKP1
denominado SSK1 (SLF-interacting SKPI like 1), esta interaccidn
sugiere que SSK1 funciona como un adaptador entre SLF y una
proteina tipo CUL-1, por lo cual el complejo hipotético SCF formado
pudiese ser el responsable de la ubiquitinacién de las S-RNAsas
(Zhang et al., 2009).

SLF pudiese estar mediando la degradacion de las S-RNasas via
ubiquitinacion y proteosoma 25S de manera dependiente del grado
de afinidad de la interaccién SLF-S-RNAsa (Hua et al., 2006 Zhang et
al., 2009).

Se ha reportado en Petunia inflata |la existencia de varios genes tipo
SLF que se encuentran ligados al locus S y cada una de estas
variantes interactla con una SRNasa de un diferente haplotipo S
(Kubo et al., 2010).

Estos datos llevaron a la propuesta del modelo de colaboracion de
SLF, el cual plantea que todas las isoformas de SLF podrian funcionar
como la determinante masculina dependiendo de la interaccidon con

un haplotipo S de S-RNasa.

Genes Modificadores

Aunque se sabe que la especificidad en el rechazo del polen depende
de la interaccion S haplotipo especifica entre SLF y la S-RNasa, son
necesarios para el rechazo del polen los productos de otros genes que
no se encuentran codificados en el locus S, estos son denominados
genes modificadores (GM) y son esenciales en la respuesta de

incompatibilidad en varias de las especies con sistemas basados en
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S-RNasa (Takayama et al., 2005; Goldraij et al., 2006). Los genes

modificadores se clasifican en 3 grupos:

GRUPO 1: Se integra por aquellos factores que afectan directamente
la expresidon de los genes que determinan la especificidad de la

reaccion.

GRUPO 2: Se compone por aquellos factores que interactian genética
o bioguimicamente con las determinantes de la especificidad sin
afectar su expresidon, es decir, estos factores solo se requieren

especificamente para el rechazo del polen.

GRUPO 3: Se forma de genes que participan tanto en la respuesta de
incompatibilidad como en procesos generales durante la polinizacidon

e interaccion polen-pistilo.

Hasta ahora se han identificado 3 genes modificadores que
pertenecen al grupo 2: 120K (Hancock et al., 2005), HT-B (McClure
et al., 1999) y NaStEP (Busot et al., 2008; Jiménez-Duran et al.,
2013)

120K es un gen modificador que codifica para una glicoproteina de
120 KDa, se encuentra de manera abundante en la matriz
extracelular (ME). Experimentos de pérdida de funcién mediante el
uso de un RNA interferente (RNAIi) que silencia a 120K mostraron que
los hibridos transgénicos producto de la <cruza entre N.
plumbaginifolia (compatible) x N. alata (incompatible) resultaron
incapaces de rechazar el polen con el mismo haplotipo S del pistilo
que recibe el polen; esto es evidencia suficiente para designar a 120K

como un gen modificador estilar (Hancock et al., 2005).

NaStEP (N. alata Stigma Expressed Protein) es una proteina
perteneciente a la familia de inhibidores de proteasas tipo Kunitz,
pertenece también a la familia de inhibidores de tripsina (STI) y tiene

actividad de inhibidor de proteasas (Jiménez-Duran et al., 2013). Su



15

presencia fue detectada a partir de un escrutinio de bibliotecas de
cDNA de plantas AC Y AIL. NaStEP se expresa abundantemente en
estigmas maduros de especies incompatibles de Nicotiana y no se

expresa en plantas autocompatibles (AC) [Busot et al., 2008].

NaStEP se libera de las vacuolas células estigmaticas hacia el
exudado estigmatico (Busot et al., 2008), una vez ahi interactia con
los tubos polinicos introduciéndose a ellos sin importar su haplotipo S
(Jiménez-Duran et al., 2013). Mediante experimentos en plantas
transgénicas de Nicotiana donde fue silenciado NaStEP, se demostré
que se pierde la capacidad del reconocimiento y rechazo del polen
con el mismo haplotipo S; lo que indica de manera contundente que
NaStEP es un gen modificador estigmatico esencial en la Al en

Nicotiana (Jiménez-Duran et al., 2013).

HT-B codifica para una proteina de 101 aminoacidos con una region
rica en residuos de asparagina y acido aspartico en el extremo
carboxilo. Después de la asparagina 24 se predice un corte de péptido
sefial, por lo que la proteina madura correspondiente a HT-B tiene un
peso de 8.6 kDa, posee un punto isoeléctrico de 3.76. La expresion
de este gen en antisentido en plantas transgénicas produjo cambios
en el fenotipo de polinizacion siendo los hibridos incapaces de
rechazar su propio polen. De esta forma quedé demostrada su
implicacién en el rechazo alelo S especifico del polen (McClure et al.,
1999). El trascrito de este gen se expresa fuertemente en estilos de
plantas Al de N. alata, pero no se detecta en estilos de N.
plumbaginifolia (AC). Recientemente se hallo otra evidencia del papel
del producto de HT-B en Lycopersicon esculentum (ahora Solanum
lycopersicon), una especie autocompatible (AC) que no expresa
ninguna S-RNasa. En Lycopersicon esculentum se reportaron dos
copias del gen HT, LeHT-A y LeHT-B, los cuales presentan mutaciones

puntuales. Una mutacion en la regién codificante del gen LeHT-A
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provoca un corrimiento del marco de lectura, mientras que en el gen
LeHT-B la mutacidon genera un codon de término prematuro. Estos
hallazgos llevaron a la conclusion de que la pérdida de la Al en L.
esculentum se asocia con las mutaciones en los genes HT. Sin
embargo, hasta ahora no se sabe como participa HT-B en la via
bioguimica del rechazo del polen. En N. alata, la proteina codificada
por este gen ingresa a los tubos polinicos en crecimiento y sus niveles
de expresion disminuyen notablemente en los tubos polinicos AC
(Goldraij et al., 2006).

En la Figura 1 se muestran los dos modelos utilizados para explicar el
sistema de SI basado en S-RNasa. EL modelo de degradacién de S-
RNasa (izquierda) y el modelo de compartimentacion (a la derecha).
Ambos modelos implican la degradacion de RNA de polen después de
la polinizacion incompatible, lo que conduce a una inhibicién general
de la sintesis de proteinas del polen necesarias para el crecimiento
del tubo polinico. Esta inhibicion solo es clara en el modelo de
compartamentalizacion, el cual hace hincapié en los mecanismos
homeostaticos que mantienen la integridad endomembranosa vy
facilitan la degradacién de HT-B en el pistilo. Cabe destacar que los
mecanismos mediante los cuales se explica la evasiéon de la
citotoxicidad de la S-RNasa por parte del polen compatible son

diferentes en ambos modelos.
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Modelo de compartamentalizacion

Fue propuesto por Goldraij et al. (2006) y se refiere a que tanto en
cruzas compatibles como en incompatibles de Nicotiana, las R-Nasas
entran desde la matriz extracelular del tejido de transmision del estilo
hacia el tubo polinico mediante un mecanismos de endocitosis junto a
120K independientemente de su haplotipo S (se obvia que HT-B entra
en conjunto con estas proteinas, aunque no se ha probado). Se
propone que HT-B es degrada en interacciones S-inespecificas entre
las determinantes masculina y femenina por una proteina
desconocida proveniente del polen, esto en una cruza compatible; por
otro lado en una cruza incompatible la especificidad del complejo SLF-
S-RNasa promueve la estabilizacidon ya sea directa o indirectamente
de HT-B, lo que desencadena que la membrana vacuolar donde se
encuentran las S-RNasas sea degradada y estas se liberen al
citoplasma del TP para ejercer su accidén citotéxica deteniendo el

crecimiento del tubo polinico.

En una visidn mas extensa sobre el mecanismo mediante el cual HT-B
se mantiene estable, es posible introducir a NaStEP como un gen
modificador que gracias a su actividad de inhibidor de proteasas tipo
Kunitz, pudiese estar ejerciendo esta actividad sobre una proteasa
hipotética que tenga como funcidn la degradacion de HT-B;
permitiendo asi la ruptura de las vacuolas y finalmente la detencién
del crecimiento del tubo polinico debido al efecto citotdoxico de las S-

RNasas. Estas interacciones se ejemplifican en la figura 2.

Modelo de degradacion

Este modelo estd disefnado a partir de la capacidad de SLF de

participar en la via de degradacidon de proteinas mediante el
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proteosoma 26S, ya que SLF podria formar parte de un complejo SCF
(Moon et al., 2004).

Principalmente el modelo sefala que la interaccion entre haplotipos S
diferentes tanto de SLF como de S-RNasa es mas fuerte que la
interacciéon que se da cuando interactian las determinantes con el
mismo haplotipo S; lo que significa que en cruzas en las cuales exista
una interaccién entre las determinantes masculino y femenino de
diferente haplotipo S, dichas interacciones seran lo suficientemente
estables para llevar a cabo la ubiquitinacion y degradacién de las S-

RNasas permitiendo el crecimiento del tubo polinico hacia el ovario.

S-RNase Degradation Model Compartmentalization Model
Compatible

OSRN‘ ANA =3Oy

rroteins

o=

Figura 1. Modelos de rechazo delpolenS-especifico( McClure et al,. 2011). (Izquierda) Modelo de degradacién de S-
RNasas. En una cruza compatible la colaboracidn por parte de distintas SLF’'s genera complejos SLF-S-RNasas
estables, estos son ubiquitinados y degradados via el proteosoma 26S. En una cruza incompatible, las SLF’s y R-
Nasas forman complejos inestables que permiten que las S-RNasas escapen de la ubiquitinacion y degradacion y asi
poder ejercer su efecto citotoxico. (Derecha) Modelo de compartamentalizacién. En una cruza compatible las S-
RNasas son absorbidas por endocitosis y almacenadas en vacuolas, debido a que la interaccién entre SLF y S-RNasa
es S haplotipo inespecifica, HT-B es degradada y las S-RNasas se mantienen contenidas en las vacuolas permitiendo
el crecimiento del tubo polinico. En una cruza incompatible la interaccién haplotipo Sespecifica entre SLF y S-RNasa
provoca la estabilizacién de HT-B y finalmente la liberacién de las S-RNasas contenidas en las vacuolas para ejercer
su efecto citotoxico y detener el crecimiento del TP.
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Figura 2: Modelo modificado de Goldraij et al (2006). (Arriba) cruza compatible. Se muestra la entrada de los
factores (HT-B, 120K y NaStEP) mediante endocitosis, su almacenamiento en vacuola. La degradacion de HT-B
mantiene la estabilidad vacuolar y evita la liberacion de S-RNasas. (Abajo) cruza incompatible. A diferencia de la
cruza compatible, HT-B no es degradada (situacion que puede ser mediada por NaStEP) y finalmente se liberan las S-
RNasas para desencadenar la actividad citotoxica y detener el crecimiento del TP.

NaPEP 11

Una fuerte evidencia de la presencia de mas genes modificadores se
presentd en una poblacidon recombinante de plantas de N. alata que
segrega con subpoblaciones que aceptan o rechazan el polen propio

(figura 3).

Esta poblacion (11613) se generd a partir de la cruza de una planta
mutante de N. alata (acepta su propio polen a pesar de sintetizar
niveles normales de la Saz- Y la Scip-RNasa, de HT-B y 120K) con una
planta Al de N. alata Si05S10s. El analisis del fenotipo de polinizacién
de la progenie (generacion 2) indicd que todas las plantas fueron
capaces de rechazar su propio polen, sugiriendo que el defecto en la
mutante era recesivo. Para obtener una poblacién segregante, una
planta heterdciga de la segunda generaciéon (5279-1, con alelos
Sa2Si105) fue retrocruzada con la mutante original y la poblacion

obtenida fue designada 4936 (generacion 3). El fenotipo de
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reconocimiento del polen en esta poblacidon se evalué probando su
capacidad para producir semillas obteniéndose 22 plantas AC y 58 Al.
La proporcion fenotipica segregante de 3:1 indicd que dos factores
recesivos con funciones redundantes estaban controlando el fenotipo
de las plantas AC. Como la AI requiere tanto de la funcion de la parte
estilar como de la funciéon del polen, una fraccion de la poblacién
4936 fue probada en su capacidad para aceptar polen de las plantas
homaocigas para los alelos Saz, Scioy Si05de N. alata.

Los homodcigos S fueron elegidos por representar los tres alelos
segregantes en la poblacién y para determinar defectos en la parte
estilar de las plantas AC. En plantas normales, se esperaria un
fenotipo normal de rechazo de polen cuando se emplease polen de
dos de los tres homodcigos S. Los resultados obtenidos indicaron que
las plantas son defectuosas en la parte estilar ya que aceptaron los
tres tipos de polen.

Las autopolinizaciones realizadas con las plantas AC de la poblacién
4936 y las cruzas reciprocas entre ellas, produjeron descendientes AC
lo que sugiere que todas las plantas AC tienen el mismo genotipo y
gue la mutacidon en las plantas defectuosas ademas de ser recesiva,
fue heredada de manera estable. Con el objetivo de hacer mas
homogéneos los entornos genéticos de poblacidon recombinante, una
planta AC de la tercera generacion (4936-177) fue cruzada con el

homocigo Al S;05510s.

La poblacion obtenida producto de la cruza fue denominada 11611
(cuarta generacion). Todos los individuos de esta generacidn
recuperaron la capacidad de rechazar el polen propio confirmandose
de esta forma la naturaleza recesiva del fenotipo AC. La cruza entre
una planta Al de la cuarta generacion (11611-23) con una AC de la
poblacién 4936 (4936-177) permitid6 obtener otro estimado del
nimero de loci involucrados en el fenotipo AC y homogenizar aun

mas los genomas de los individuos que la conforman. Esta quinta
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generaciéon de cruzas genéticas cuyas principales diferencias
genéticas estan relacionadas con la Al, segregé tanto con plantas AC
como AI. La proporcién fenotipica segregante de esta poblacién

denominada 11613 fue de 3:1, es decir 3 plantas Al por cada una AC.

Se propuso que dos genes con funciones redundantes controlan el
rechazo del polen alelo S especifico en las plantas Al. En la poblacién
11613 tanto las plantas AC como las Al expresan niveles normales de
las S-RNasas. Sin embargo, estas proteinas no inhiben el crecimiento
de los tubos polinicos producto de la autopolinizacién en las plantas
AC.

La poblacion 11613 permitié plantear la hipotesis de que las plantas
Al expresan genes modificadores que estan ausentes o no son
funcionales en las plantas AC. La evidencia genética sugiere que la
via bioquimica de rechazo del polen en N. alata involucra a otros

genes modificadores a demas de los ya descritos.
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Generacion 1
102-118 (84,56, » AC) X S105 S105 (AI)

. 100 % Al
Generacion 2 : retrocruza

5279-15,,5,,5 (AL X 102-118 (8,4.5¢,0 , AC)

Generacion 3
Poblacion 4936: 75 % Al y 25 % AC

4936-177 (S4.Sc10) » AC) X 8,05, (AD)

d

11613-23 S,,,S,,5 (AI) X 4936-177 : retrocruza

Generacion 5

Poblacion 11613: 75 % Al y 25 % AC

Generacion 4

Figura 3. Pedigree de la poblacién 11613 de N. alata(Busot, G. 2009). Se muestran las cruzas y retrocruzas
realizadas con los porcentajes fenotipicos segregantes.

Para clonar los genes modificadores que se encontraban involucrados
en el fenotipo de las plantas de la poblacion 11613, se usaron
estrategias encaminadas hacia la deteccién de cambios en la
expresion de genes a nivel de mRNA entre estilos de las plantas Al y
AC de la poblacién 11613. Las técnicas empleadas para abordar este
objetivo fueron las del cDNA-AFLP (amplificacién de fragmentos

polimérficos) y la de SSH (hibridacién supresiva sustractiva).

En los experimentos de cDNA-AFLP, el cDNA de plantas AC y Al fue
utilizado para realizar un mapeo exhaustivo empleando 400

combinaciones de iniciadores; se aislaron alrededor 37 cDNAs con un
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alto potencial a ser candidatos a genes de expresion diferencial entre
plantas AC y AI. Mediante ensayos tipo Northern se determind que

ninguno de ellos estaba ligado al fenotipo de Al.

De forma similar y mediante el uso de la SSH, la generacién de dos
bibliotecas sustraidas de cDNA donde se suponia estuvieran
enriquecidos los transcritos expresados diferencialmente en las
plantas AI, no arrojé ningun resultado que permitiera vincular la

expresion de genes con el fenotipo de rechazo del polen.

Teniendo en cuenta estos resultados, y asumiendo que tal vez el
defecto de la poblacion 11613 se debia a una mutacién puntual en los
genes modificadores que permitia que éstos se expresaran tanto en
plantas AC como en plantas AI, la tercera estrategia consistié en
secuenciar todos los cDNAs provenientes de bibliotecas de plantas AC
y Al una vez que éstas quedaran enriquecidas con genes
modificadores, para ello las bibliotecas fueron sustraidas para
eliminar secuencias conocidas y abundantes, se usaron varias sondas
de secuencias conocidas y abundantes (cDNA de S-RNasas, de HT-B y
de 120 K). Para recuperar los cDNAs cuyo patron de expresion
coincidiera con el de los genes requeridos para la reaccion de Al, las
bibliotecas fueron también sustraidas con mRNA de estilos de N.
plumbaginifolia (especie AC), con mRNA de botones florales
inmaduros de plantas Al de N. alata y mRNA de estilos maduros de
N. alata Al y AC; esperando con lo anterior que los cDNAs
encontrados se expresaran preferencialmente en estilos maduros de
N. alata (AI).

1152 cDNAs fueron seleccionados como candidatos a genes
modificadores y se secuenciaron. La estrategia seguida durante el
analisis de las secuencias fue buscar genes que estuviesen excluidos

de la biblioteca de plantas AC y que fuesen recuperados
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exclusivamente de la biblioteca de plantas AI. Se encontrd una sola
familia génica con estas caracteristicas, la cual fue denominada como
NaPEP II (proteina II expresada en el pistilo de N alata), esta familia

esta representada por 3 miembros: NaPEP II (A, By C)

La homologia entre los cDNAs completos de cada miembro a nivel de
secuencia de nucledtidos se muestra en la figura 4. Los miembros A y
B tienen 6 inserciones hacia el extremo 5°. De forma general hay 33
cambios de nucledtidos, 23 de los cuales conducen a un cambio en la
secuencia aminoacidica. La identidad de secuencia nucleotidica entre
las clases Ay B, Ay Cy By C de NaPEP II es de 98.2 %, 94.3 % y

94.2 %, respectivamente.

CIASE A  BAATTTCTITTCCICTCTITG TR AL T T A A T IO AR T T T O T TG T TIC TG I T C T T TE T ITIC TC TATATCATTCARATEE
CIASE B AATTTCTITTCCTCTCTITS TR AL T T A A T AR T TT e T TG T T T TG T T C T TTE T ITIC T TATATCATTCARAT D
CLASE C AATTTCTITTCOCTCTCTTITGT TR T TR A T AR T T T TG I CTIC T T C T T T T ITIGTCTATATCATTCARATGE
el e el e ek bk B ke el b
CILASE A TECTOCAATT TCARARC CCARR AR AR TAR TARCARTART GOCACOECAC TR TTARC AR AT TTEE TCAC RGO CAGDGACARRCCGTT TIGCAT
CIASE B T T A T T T AR A AR TR A AR TR TR R AR TA A T O R OO G R TR TTARC AR AT TR TCAC REG O TR G GAC AR R CCETTTTECAT
CIASE C T T A T T T AR AR O A TR A P AR TR TR —— ———— GO A OO G A TR TTAAC AR AT TR TCAC REE O TR G GACAA R CCETTTTECAT
T T R e ke ek B ek e el
CLASE A GRACTATCTCAARA AR T AR AT TAT G AT T A A AT AR A C T TACAC T T T TC T TGO AT TAT T AR TCAGEACGCAGACTARGET
CILA3SE B GAACTATCTCAARARGTAR TCCRARRGET TAT G AGC TACARCAT CAR AR CTT TAGAC TT TR TC T T GOCATTATTC AR TCAGERGC RIEACTARGT
CIASE C ERACTATCTCARRRGT AR T CRARRGET TAT G A TR A RCAT AR RO CTT TAGAC TT TECAC TT GO A TTATTCAGT CAGERGCRERACCRRGT
c B R R R A e O R R R R A R R A R R SR RS N R S vhbdddd bbb bl thd b d b A bbb d A bd b
CLASE A ARAL AT T T AT TCATAT T T T AR C A A RCE A BT A AR C T A G T A A TAT TRAGGC T TAT AATA AR TECARATTCTT TIGEARATGA
CLAIE B ARAL AT T TCAT TCATATT T AR C A AR CE A BT A AR C T A T A A TAT TRAGGC T TATAATAA R TCGCARL RACT A TTGEACTGA
CILASE C E.AM.P.T'E;CTL‘AI‘G!.'_'Es']:ELTI"I'I'I'l:EE:.E.E.J.‘.‘CEAM;GEM‘CI‘I.P:;ﬂsETCEETEEEEEEEET&TTE&GGCIT&TMTMTIGCEMITETETPGE&TG&
T - P —
CLASE A BT T ThE T GEA T T SR A T G A TR T A A A TR T AR A CA T O AR A R S T AT R T TA T A TR A R A CAT T T TRACC TTARGETECATC TTEA
CLAIE B G TACT oA T T AT G A T - TC AR A TAT ARG A AT AR A A G T AT T TATCGA TAC AR A AT TT TEACC TTAAGETGAATCTTGR
CLASE C T T TAC A T T A AR A A T - TC AR AR TAT ARG A AT G A A T AT TTATCGA TAC A R A CATTATEATC TTAAGETGAATCTTGR
T T T —
CILRSE A R R B R T T GEAR AT T T TR A T G TGO AR T T C AT A T CTE TAT T TR A ARG T T AR A B AR B S TETCAC TR CETRAATGEE
CIASE B R R B R T T GEAR AT T T TR A T G TGO AR T T C AT A T CTE TAT T TR A ARG T T AR A B AR B S TETCAC TR CETRAATGEE
CLASE C ARG AT TET CEAACALCC T TACA T T e AL T T AT A T CC TE TAT T T ACA RGO AR E TAA L TETCAC TGO CETAATGRE
T —
CILASE A TECAACGOCATTI TEET TeA TG TARARGCCTOCTAAR ARG TEEA T AGT A C TARR CT TETGTTCT TTATA - CECARCACAAR ARCARGAR TR ARGA
CIASE B T AR GO AT TT TR TEA T - T AR RGO T O T AR AR T A T A G A C TARA CT TG TG TTC T TTATA - G- ARCHCARR AR CARCRR TR AACH
CIASE C TR AT TT TEET T A T e T AR R G O T O T AR AR e T A T A GG e TAR - T TE T G T T T TTATA TRGE AR TACC AR AR CAA TRATET——A
e T - x
CLASE A ATTATACTAALTARCT C-AGACECACCTTGACCACTE
CILA3SE B ATTATACTAAARTARCT CrAGANGCAC-TTGACCAETG
CIASE C ATTCTACGRRATARGT C-RAGAGFGECHC -TTERCCTETS
ik IR b dhbddd b ok L& & dhkdd b IR RS

Figura 4.Alineamiento de los cDNAs correspondientes a las clases A, By C de NaPEP Il. Los codones de inicio y
término de la traduccidn se encuentran enmarcados. Los nucledtidos conservados se indican en azul y con asterisco.
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Mediante un analisis de expresidon de los transcritos en estilos de N.
alata se determind que NaPEP II es una proteina estilar/estigmatica
especifica y se traduce tanto en plantas AC como en plantas Al
Ademas, su expresion se encuentra regulada durante el desarrollo de

estos organos.

Las proteinas codificadas por las tres clases de NaPEP II (figura 5),
contienen una regidon pequena rica en asparaginas hacia el extremo N
terminal. Los polipéptidos contienen 199 residuos de aminoacidos

para la clase Ay By 197 para la clase C.
SR B E ;
FPLL K P 70
EFLLEFSELLE RACH! K ¥ \Z 658
60 70

140

140
138

rYP, 199
PVF. IAV 199
PVF 197

Figura 5. Alineamiento de las secuencias de aminodacidos de NaPEP IIA, NaPEP IIB y NaPEP IIC. Las secuencias estan
coloreadas asignandoles colores a residuos especificos. Las cajas negras debajo del alineamiento indican el grado de
consenso de las secuencias. La flecha indica el sitio potencial de ruptura del péptido sefial. Los residuos de cisteinas

conservados estan marcados con un asterisco. Los sitios potenciales de N-glicosilacion estan enmarcados.

Las identidades entre estas proteinas son de 95.5 % (NaPEP IIA y B),
89.9 % (NaPEP IIAy C) y 89.4 % (NaPEP IIB y C). NaPEP IIA, By C
son ricas en aminoacidos como alanina, lisina y leucina. Existe
también un sitio potencial de N-glicosilacién para NaPEP IIA y B

basado en el programa NetNGlyc (www.cbs.dtu.dk/services/NetGlyc).



26

Las proteinas maduras de NaPEP IIA, B y C tienen puntos
isoeléctricos (plIs) altos (9.31, 9.31 y 9.07, respectivamente). Las
proteinas maduras tienen cuatro cisteinas que podrian formar dos
puentes disulfuro relacionados con la estabilizacién de la estructura
tridimensional de las proteinas y que ademdas se sabe que se
encuentran conservados en inhibidores de pectin-metilesterasa

(IPME) de kiwi (Actinidia deliciosa) y Arabidopsis thaliana.

Para encontrar homodlogos distantes, se realizaron busquedas por
dominios con el programa Pfam (Bateman etal., 2002),
encontrandose que NaPEP II (aminoacidos 36 al 182) tiene homologia
con inhibidores de pectin-metilesterasa (IPME) [score 27.3 y E=5.1e-
05].

Los IPMEs estan directamente relacionados a la modulacién enddgena
de la actividad de las metilesterasas de pectina (PMEs) durante el
desarrollo y el crecimiento de las plantas. Los IPMEs inhiben a las
PMEs de origen vegetal formando complejos estequiométricos 1:1
mediante uniones no covalentes (Mattei et al., 2002; Di Matteoet al.,
2005). En el caso de la Al en Nicotiana, la presencia de un inhibidor
de PME podria estar relacionada con el crecimiento y la extension de

la pared celular del tubo polinico.

La informacién anterior hace pensar que las proteinas de familia
NaPEP II pudiesen estar relacionadas con la Al en Nicotiana mediante
una posible actividad de IPME. Por tal motivo se decidido evaluar
mediante este trabajo si las proteinas de la familia NaPEP II

presentan la actividad de IPME predicha.
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3. OBJETIVOS
» 3.1 Objetivo general
Determinar la actividad de inhibidor de pectin-metilesterasa de las
proteinas recombinantes GST::NaPEP II (A, B y C), asi como de la

proteina NaPEP II proveniente de estilos de N alata.

» 3.2 Objetivos particulares

a) Clonar, sobre-expresar y purificar las proteinas recombinantes
GST::NaPEP II (A, By C) en Escherichia coli.

b) Purificar la proteina NaPEP II a partir de estilos de Nicotiana

alata SClOSC1O-

c) Determinar la actividad de inhibidor de pectin-metilesterasa
(IPME) de las proteinas recombinantes GST::NaPEP II (A, By
C), asi como de la proteina NaPEP II presente en estilos de N.

alata.

4. HIPOTESIS
El ¢cDNA de NaPEP II tiene similitud con Inhibidores de pectin-
metilesterasa, por lo que se espera que su producto proteico sea

capaz de inhibir la actividad de pectin-metilesterasa.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 SINTESIS QUIMICA DE LOS ISOGENES NaPEPII A, By C

Previo a este trabajo, se llevd a cabo la identificacion del cDNA
correspondiente a los 3 isogenes identificados como NaPEP II A,
NaPEP II B y NaPEP II C. Con las secuencias obtenidas se pidi6 a la
compafia GenScript que sintetizara de manera quimica los 3
isogenes. Junto con el DNA enviado por la compafia, se anexaron
certificados de pureza y la secuenciacion de cada isogen para avalar
la calidad de la sintesis realizada. Los genes se nos enviaron clonados

en el vector pUC57.

La sintesis de los isogenes permitié dar inicio a este trabajo, ya que a
partir de ellos fue posible llevar a cabo la clonacidon y sobre-expresion

de las proteinas recombinantes en Escherichia coli.

5.2 IDENTIFICACION DE LA PROTEINA MADURA

Con la secuencia nucleotidica de los isogenes NaPEP II A, B y C, se
obtuvo la secuencia de aminoacidos correspondiente, utilizando el
programa SerialCloner 2.5. Con esta secuencia se determind el
nimero de aminoacidos correspondientes al péptido sefial de cada
proteina. Esta determinacién se llevd a cabo mediante el uso del
servidor SignalP 4.0 del centro para el analisis de secuencias
biolégicas (CBS) [www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-4.0/] de Ila
Universidad Técnica de Dinamarca, el cual se encuentra disponible en
la red. La prediccion de la secuencia correspondiente al péptido sefal
de cada isogen permitid clonar solo la secuencia correspondiente a la

proteina madura.
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5.3 DISENO DE OLIGOS PARA AMPLIFICAR LOS ISOGENES NaPEP II
A ByC

El disefo se llevd a cabo utilizando el programa AmplifX 1.5.4. Las

secuencias son las siguientes:

> NaPEPIImadFBamHI
5" GGATCCGCTCCAATTTCAAAACCCAACA 3°
> NaPEPIIRNotI
5" GCGGCCGCCTAGTCCAGCTTTTTAGGAGGCTT 3°
Estos oligonucledtidos fueron disefiados para llevar a cabo la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), con la finalidad de amplificar los
fragmentos correspondientes a los isogenes, ademas de adicionarle a
estos los sitios de restriccion BamHI en el extremo 5" de
“NaPEPIImadFBamHI” y Notl en el extremo 3 de “NaPEPIIRNotI”:.
Por otro lado el sitio de restriccidon BamHI presente en el vector de
expresion (pGEX 4T-2), donde fueron clonados los isogenes, permitid
conservar el marco de lectura entre el Ultimo codon del extremo
carboxilo terminal de la glutation-S-transfersa (GST) y el primero del
amino terminal de la proteina a fusionar (NaPEP II A, B 6 C en este

caso).

5.4 TRANSFORMACION DE LAS CONSTRUCCIONES pUC57:NaPEP II
A, B'y C EN CELULAS DE E.coli.

Con la finalidad de generar un numero considerable de copias de las
construcciones, se utilizdé la cepa de células quimicamente
competentes: Escherichia coli. “One Shot TOP10” de Invitrogen
(Apendice A).

1 .y . .z . . s ~
Los sitios de restriccidon presentes en las secuencias de los oligonucleétidos se encuentran sefialados en
negritas y subrayados.



30

Luego de observar los resultados del crecimiento en las placas, se
seleccionaron algunas colonias (15 aproximadamente) las cuales se
re-sembraron en placas de medio LB con Ampicilina (100ug/mL) con la

finalidad de aislarlas

5.5 CONFIRMACION DE CLONAS TRANSFORMADAS CON LA
CONSTRUCCION pUC57:NaPEP II A, BY C

La confirmacion se llevo a cabo mediante PCR como se describe en la
tabla 1.

Tabla 1. Reactivos y concentraciones usados para llevar a cabo la reaccion de amplificacidon

REACTIVO CONCENTRACION FINAL
DNA Templado Muestra de colonia
Mix KAPA 5X? 1X

Primer NaPEPIImadFBamHI (10Mm) | 0.5 uM
Primer NaPEPIIRNotI (10Mm) 0.5 uM

Volumen final de reaccidn’ 15uL

% Mix KAPA 5X: Contiene dNTP’s: ATP, GTP,CTP, TTP (Conc. Final 0.2mM); buffer A 10X ; KAPA Tag DNA
polimerasa (Conc. Final 1U); MgCL, (Conc. Final de 1.5mM). Todo se agrega de tal manera, que la mezcla
final se encuentre a una concentracién de 5X y al adicionarse a la reaccién de PCR cada reactivo se
encuentre a la concentracion requerida (Conc. Final).

*El volumen final se logra al adicionar H,O desionizada estéril.
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Tabla 2. Condiciones de PCR para la amplificacion de los isogenes NaPEPII A, By C

TEMPERATURA TIEMPO
(°C) (minutos)

> Desnaturalizacién inicial 95°C 2

> Amplificacion (30 ciclos)

* Desnaturalizacion 95°C 0.5

* Alineamiento 62°C 1

* Elongacion 72°C 1

> Elongacion final 72°C 5

Después de la amplificacion del DNA presente en las colonias
probadas, los productos fueron fraccionados electroforéticamente en
un gel de agarosa al 1% (p/v) y tefiidos con bromuro de etidio, para
comprobar mediante peso molecular que las construcciones
(pUC57:NaPEP II A, B y C) efectivamente se encontraban en las

clonas analizadas.

Una vez que se seleccionaron las clonas positivas, se sembraron en
medio LB liquido con el antibiotico adecuado y posteriormente se
purific6 el de DNA plasmidico utilizando el kit “Zyppy Plasmid
Miniprep Kit” (ZYMO RESEARCH) conforme a lo indicado en el

apéndice B.

5.6 CLONACION DE LOS ISOGENES NaPEPIT A, By C EN EL VECTOR
pGEM-T-Easy

Se realizd una reaccion de PCR utilizando los oligonucleétidos
descritos anteriormente, ademdas de un sistema enzimatico de
amplificacion de alta fidelidad (KAPA HiFi PCR Kit, KAPA
BIOSYSTEMS) que consisti6 en una Tag DNA polimerasa que

garantiza el tener un alto rendimiento, fidelidad y especificidad en los
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productos amplificados. La mezcla para llevar a cabo la reaccién de

PCR es la mostrada en la siguiente tabla:

Tabla 3. Reactivos y concentraciones usados para amplificar los isogenes NaPEPII A, By C

REACTIVO CONCENTRACION FINAL

DNA Templado X 1ng

Amortiguador KAPA HiFi Fidelity (5X) | 1X

(contiene 2.0 mM Mg?* 1X)

Primer NaPEPIImadFBamHI (10Mm) | 0.5uM

Primer NaPEPIIRNotI (10Mm) 0.5 uM

Mezcla de dNTP"s (10mM cada dNTP) | 0.3 mM cada dNTP

DNA polimerasa KAPA HiFi (1U/uL) 0.5uL

Volumen final de reaccién® 25uL

Tabla 4. Condiciones de PCR para la amplificacion de los isogenes NaPEPII A, By C

TEMPERATURA TIEMPO
(°C) (minutos)

> Desnaturalizacion inicial 95°C 2

> Amplificacién (30 ciclos)

* Desnaturalizacion 95°C 0.5

* Alineamiento 62°C 1

* Elongacion 72°C 1

> Elongacion final 72°C 5

4 . .« . . . s .
El volumen final se logra al adicionar H,0 desionizada estéril.
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Los productos amplificados fueron fraccionados en un gel de agarosa
al 1% (p/v) y tefiidos con bromuro de etidio, para escindirlos® del gel
utilizando un “corta bandas” (SIGMA-ALDRICH). Los fragmentos
digeridos fueron purificados utilizando el kit “Zymoclean Gel DNA
Recovery” (ZYMO RESEARCH).

Luego de la purificacidon, se llevd a cabo la cuantificacién de acidos
nucleicos utilizando un NanoDrop 2000 (Thermo scientific), una vez
gue se determind la concentracion de DNA de cada muestra se
tomaron 3uL de DNA de cada uno de los isogenes (NaPEP II A, NaPEP
II B, NaPEP II C), estos se fraccionaron nuevamente en un gel de
agarosa al 1% tenido con bromuro de etidio. Una vez confirmada la
presencia de los fragmentos deseados, se continué con la ligacion de
cada isogen al vector de clonacién (previamente tratado con enzimas

de restriccion) “pGEM-T Easy” (Promega) de acuerdo al apéndice D.

Posterior a la ligacion se realizé la transformacién de células

quimicamente competentes de Escherichia coli “DH5a” (Invitrogen),

como se especifica en el apéndice E.

Se seleccionaron las clonas positivas a la transformacion, donde,
aquellas de color blanco se consideraron positivas, es decir, las
colonias contenian la construccién deseada. La identificacién de
clonas positivas fue posible gracias a que el sitio de clonacion multiple
(MCS) se encuentra dentro de la secuencia del gen lac Z, el cual

codifica para la enzima pB-galactosidasa.

En adicién de IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido) se induce la
transcripcion del gen lac Z y produccién de B-galactosidasa, lo cual
provoca que se hidrolice el compuesto X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-
indolil-B-D-galactopirandsido). El producto de esta hidrolisis da como

resultado una coloracién azul. Si la ligacion del inserto deseado se

5 . . 2 . . oy . .z
Las secuencias de los iségenes obtenidas en este paso, ya les fueron insertados los sitios de restriccion
BamHI 'y Notl.
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lleva a cabo, entonces se interrumpira la secuencia del gen lac Z, no
habra una produccidon de B-galactosidasa y en consecuencia no se
presentara la coloracién azul. En la figura 6 se muestra el esquema

del vector pGEM-T-Easy.

52 EcoRI

[10 Bae6ll 55 Eoomy|

.

76 Hotl
T7 29993
=Bmrl 2861

192172 Mi3-rev
[LacZ alpha 7804. 7838] 740,198 LacO)
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Figura 6. Esquema del vector pGEM-T-Easy. La secuencia muestra el sitio de clonaciéon multiple (MCS) donde se
encuentran los diferentes sitios de restriccion. Nétese que el vector contiene un gen marcador de resistencia a
ampicilina (Amp'). Ademas, el MCS se encuentra dentro de la secuencia correspondiente al gen Lac Z.

Después de seleccionar alrededor de 50 clonas de cada isogen, se
resembraron en placas con medio LB + Amp. (100ug/mL). De las
clonas aisladas se eligieron 5 para su posterior analisis mediante PCR
(tabla 1 y 2)°. Luego de observar el gel de agarosa en el cual se
fraccionaron los productos de la amplificacion, se continué con la
siembra en medio LB liquido + Amp. (100ug/mL) de 3 clonas de cada

isogen (9 en total), las cuales presentaron el patron de bandeo

6 . . , . . .z
Reactivos y concentraciones, asi como las condiciones para llevar a cabo la reaccion de PCR.
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deseado. Posteriormente, se continué con la purificacion de DNA

plasmidico de cada una de las 9 clonas’.

Una vez obtenido el DNA correspondiente a las construcciones
pGEM:NaPEP II (A, B y C), se realizd un ensayo de restricciéon usando
las enzimas BamHI y Notl, las cuales corresponden a los sitios de
restriccion adicionados a los isogenes y que se encuentran
flanqueando dichas secuencias. Con el fin de corroborar que
efectivamente éstas se encuentran completas y también contenian los

dos sitios de restriccion adicionados.

Los ensayos de restriccidon se disefaron como se muestra en las
tablas 5y 6.

Tabla 5. Ensayo de restriccion con BamHI y Notl.

COMPONENTE Volumen (uL)

DNA de pGEM:NaPEP II (A, B 6 C) 12 (=1pg)

NE Buffer 3 (10X) 2
BSA (10X) 2
Bam HI 20,000 U/mL 2
NotI10.000 U/mL 2

Incubar a 37°C durante 2.5 h

7 Se utilizé el kit de purificacion de DNA plasmidico “Zyppy Plasmid Miniprep Kit” (ZYMO RESEARCH),
cuyo protocolo se describe en el apéndice B.
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Tabla 6. Ensayo de restriccion con BamHI.
COMPONENTE Volumen (L)

DNA de pGEM:NaPEP II (A, B 6 C) 12 (=1pg)

NE Buffer 3 (10X) 2
BSA (10X) 2
Bam HI 20,000 U/mL 1
H,O 3

Incubar a 37°C durante 2.5 h

Se comprobd mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 1%
(p/v) que los fragmentos producidos en el ensayo de restriccidon

correspondian a los 3 isogenes.

5.7 CLONACION DE NaPEP II (A, BY C) EN EL VECTOR pGEX-4T-2

Se realizd un ensayo de restriccién utilizando el volumen total
(~30uL) de DNA de pGEM:NaPEP II A, B 6 C (previamente obtenido),
para ello se utilizaron las enzimas Bam HI y Notl, los fragmentos
obtenidos correspondientes a las secuenicas NaPEP II fueron
purificados directamente del gel de agarosa usando el kit "*Zymoclean
Gel DNA Recovery” (ZYMO RESEARCH).

Paralelamente, se realizé la digestién del vector de sobreexpresién

pGEX-4T-2 (Tabla 7) para llevar a cabo la ligacidn.
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Tabla 7. Ensayo de restriccion con BamHI y Notl.

COMPONENTE Volumen (L)
DNA de pGEX-4T-2 12 (=1pg)

NE Buffer 3 (10X) 2

BSA (10X) 2

Bam HI 20,000 U/mL 2

NotI10.000 U/mL 2

Incubar a 37°C durante 2.5 h

El vector pGEX-4T-2 (figura 7) codifica la proteina glutatién-S-
transferasa (GST), la cual se une al extremo amino terminal de la
proteina a fusionar (NaPEP II A, B 6 C). Este vector esta disenado
para inducir un alto nivel de expresion intracelular del gen de interés
en E. coli, lo que a su vez genera una alta produccién de proteinas de
fusion (GST::NaPEP II, en este caso). Es de suma importancia
resaltar que el vector de sobreexpresion contiene solo un sitio de

corte para las dos enzimas de restriccidn utilizadas (Bam HI y NotlI).
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Figura 7. Mapa del vector pGEX-4T-2. La secuencia muestra el sitio de clonacién multiple, donde se encuentran los
diferentes sitios de restriccion. Notese que solo se encuentra un sitio de restriccion de las enzimas Bam HIl y Notl. A
demas el sitio de reconocimiento para la trombina se encuentra al final de la secuencia codificante para GST.

Luego de los ensayos de restriccion, se continud con la ligacién del

vector de sobreexpresién con las secuencias NaPEP II (A, B y C)

como se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Ligacion entre el vector pGEX-4T-2 y NaPEP II (A, By C).

COMPONENTE Volumen (uL)

Vector pGEX-4t-2 (Bam HI/NotI) 1 (200nQ)

DNA de NaPEP II (A, B 6 C) (Bam 3 (360NnQ)

HI/NotI)

Amortiguador ligasa T4 Promega (2X). 5

DNA Ligasa T4 (3U/uL) 1
Incubar toda la noche a
4°C
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Tomando 3uL de la reaccion de ligacién se transformaron células
quimicamente competentes (Apendice E) de E. coli “One Shot Machl
T1” (Invitrogen). Posteriormente, se aislaron alrededor de 50 clonas
positivas a la transformacion y se evaluaron mediante PCR de
colonia®. Una vez hecha la identificacion mediante electroforesis en
gel de agarosa de las clonas con el inserto deseado (pGEX:NaPEP II
A, B 6 C), se continué con la purificacion de DNA plasmidico,

conforme a lo descrito anteriormente.

Luego de obtenerse el DNA se llevé a cabo un ensayo de restriccion

con las enzimas Bam HI y NotI (tabla 9).

Tabla 9. Ensayo de restriccion con BamHI y Notl.

COMPONENTE Volumen (uL)
DNA de pGEX:NaPEP II (A, B 6 C) 7 (=750u9)
NE Buffer 3 (10X) 1
BSA (10X) 1
Bam HI 20,000 U/mL 0.5
NotI10.000 U/mL 0.5

Incubar a 37°C durante 2.5 h

Ademas de comprobar la presencia de los insertos correspondientes a
NaPEP II se secuenciaron las construcciones pGEX:NaPEP II (A, By C),
utilizando los oligos “NaPEPIImadFBamHI” y "“NaPEPIIRNotI”. Las
secuencias obtenidas con cada uno de los oligonucledtidos se
compararon entre si y con la secuencia nucleotidica correspondiente a
la proteina GST de Schistosoma japonicum (Apéndice F). Para

comprobar que la secuencia de los isogenes era la correcta y no

8 .z s ey .
La reaccion de PCR se llevd a cabo conforme a las especificaciones de las tablas 1y 2.
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contenia mutaciones, ademas de detectar si la proteina de fusion
generada (GST::NaPEP II A, B 0 C) se encontraba en marco de
lectura. Una vez que se comprobd que las secuencias estaban en
marco de lectura, se purific6 DNA plasmidico para posteriormente
transformar células de E. coli. BL21 CodonPlus-RIL (Apéndice E). Las
células BL21 estan disefadas para contener copias adicionales de
genes que codifican para los tRNA s que mas frecuentemente limitan
la traduccion de proteinas heterdlogas en E. coli: "arg U (AGA, AGG),
ile Y (AUA), leu W (CUA)". La disponibilidad de tRNA s permite un

alto nivel de expresién de muchos genes heterdlogos recombinantes.

5.8 SOBREEXPRESION DE LAS PROTEINAS DE FUSION GST::NaPEP II
(A, ByQ)

Luego de comprobar mediante PCR y ensayos de restriccion que las
células (E. coli. BL21) contenian el inserto deseado, se continud con
la sobreexpresion de las proteinas recombinantes y un control que
corresponde a la GST sola. Para ello, se llevé a cabo una primera
induccion de las células utilizando (IPTG) a una concentracion de
0.5mM. Se indujeron tres clonas de cada una de las construcciones,
estas se crecieron a 37°C en agitacion durante toda la noche para
posteriormente inducirlas durante 2h. También se realizaron controles
de no induccién. Luego del crecimiento, las células se trataron para
obtener una suspensién sin lisar en amortiguador salino de fosfatos
PBS (Apéndice M), estas bacterias se cargaron en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida (SDS-PAGE) por duplicado
(Apéndice G). Uno de los geles se tifo con azul de Coomassie y el
otro se transfirio a una membrana de polifluoruro de vinilideno
(PVDF) para realizar una inmunodeteccion de las proteinas de interés
por Western blot (Apéndice H); ademas el Western blot permitid
observar si las condiciones de induccidon funcionaron para
sobreexpresar las proteinas de interés. Este mismo experimento se

repitié para dos clonas mas de cada una de las proteinas de fusién.
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Debido a la baja abundancia de proteina detectada por Western blot,
se realizd una prueba para optimizar las condiciones de

sobreexpresion de las proteinas quiméricas (tabla 10).

Tabla 10. Optimizacion de las condiciones de induccién de las proteinas
recombinantes GST::NaPEP II (A, By C).

CONDICION 1 | CONDICION 2

TIEMPO DE INDUCCION | 2h 5h

TEMPERATURA 37°C 30°C

Las células inducidas fueron tratadas con un amortiguador de lisis
que contiene lisozima, el uso de esta enzima presente en el
amortiguador permite liberar las proteinas solubles sin dafiar su
estructura (Apendice M). Posteriormente se obtuvieron las fracciones
soluble e insoluble. Las proteinas de cada fraccion se separaron
mediante un gel SDS-PAGE. También se realizé6 un Western blot para
observar los cambios en la produccién de proteina recombinante vy

detectar su presencia en la fase soluble del lisado bacteriano.



42

5.9 PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE FUSION Y LA GST

Una vez detectada la baja eficiencia en la produccion de las proteinas
de fusidén y del control de la GST, se tomd la decisién de realizar
varios cultivos a pequefia escala debido a que los ensayos de
actividad posteriores no demandaban una cantidad abundante de
proteina. Los cultivos se indujeron a 30°C durante 5h, luego fueron
lisados y se obtuvieron solo las fracciones solubles. Después de
obtener las fracciones solubles de cada recombinante y del control, se

procedid a cuantificar la cantidad de proteina total (Apéndice I).

Después de saber cuanta proteina se tenia en las fracciones solubles,
se llevo a cabo la purificacidn mediante cromatografia de afinidad
utilizando como resina la “Glutation-Agarosa” (Sigma-Aldrich). Esta
resina contiene al glutatidon unido a la agarosa en su grupo sulfhidrilo
central mediante un brazo espaciador de 12 atomos de carbono
(figura 8).

OH

O 0 NH
D/\I/\um D\/‘l\/s \/krf 0
OH LHH

HO 0

Agarose
Bead

Immobilized Gltathione

Figura 8. Estructura quimica del glutatién y la forma en la que éste se encuentra unido a una perla de agarosa.
Notese que el brazo espaciador de 12 adtomos de carbono sirve para favorecer la unién del glutation a la glutation-S-
transferasa (GST) evitando el impedimento estérico.

La purificacion de las recombinantes y GST se realiz6é utilizando el
método de purificacion por “batch” (Apendice J), cabe destacar que la

elucion de las recombinantes se lleva a cabo usando glutatidon
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reducido (GSH). Una vez terminada la purificacion se realizaron
cuatro SDS-PAGE: tres para las recombinantes y uno para la GST
sola; en ellos se evaluaron las siguientes fracciones: proteina sin
purificar, proteina no unida a la resina, lavados de la resina y elucion
de la proteina de interés. Ademas se realizaron los Western blot que
corroboran que la proteinas eluidas en cada caso corresponden a las

recombinantes y al control de GST.

5.10 PURIFICACION PARCIAL DE LA PROTEINA NaPEP II PRESENTE
EN ESTILOS DE Nicotiana alata Sci10Scio.

Partiendo de 1.848g de estilos que fueron previamente triturados con
nitrdgeno liquido, se llevd a cabo la extraccidn de proteina total
usando un amortiguador pH 5.2 de acetato de sodio 1M, NaCl 100mM
y B-mercaptoetanol al 1% (v/v) (Apéndice M). Una vez teniendo el
tejido en el amortiguador de extraccidn se macerd utilizando un
“polytron” para hacer mas eficiente la obtenciéon de proteinas. La
solucidon con las proteinas (extracto crudo) fue pasada a través de
una resina de intercambio cationico (SP-Sepharosa), ya que NaPEP II
(nativa) tiene un punto isoeléctrico tedrico de =9. Cuando se
encuentra en un pH acido predominan en ella las cargas positivas.
Esto permite que NaPEP II y otras proteinas con una densidad
positiva se unan a la resina y puedan ser eluidas con un gradiente de
NaCl, asi es posible separar la proteina de interés de otras que tienen

una densidad de carga diferente.

Se realizd la inmunodeteccion (Apendice H) de NaPEP II en las
diferentes fracciones de la elucién por gradiente y aquellas donde se
identifico en mayor proporcion la proteina nativa fueron seleccionadas
para probarlas posteriormente en el ensayo de actividad de inhibidor

de pectin-metilesterasa (IPME).
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5.11 SELECCION DE FRACCIONES PROTEICAS CON POSIBLE
ACTIVIDAD DE IPME A PARTIR DE KIWTI (Actinidia deliciosa)

A partir de un fruto completo de Kiwi maduro se realizd un
homogenado utilizando agua (1:1 masa/volumen), éste fue
centrifugado y el sobrenadante resultante se ajusté a pH 7.5
utilizando NaOH. Posteriormente se llevd a cabo la precipitacidon
fraccionada de las proteinas usando (NH4),S0Q4, el precipitado entre el
25-70% de saturacién se resuspendié en un amortiguador pH 7.5 de
Tris/HCI 10mM y NaCl 50mM (Apendice M), la solucidon proteica se
dializ6 durante toda la noche. La solucion con las proteinas
(precipitado 25-70%) se cargd a una resina de intercambio anidnico
(Q-Sepharosa). En la literatura se reporta la presencia de un IPME en
el kiwi, éste es una glicoproteina con un punto isoeléctrico teorico
menor a 3.5. Cuando se encuentra en un pH neutro predominan en
él las cargas negativas. Lo anteriormente mencionado permite que el
IPME y otras proteinas de carga negativa presentes en el precipitado
se unan a la resina y segun lo descrito en la literatura, mediante una
elucion con un gradiente lineal de NaCl se pueden obtener fracciones

donde se encuentre el inhibidor.

Una vez que se obtuvieron las diferentes fracciones (eluciones con
150 a 400mM NaCl y las proteinas no unidas a la resina). Se
seleccionaron 2 fracciones correspondientes a la elucidn por gradiente
donde se pensd que habria presencia del inhibidor de PME reportado
en la literatura. Ademas se selecciond la fracciéon que correspondié a
las proteinas no unidas a la resina, esto, bajo la consideracién de que
el inhibidor pudo no unirse a la resina. Cabe resaltar que las
fracciones se eligieron con la finalidad de encontrar un control
positivo para la actividad de Inhibidor de PME y no de obtener el IPME

de kiwi puro.
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5.12 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE INHIBIDOR DE PECTIN-
METILESTERASA (IPME) “ENSAYO DE DIFUSION EN GEL Y TINCION
CON ROJO DE RUTENIO”

La determinacién de la actividad de IPME (Apéndice K) de las
proteinas recombinantes y NaPEP II nativa, se llevd a cabo en placas
que contienen un gel de agarosa-pectina, estas fueron perforadas de
tal manera que se pudiese colocar dentro de los pozos las mezclas
“enzima (PME)-proteina a probar”. Luego de una incubacién de 18h a
30°C, las placas se revelaron usando una solucién acuosa del

colorante Rojo de rutenio.

La presencia de actividad de PME se puede observar por la formacion
de halos de color rojo intenso alrededor de los pozos. Los halos son
producto de la reaccion catalizada por la pectin-metilesterasa quien
des-esterifica a los grupos metoxilo que se encuentran en los
residuos de acido galacturodnico (figura 9) presentes en la pectina,
esto provoca que se formen grupos carboxilo libres, los cuales atraen
electrostaticamente a los cationes hexavalentes “[(NH3)sRu"'-0-
(NH3)4Ruv-0-Ru™'(NH3)5]*®” presentes en la solucién acuosa de rojo
de rutenio. El efecto de inhibicién es observable ya que si éste ocurre,

el diametro de los halos disminuye considerablemente o simplemente

no aparece.
ACIDO GALACTURONICO
. . I_ METOXILADO
COOH COOCH, COOCH, COOH
—(: L]
Q H H (e} A 0
OH H oH H OH H 0
H OH H A H OH OH
AcCIDO

GALACTURONICO

Figura 9. Estructura de las ramificaciones de acido galacturdnico presentes en la pectina. Se muestran también los
residuos metoxilados de la molécula.
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En la tabla 11 Y 12 se sefalan las diferentes mezclas preparadas y su

respectivo papel en el ensayo de actividad.

En la tabla 11 se muestran las mezclas realizadas con la finalidad de
estandarizar las condiciones del ensayo de actividad, dentro de estas
mezclas se probaron 3 fracciones etiquetadas como: “Lavado 1,
Elucién 150mM vy Elucion 300Mm” provenientes de la seleccion de
fracciones proteicas con posible actividad de IPME, esto con la

finalidad de identificar un control positivo a la actividad de IPME.

Tabla 11. Mezclas realizadas para la estandarizaciéon del ensayo de “difusién en gel

y tincidén con rojo de rutenio”.
MEZCLA PAPEL EN EL ENSAYO

Pectin-metilesterasa (PME) Control (-) para la actividad de
Inhibidor de pectin-

metilesterasa (IPME)
PME desnaturalizada Control de la actividad de PME
(95°C/ 5 min)

PME + Lavado 1 (seleccion de fracciones | Determinacion de la actividad

proteicas con posible actividad de IPME) de IPME

PME + Elucién 150mM (seleccidn de Determinacion de la actividad
fracciones proteicas con posible actividad | de IPME
de IPME)

PME + Elucién 300mM (seleccion de Determinacion de la actividad
fracciones proteicas con posible actividad | de IPME
de IPME)

En la tabla 12 se muestran las mezclas realizadas para llevar a cabo
la determinaciéon de la actividad de IPME de las proteinas NaPEP II

recombinantes y NaPEP II de estilos de N. alata. Para ello se
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probaron 3 diferentes fracciones correspondientes a la purificacion de
la proteina nativa (Elucion con 100mM NaCl, Elucion con 150mM
NaCl, Elucidon con 200mMNaCl). La finalidad de evaluar estas
fracciones fue la de detectar si efectivamente la NaPEP II de estilos
de N. alata presentaba una actividad de IPME. Cabe destacar que se
usé para este ensayo la fraccion etiquetada como “Lavado 1”
(proveniente de la seleccion de fracciones proteicas con posible

actividad de IPME) como control positivo a la actividad de IPME.
Tabla 12. Mezclas realizadas para la determinacion de la actividad de IPME.
MEZCLA PAPEL EN EL ENSAYO

Pectin-metilesterasa (PME) Control (-) para la actividad de Inhibidor

de pectin-metilesterasa (IPME)

PME + Lavado 1 (purificacion de | Control positivo para la actividad de

IPME de kiwi) IPME
PME + ELUCION 100mM NaCl Prueba de actividad de IPME de NaPEP II
nativa

PME + ELUCION 150mM NaCl (1 | Prueba de actividad de IPME de NaPEP II
y 2)° nativa

PME + ELUCION 200mM NaCl (1 | Prueba de actividad de IPME de NaPEP II

y 2) nativa

PME + GST::NaPEPII A Prueba de actividad de IPME

PME + GST::NaPEPII B Prueba de actividad de IPME

PME + GST::NaPEPII C Prueba de actividad de IPME

PME + GST Control de ruido debido a la proteina de
fusidon

9 . . . .y .
(1y 2) Indica que se probaron dos fracciones diferentes que corresponden a la elucién con la misma
concentraciéon de NaCl.
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6. RESULTADOS

6.1 IDENTIFICACION DE LA PROTEINA MADURA

La secuencia de residuos de aminoacidos correspondientes al peptido
sefal de las proteinas NaPEP II (A, B y C) es predicha por el servidor
SignalP 4.1 mediante la comparacién de 3 diferentes bases de datos.
El resultado del analisis predijo un péptido sefial de 24 residuos de
aminoacidos y una proteina madura de 173 residuos de aminoacidos

para cada uno de los casos (figura 10 A, B, C).

Las graficas mostradas en la figura 10, corresponden a los perfiles de
hidrofobicidad de cada uno de los isogenes NaPEP II. En las graficas
se encuentra en el eje de las ordenadas una escala de “score” y en el
eje de las abscisas la posicidon de los residuos de aminoacidos de la
proteina completa. Cada grafica consta de la comparaciéon de tres
“scors” provenientes de tres diferentes predicciones; la primera de
ellas “"C-score” (linea roja) sefala el o los sitios posibles de escision
del peptido seial, solo es indicativo del sitio de corte del peptido
sefial; la segunda prediccién “S-score” (linea verde) distingue,
mediante el nivel de hidrofobicidad de los residuos de aminoacidos, al
peptido sefal de la proteina madura o proteina sin péptido sefal; la
tercer prediccion “Y-score” (linea azul) predice el sitio de corte del
peptido sefial mediante una combinacidon entre la media geométrica
del “C-score” y la pendiente del “S-score”, lo que resulta en una

prediccion mas exacta del sitio de corte.

Como se puede observar en las graficas de la figura 10, los tres
predictores coinciden en un mismo sitio (sefialado con una flecha
roja), el cual indica el sitio de corte del peptido senfal y ademas
distingue los residuos de aminoiacidos pertenecientes a la proteina

madura de los correspondientes al peptido sefnal.



49

>NaPEP II B sec
>NaPEP II A sec

SignalP=4,8 prediction (euk networks): MaPEP
SignalP-4,8 prediction {euk networks): NaPEP

C-score ——
—score —— S-score ——
C=score 1.0 o
| S-score —— |
1.8 Y-score —— ~ N
- 0.8 \
0.8 [ \

0.6

. -
e
: \l / ' |
841 \ 1 AN
\
."\/«

]

Score
Score
-
£
e \
)

—— ] Y
8,2
0.2r

i m——— s-«””””””“”””“” “”

HOKFTFQFPLLFCFLLFSLYHSNATPISKPNNNNNNNATALLNKACSRASDKPFCHNYLKSNPKYHART

HDKFTFQFPLLFCFLLFSLYHSHAAPTSKPKNNNNNNATALLNKACSR ASDKPFCHNYLKSNPKYHART

. L L L L .
L L L L L ] 10 20 30 a0 50 60 70
L] 10 28 30 40 58 60 78 Position

Position

C. >NaPEP II C sec

SignalP-4,0 prediction (euk networks): NaPEP

C-score ——
S-score ——
1.8 Y-score —— ]
\ /|
! \
0.6 ‘
|
= e
a
ot A 1L
- fAd | \
- RI \./..l"‘.
.2
UG ’HHHHW
HDKFTFl]Fl‘Ll.fCFI.LFCL'fHSllﬂllPISKI‘NNKNHRTIILLHK“DSRRSIIKPFCNN\'LKSNPI‘.UIIHNTST

L) 10 20 L) 40 50 60 70
Position

Figura 10. Graficas de prediccidn de la secuencia del péptido sefial. ~ A. “prediccién de NaPEP IIA”, B. ”prediccion
de NaPEP IIB”, C.”prediccidon de NaPEP /IC”. La flecha seiala los sitios donde se predice el termino del péptido
sefial.
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6.2 TRANSFORMACION DELAS CONSTRUCCIONES pUC57:NaPEP II A,
By C EN CELULAS DE E.coli.

Usando los oligonucledtidos “NaPEPIImadFBamHI"™NaPEPIIRNotI” se
comprobd la presencia de las secuencias correspondientes a los 3
isogenes NaPEP II.

Como se observa en la figura 11, se probaron dos clonas
correspondientes a cada construccion (NaPEP IIA, NaPEP IIA, NaPEP
IIC). Los fragmentos observados en el gel de electroforesis
corresponden al tamafo esperado de 536pb. Una vez sabido esto, se

comenzd con la clonaciéon de los 3 isogenes.

CLONAS
PUC57:NaPEP I1
PMHO CQ) C(+) —a B C

C (-) PGADTT-REC:.ci2y2i

500 ph €—NaPEPII

100 ph

Figura 11. PCR de colonia a transformantes de PUC57:NaPEP Il. De izquierda a derecha, se observa el marcador de
peso molecular, un control negativo usando (H,0), un control negativo usando la construccion PGADT7-
REC:C12Y21. El control positivo se trata de una alicuota directa de una de las construcciones envida por GenScript.
A, By C corresponden a las clonas probadas de cada isogen.
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6.3 CLONACION DE LOS ISOGENES NaPEPIT A, By C EN EL VECTOR
pGEM-T-Easy

Para introducir las secuencias de NaPEP II al vector de facil clonacion
(pGEM-T-Easy), fue necesario utilizar una DNA Taq polimerasa de alta
fidelidad que amplificara las secuencias de interés, esto asegura que
los productos generados a partir del PCR serian idénticos o con un
margen minimo de error con respecto al DNA molde. Al usar este
sistema enzimatico se evita la generacién de mutaciones que pueden

desencadenar en la generacion de una proteina no funcional.

Una vez que se realizd la amplificacidon, los productos obtenidos
fueron ligados al vector y con las construcciones obtenidas se
transformaron las células competentes de E.coli. Para probar la
presencia de los isogenes en las transformantes, se selecciond una
clona de cada construccion para obtener su DNA plasmidico y a partir
de él llevar a cabo un ensayo de restriccién (figura 12) con el que se
corrobord que las transformantes contenian la construccion deseada.
Cabe destacar que en la digestion con Bam HI se esperaba solo la
linearizacidén del vector ya que el sitio de restriccidon correspondiente

a esta enzima solo esta presente en la secuencia de NaPEP II.
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DIGESTION CON | DIGESTION CON
Bam HI Bam HI y Not I

pGEM:Na PEP 11 pGEM:Na PEP II
A B C A B C

PM

6,000 ph
3,000 ph

1,000 ph

500 pb €——NaPFEFP II

DIGESTION CONBam HI
+3,551pb

DIGESTION CONBam HI - Not I
+2,981pb
+536pb

Figura 12. Ensayo de restriccidn a transformantes pGEM:NaPEP Il (A, By C). En el extremo izquierdo se muestra el
marcador de peso molecular. Tanto en la digestién con Bam HI, como con Bam HI-Notl se usaron las mismas clonas.
En la parte inferior se muestra el tamafio esperado de los fragmentos producto de los ensayos de restriccion. El
ensayo solo con Bam HI muestra la linearizacion del vector. Ademas en la doble digestion se observa la liberacion de
los insertos correspondientes a las secuencias de NaPEP |I.

6.4 CLONACION DE NaPEP II (A, BY C) EN EL VECTOR pGEX-4T-2

Una vez digeridos los fragmentos correspondientes a NaPEP II con las
dos enzimas de restriccidon, se ligaron al vector de sobreexpresion
previamente digerido con las mismas enzimas. Una vez concluida la
ligaciéon, se transformaron las células de E.coli Machl de manera
exitosa. Para comprobar que en las transformantes se encontraban
las secuencias de los isogenes, se llevd a cabo un ensayo de
restriccion (figura 13), en el que se observa que el tamafio de los
fragmentos obtenidos en la electroforesis correspondié al de 536pb

esperado para las secuencias NaPEP II.
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pGEX:NaPEP I1

1,000 phb —_— -
- -

500 pb — &——NaPEFII

Figura 13. Ensayo de restriccion de transformantes de pGEX:NaPEP Il (A, By C). Se muestra la digestién de dos
clonas de cada construccidn. En el extremo izquierdo se encuentra el marcador de peso molecular. La flecha azul
muestra la presencia de los fragmentos correspondientes a NaPEP Il.

Para comprobar la ausencia de mutaciones en las secuencias de
NaPEP II y observar si GST y el inserto se encuentra en marco de
lectura se realizd una secuenciacién utilizando los dos oligos
disefiados. La informacion obtenida de la secuenciacidn se comparod
mediante un alineamiento a nivel de nucleétidos (Apendice L) con los
cDNA “s correspondientes a los 3 isogenes y con la secuecnia de GST

obtenida del "“Protein Data Bank” (PDB) correspondiente a

Schistosoma japonicum (No.P08515).

Como se puede apreciar mediante el cdédigo de colores de los
alineamientos, las secuencias de NaPEP II que fueron clonadas no
contienen mutaciones, ademas de que toda la secuencia nucleotidica
correspondiente a la proteina de fusion (GST::NaPEP II) se encuentra
en marco de lectura. Esto verificd que la clonacién de los isogenes fue

correcta y con ello se pudo dar paso a la transformacién de las
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células E. coli. BL21 CodonPlus-RIL encargadas de sobreexpresar las

proteinas recombinantes.

Una vez transformadas las células se realizé un ensayo de restriccidon
con las enzimas Bam HI y Notl (Figura 14) para asegurar que las
clonas positivas estaban listas para ser inducidas. En el gel de
agarosa se observan los fragmentos correspondientes a NaPEP II que
coinciden con el tamano de 536pb esperado; también se digirid al
vector pGEX-4T-2 vacio como control para la digestién. El vector
cortado con las enzimas presentd dos fragmentos uno de 4,940pb y
otro de 30pb, el fragmento mas grande coincidié con el observado en
el gel y el otro fue demasiado pequefio para observarlo en un gel de

estas caracteristicas.

PGEX:NaPEPII

pGEX-4T-2 VACIO

M A B c

6,000 pb

3,000 pb

1,000 pb

500 pb < NaPEP Il

Figura 14. Ensayo de restriccién con Bam Hl y Notl. En el extremo izquierdo se encuentra el marcador de peso
molecular. De izquierda a derecha se observa primero el vector vacio digerido y luego las muestras digeridas de
cada una de las construcciones NaPEP Il (A, By C). La flecha indica la presencia de los insertos que corresponden a
NaPEP II.
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6.5 SOBREEXPRESION DE LAS PROTEINAS DE FUSION (GST::NaPEP
II (A, By C)

Después de transformar las células encargadas de sobreexpresar a
las proteinas recombinantes, se contindo con la induccién de las
mismas utilizando IPTG como molécula que activa dicha induccién.
Primero se probd induciendo las células durante 2h a 37°C.
Transcurrido el tiempo, las células se aislaron del medio de cultivo y
se obtuvo una suspension de ellas, la cual fue cargada directamente
al gel SDS-PAGE “por duplicado” (la electroforesis duré ~1h). Se
evaluaron tres clonas de cada construccion positivas a la
transformacion. Luego, se analizaron los geles tefiidos con azul de
Coomassie y la inmunodeteccién por Western blot (figura 15A, B, C)

generados en este experimento.

En la figura 15A se muestran las primeras tres clonas seleccionadas,
tanto en el gel tenido con azul Coomassie como en el Western blot se
observa la presencia de sefales intensas correspondientes a las
clonas inducidas con IPTG (signo +), las cuales no se observan en las
clonas que no fueron inducidas con IPTG. Este patron se repite en las

senales presentes en figuras 15B y 15C.

Cabe resaltar la presencia de sefhales tenues detectadas por el
anticuerpo o-NaPEP II que se encuentran por debajo de las senales
correspondientes a las proteinas de fusidn, esto se puede observar en
el Western blot de las figuras 15A y 15C. La presencia de estas
sefiales tenues se debe a la degradaciéon que las proteinas sufrieron
durante los diferentes procesos realizados antes de su evaluacion,
esto se deduce bajo el concepto de que al descongelar las fracciones
que contienen a las proteinas se puede favorecer la activacién de

proteasas que degraden a las proteinas.



56

Los resultados del analisis muestran que las clonas que fueron
inducidas con IPTG produjeron una cantidad importante de proteina
recombinante con respecto a las células que no fueron inducidas.
Estos datos confirmaron que las proteinas se generaron de manera

adecuada respondiendo correctamente a la induccion.
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A) B)

pGEX-4T-2 VACIO

pGEX-4T-2 VACIO

GST:=:NaPEP IT GST:NaPEP IT

Al B1 1 A2 B2 c2
s + -4+ -+ -+ = - $ = = # = 4 =
0__s) 130 —

65— lll::

pGEX~T-2 VACIO

C) GST:NaPEP 11
A3 B3 c3
KDa + - + =4 = 4+ -
7M—>
b — — | GST:NaPEP I
ﬂ—)i o - - - o
s

Figura 15. Geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie (Imagen inferior) e inmunodeteccion por Western
blot (Imagen superior) producto de la induccidn de las células BL21 CodonPlus-RIL. A) Corresponde al primer
conjunto de clonas probadas. B) y C) Corresponden al segundo y tercer conjunto de clonas probadas. La flecha azul
sefiala la inmunodeteccion de las proteinas recombinantes. (-) Corresponde a los controles de no induccién para
cada clona. (+) Corresponde a las clonas que fueron inducidas.
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Una vez comprobado que la produccidn de proteina recombinante
respondié a la induccién, se realizd la lisis celular con la finalidad de
identificar si las proteinas producidas se encontraban en la fase
soluble del lisado. Para ello se realiz6 un segundo ensayo de SDS-
PAGE e inmunodeteccidn (figura 16), donde se analizaron las 9 clonas
seleccionadas previamente. Los resultados muestran que las
proteinas recombinantes si se encuentran en la fase soluble del
lisado, pero en menor proporcion que en la fase insoluble. Como un
control en la inmunodetecciéon de las proteinas recombinantes se
analizaron también las fracciones correspondientes a las células

transformadas con el vector vacio.

GST:NaPEP II
gl J A2 B2 C2

=
g
Q
@

|m pGEX-4T-2 VACIO
Py

HDs SIS I SISISIS I SIS I S I
70—
55 —)
- - - — é_GST:NnPEP"
o - — - Q.—-. "

35 —> - - - el -
25—
70 ) .-.-z- - - =
55— .= 4

'0’0’-*-','
ss—>--;"" d 24 A
25_)-- -' z

I FRACCION INSOLUBLE
S FRACCION SOLUBLE

Figura 16. Geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie (Imagen inferior) e inmunodeteccién por Western
blot (Imagen superior) de las fases soluble e insoluble producto del lisado celular. (S) Corresponde a la fraccidn
soluble obtenida de la lisis. (I) Corresponde a la fase insoluble obtenida de la lisis. En el extremo derecho de la

imagen aparecen las fracciones correspondientes a las células transformadas con el vector vacio. La
inmunodetecciodn se llevo a cabo con el anticuerpo primario a—NaPEP II.
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Con base en lo observado en el andlisis por Western blot se decidid
seleccionar las clonas identificadas como A3, B1 y C1 ya que éstas
produjeron una mayor cantidad de proteina recombinante soluble.
Estas clonas se utilizaron posteriormente en un ensayo para optimizar
las condiciones de induccién y asi favorecer que las proteinas

recombinantes solubles se produjeran en mayor cantidad.

El ensayo de optimizacion (figura 17) consisti6 en variar la
temperatura y el tiempo de induccidon de las células (5h, 30°C) y

luego comparar los resultados con los obtenidos previamente.

El andlisis se realizd mediante un SDS-PAGE y Western blot, en el se
cargaron las fracciones solubles (S) e insolubles (I) producto de la

lisis de células inducidas.

GST:NaPEP 1L

2h/37°C 5h/30°C

—— A3 Bl C1 A3 Bl Ci1
S I S IS IS 1S 1 S 1

70— -

55— -
SR — ww o |€— GST:NaPEPU

35 - — - -

25 )

70—>
55—

I FRACCION INSOLUBLE
S FRACCION SOLUBLE

Figura 17. Gel de poliacrilamida tefiido con azul de Coomassie (Imagen inferior) e inmunodeteccidén por Western
blot (Imagen superior) del ensayo de optimizacidn de condiciones de induccion. Se observan las fracciones soluble
e insoluble de los lisados celulares. Se analizaron las mismas clonas (A3, B1, C1) en las dos diferentes condiciones. La
inmunodetecciodn se llevo a cabo con el anticuerpo primario a—NaPEP II.
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Los resultados del ensayo mostraron que la presencia de las proteinas
recombinantes en la fase soluble no se incrementé de manera
importante al variar las condiciones de induccion, incluso se puede
observar que existe una mayor cantidad de proteina en las fases
insolubles que en las fases solubles de los lisados bacterianos.
Considerando que los ensayos de actividad a realizar posteriormente
requeririan una cantidad pequena de proteina se optd por llevar a
cabo varias inducciones a pequefa escala utilizando las condiciones
de 5h y 30°C.

6.6 PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE FUSION Y LA GST

Segun las especificaciones de fabrica de la resina “Glutatién-
Agarosa”, esta une ®7mg de proteina por cada mililitro de resina
hidratada; con estos datos fue posible calcular la cantidad de resina
hidratada necesaria para purificar las proteinas de fusidn, asi como a
la GST. En la tabla 13 se muestran las cantidades de resina hidratada
a utilizar respecto a cada una de las muestras a purificar,
considerando que alrededor del 50% de la proteina total cuantificada

correspondia a la proteina de interés.

Tabla 13. Relaciones de cantidad de proteina-Resina hidratada a utilizar.

MUESTRA A CANTIDAD DE PROTEINA | VOLUMEN DE RESINA
PURIFICAR TOTAL (ug) HIDRATADA (ul)
GST::NaPEP ITA | 971 180

GST::NaPEP IIB | 1672 250
GST::NaPEPIIC | 1150 200

GST sola 1273 200



61

Después de purificarlas muestras por “batch”, se realizd un andlisis
electroforético por SDS-PAGE e inmunoanalisis por Western blot
(figura 18A, B, C, D) con los que se llevé a cabo el monitoreo de la
purificacidon, partiendo de la fraccidn proteica total soluble hasta las

fracciones obtenidas de la elucidon de la resina.

Como se observa en la figura 18, se cargaron en los geles de
poliacrilamida: una fraccién sin purificar, una fracciéon no unida, tres
lavados realizados a la resina ya unida a las proteinas recombinantes,
dos fracciones correspondientes a las eluciones y finalmente a
manera de control positivo para la deteccion de NaPEP II, una
fraccion de extracto crudo de estilos (solo figuras 18A, 18B y 18C).
Se puede apreciar que en los cuatro casos evaluados (proteinas
recombinantes NaPEP II y la GST) se encuentran sefales que
corresponden a las proteinas a purificar en las fracciones de elucién y
fraccion no unida, asi como en las fracciones de elucién, lo que
significa que no toda la proteina de la cual partid la purificacidon se

unid a la resina.
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Figura 18. Geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie (Imagen inferior) e inmunodeteccion por Western
blot (Imagen superior) del monitoreo de la purificacion de las proteinas recombinantes y la GST. A) B) C)
corresponden a las proteinas recombinantes. D) corresponde a GST sola. En cada imagen, de izquierda a derecha se
encuentran los carriles correspondientes a la fraccidn sin purificar, los lavados de la resina, las eluciones de las
proteinas unidas a la resina. En A) B) y C). Las membranas de los Western blot correspondientes a las imagenes A),
B) y C) fueron reveladas con el anticuerpo primario a-NaPEP Il. La membrana del Western blot correspondiente a la
imagen D) se reveld con el anticuerpo primario a-GST.
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Los resultados del andlisis muestran qué en cada caso se logrd
obtener a la proteina de interés practicamente pura. Cabe destacar
gue en las fracciones de elucion, el anticuerpo a-NaPEP II detectd
otras proteinas de bajo peso molecular, lo cual se puede atribuir a

una posible degradacion de la proteina durante la purificacion.

6.7 PURIFICACION PARCIAL DE LA PROTEINA NaPEP II PRESENTE EN
ESTILOS Nicotiana alataSc10Scio.

Con la finalidad de comparar la actividad que presentan las proteinas
recombinantes con la de la proteina nativa se llevd a cabo la
purificacién a partir de estilos de una especie autoincompatible de N.

alata.

Una vez que se eluyeron las proteinas de la resina de intercambio
cationico se realizé6 un monitoreo de la purificacion mediante un SDS-
PAGE y Western blot (figura 19) para identificar las fracciones en las
cuales se encuentra en mayor cantidad NaPEP II. Como se observa
en esta figura, no hubo una correcta separacion de las proteinas en
general. Esto se puede observar facilmente en el carril
correspondiente al marcador de pesos moleculares, en el cual las
bandas de 25 y 15 kDa se encuentran juntas. La falta de separacién
entre las proteinas de bajo peso molecular generd confusion debido a
gue no fue posible determinar en qué fracciones correspondientes a
la elucion se encontraba en mayor cantidad la NaPEP II de estilos de
N. alata.

En consecuencia de que la resolucion de las proteinas en la primera
electroforesis realizada no fue adecuada, se realizd un segundo
anadlisis solo con las fracciones que posiblemente pudieron estar
enriquecidas con NaPEP II y que fueron seleccionadas del primer

ensayo.
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Figura 19. Geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie e inmunodeteccion por Western blot del
monitoreo de la purificacidn parcial de NaPEP Il de estilos de N. alata. (Arriba) Western blot. (Abajo) SDS-PAGE. De
izquierda a derecha se cargaron las fracciones correspondientes a: extracto crudo, proteinas no unidas a la resina,
lavados de la resina y las diferentes eluciones con gradiente de NaCl. Se us6 un gradiente de elucidn de NaCl que va
de 100mM hasta 500mM. La flecha azul indica la presencia de la NaPEP Il. Las estrellas indican las fracciones que
posiblemente se encuentra presente NaPEPII.
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Figura 20. Andlisis electroforético por SDS-PAGE y Western blot de las fracciones enriquecidas con NaPEP Il de
estilos de N. alata. Se analizaron las fracciones correspondientes a las eluciones de 100, 150, 200, 350, 400 y
450mM. La flecha indica la presencia de la NaPEP Il presente en estilos de N. alata. Los nimeros sobre las etiquetas
se refieren a la fraccién probada, correspondiente a la elucién con una sola concentracién de NaCl. En donde no hay
numeros sobre las etiquetas se probaron todas las fracciones correspondientes a una sola concentracion de NaCl.
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Como se observa en el segundo analisis (figura 20), gracias a una
mejor resolucién de las proteinas se pudo determinar que las
fracciones que correspondian a las eluciones con 100mM (1), 150mM
(1 y 2), 200mM (1 y 2) presentaron una sefial mas intensa a la
presencia de NaPEP II, por tal motivo se decidid utilizar éstas
fracciones para probar la actividad de IPME de la NaPEP II de estilos
de N.alata.

6.8 SELECCION DE FRACCIONES PROTEICAS CON POSIBLE
ACTIVIDAD DE IPME A PARTIR DE KIWI (Actinidia deliciosa)

Con la finalidad de encontrar un control positivo para la actividad de
IPME que pudiese ser usado en los ensayos de actividad de las
proteinas recombinantes NaPEP II y la proveniente de estilos de N.
alata, se llevd a cabo la seleccién de las fracciones proteicas con

posible actividad de IPME, esto, a partir de kiwi.

Las fracciones resultantes del proceso de purificacién proteica se
evaluaron mediante un analisis electroforético SDS-PAGE (figura 21).
Para la seleccion de las fracciones se tomd como referencia la
presencia de actividad de inhibidor de PME en el kiwi, reportado en la
literatura (una actividad que se registra alrededor de los 28 kDa). Se
seleccionaron aquellas fracciones que en el gel de electroforesis
presentaban una banda cercana al peso molecular reportado en la
literatura, ademas de una fraccidn que correspondia a las proteinas
no unidas a la resina. La finalidad de la seleccion de estas fracciones
fue encontrar al menos una que presentara la actividad de inhibicion
de la PME y pudiese ser usada como control positivo en los ensayos
de actividad subsecuentes. Es de destacarse que no se pretendid

obtener puro el IPME presente en el kiwi.

Como se observa en la figura 21, en los geles de poliacrilamida se

cargaron las fracciones correspondientes al precipitado con sulfato de
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amonio, la fraccion no unida a la resina, los lavados de la misma y las
eluciones con NaCl. Se puede apreciar que en las fracciones de
elucién con 150mM, 250mM y 300mM de NaCl se encontraron sefales
cercanas a 25 kDa, este peso se encuentra cercano al peso molecular
del IPME de kiwi.

Tomando en cuenta la informacidon anterior se decidid usar en los
ensayos de actividad que determinaron al control positivo a la
actividad de IPME a las fracciones de elucion 150mM y 300mM de
NaCl. La fraccién “Lavado 1” se eligid bajo la consideracion de que el
inhibidor de kiwi podria no unirse a la resina debido a que el pH del
amortiguador donde se resuspendid el precipitado proteico inicial no
lograra que el IPME tuviese una densidad de carga negativa y por tal

motivo no se favoreciera la unién a la resina.
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Figura 21. Geles de poliacrilamida tefiidos con azul de Coomassie de las fracciones con posible actividad de IPME. Se

analizaron las fracciones correspondientes al precipitado (NH,;),SO,, la fraccidn no unida, los lavados de la resina y

las eluciones con 150, 200, 250, 300, 350 y 400mM de NaCl. Las estrellas indican las fracciones que se seleccionaron

para realizar los ensayos de actividad en los cuales se determiné al control positivo para la actividad de inhibidor de
PME.
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6.9 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD DE INHIBIDOR DE PECTIN-
METILESTERASA (IPME) “ENSAYO DE DIFUSION EN GEL Y TINCION
CON ROJO DE RUTENIO”

Una vez que se obtuvieron las fracciones en las que presuntamente
se contaba con la presencia de la NaPEP II obtenida de estilos de N.
alata, las proteinas recombinantes, asi como al control de GST, se
continué con la realizacién del ensayo que permitié determinar si
estas proteinas presentaban o no una actividad de inhibidor de

pectin-metilesterasa.

El ensayo de difusion en gel y tincidn con rojo de rutenio basicamente
detecta la presencia de grupos carboxilo libres producto de la
actividad de PME, esta deteccidon se evidencia mediante la presencia
de halos de color rojo intenso justamente en la zona donde abundan

las cargas negativas debido a los grupos carboxilo libres.

En un primer experimento se realizd la estandarizacion de la
metodologia (figura 22A y B), donde se probaron distintas cantidades
de enzima (PME) y las fracciones seleccionadas a partir de la
purificacion proteica de kiwi con la finalidad de encontrar un control

positivo para la actividad de IPME.
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A)

B)

ESTANDARIZACION DEL ENSAYO DE ACTIVIDAD Y
DETERMINACION DEL CONTROL POSITIVO PARA
LA ACTIVIDAD DE INHIBICION DE LA PME
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Figura 22. Estandarizacion del ensayo de actividad de IPME (Control +). A) Placa de ensayo de difusion en gel y
tincion con rojo de rutenio. 1.PME 3.9mU. 2. PME 7.8mU. 3.PME 11.7mU. 4. H20. 5.PME desnaturalizada
(5min/95°C). 6. PME 3.9mU+5pL Lavado 1 (SELECCI()N DE FRACCIONES CON POSIBLE ACTIVIDAD DE IPME). 7. PME
7.8mU+5puL ELUCION 150mM (SELECCION DE FRACCIONES CON POSIBLE ACTIVIDAD DE IPME).8. PME 11.7mU+5pL
ELUCION 300mM (SELECCION DE FRACCIONES CON POSIBLE ACTIVIDAD DE IPME). B) Grafica del ensayo de
actividad (Diametro del halo vs Tratamiento), se puede observar en la parte superior de las barras el error estandar.
Para la realizacién de las gréficas se tomaron en cuenta los resultados de las dos replicas del ensayo.
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Como producto de este ensayo se determind que con 7.8mU de
enzima se obtuvo un halo del tamafio adecuado para una correcta
apreciacion del resultado, esto se hace evidente mediante la
comparacion del tamafo de halo del control positivo y del que
corresponde a la cantidad de 7.8mU de PME. También se logro
montar correctamente la metodologia para determinar la actividad de
IPME, esto se puede observar en la diferencia en los tamafios de las
barras de la grafica del ensayo, ya que es totalmente identificable el
efecto de inhibicion de la PME. Ademas, se pudo elegir la fraccion
“Lavado 1” como control positivo para la actividad de IPME, ya que en
el ensayo, ésta fue la Unica que logro inhibir a la PME disminuyendo
el tamano del halo (esta fraccion se etiquetdé en los ensayos
subsecuentes como “C+"”). En el ensayo también se puede observar
gue no hubo formacion de halo en los pozos donde se colocé agua vy
la PME desnaturalizada, lo que indico que la deteccién de actividad
fue especifica ya que los halos solo aparecen si hay actividad por

parte de la enzima.

Luego de tener la metodologia del ensayo estandarizada se realizé la
determinacion de la actividad de la NaPEP II recuperada de estilos de
N. alata, las proteinas NaPEP II recombinantes y la GST. El ensayo se
realizd en dos placas de difusion distintas; una para la proteina
proveniente de los estilos de la planta (figura 23) y otra para las

proteinas recombinantes y la GST sola (figura 24).
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Figura 23. Ensayo de actividad de IPME de NaPEP Il de estilos de N. alata. A) 1.PME desnaturalizada(5min/952).2.
PME 7.8mU. 3.C(+).4.PME + ELUCION 100mM NaCl (2). 5.PME + ELUCION 150mM Nacl (1)6.PME + ELUCION
150mM NaCl (2)7.PME + ELUCION 200mM NaCl (1) 8. PME + ELUCION 200mM NaCl (2). B) Gréfica del ensayo de
actividad de la proteina NaPEP Il de estilos de N. alata (Didmetro del halo vs Tratamiento). Se puede observar en la
parte superior de las barras el error estandar. Para la realizacidn de las graficas se tomaron en cuenta los resultados
de las dos replicas del ensayo.
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ENSAYO DE ACTIVIDAD DE IPME DE LAS
PROTEINAS RECOMBINANTES Y GST
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Figura 24. Ensayo de actividad de IPME de GST::NaPEP Il (A, By C) y GST sola. A) 1.PME desnaturalizada
(5min/959). 2.PME 7.8mU. 3.C(+). 4.PME + GST 5.PME + GST::NaPEPIIA. 6. PME + GST::NaPEPII B. 7.PME
+ GST::NaPEPII C. ). B) Grafica del ensayo de actividad de las proteinas recombinantes y GST (Diametro del halo vs

Tratamiento), se puede observar en la parte superior de las barras el error estandar. Para la realizacién de las
graficas se tomaron en cuenta los resultados de las dos replicas del ensayo.
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Los resultados obtenidos de la placa de difusién donde se analizd la
actividad de la proteina de estilos de N. alata, mostraron que las
fracciones de elucion 100mM (2) y 150mM (1) pudiesen tener un
ligero efecto de inhibicidn, ya que, si se comparan con el control
positivo, se puede notar una leve similitud en el tamafio de los halos.
Esta hipdtesis fue descartada después de realizar el grafico
correspondiente al ensayo; ya que, al comparar los tamafos de halo
del control positivo y las fracciones evaluadas, es visible que ninguna
de las fracciones evaluadas presenta una actividad de inhibicidon de la
PME. Cabe resaltar que las fracciones de elucion 100mM (2) y 150mM
(1) fueron las utilizadas en los ensayos posteriores de determinacién
del efecto de la cantidad de proteina sobre la actividad de IPME en
representacion de la NaPEP II de estilos de N. alata, debido a que las
otras usadas en el primer ensayo correspondieron a la misma

proteina.

En lo que respecta al ensayo de actividad de las proteinas NaPEP II
recombinantes y GST, se observd que no existio un efecto de
inhibicién en ninguno de los casos. Esto puede ser corroborado en el
grafico del ensayo al comparar el tamano de los halos formados con

el tamafo del halo presente en el control positivo del ensayo.

Con la finalidad de determinar si la cantidad de proteina utilizada en
los ensayos tiene un efecto en la actividad de inhibicién de la PME. Se
disefd un experimento en el cual se analizé la existencia de dicho
efecto, tomando en cuenta que la cantidad minima de proteina a
probar debia de ser la que se utilizdé en los primeros ensayos, debido
a que segun los resultados, una cantidad menor no presentaria un
efecto inhibitorio. Ademas, para este caso se esperaria que el tamano
de los halos decreciera conforme se aumentara la cantidad de
proteina, si es que las fracciones evaluadas poseen la actividad de
inhibidor de la PME.
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Se analizé también el efecto inhibitorio del control positivo con
respecto a la cantidad de proteina, pero en este caso se evaluaron
diluciones de la muestra, ya qué, se considera que la cantidad de
proteina usada en los primeros ensayos correspondié a la maxima
gue presentd el efecto de inhibicidn, por lo tanto, al disminuirse ésta,
se observaria un aumento en el tamafio del halo, demostrando asi la

presencia de dicho efecto.

En la tabla 14 se muestra las cantidades de proteina de cada muestra
y las diluciones del control positivo probadas en el ensayo de

actividad.
Tabla 14. Cantidades de proteina (ug) usadas en el ensayo de actividad de IPME.

CANTIDAD DE  PROTEINA

(ug)

MUESTRA 1X 2X 3X 4x
GST::NaPEP IT A 4.5 9 13.5 | 18
GST::NaPEP II B 3 6 9 12
GST::NaPEP II C 3 6 9 12
GST sola 8.5 17.1 | 25.6 | 34.2
Elucion NaCl 100mM (2) “"NaPEP II 1 2 3 4
de estilos de N. alata”
Elucion NaCl 150mM (1) “"NaPEP II 1 2 3 4
de estilos de N. alata”

Sin 1:10 | 1:50 1:100

Dilucién
C(+) a la actividad de IPME 4 0.4 0.08 | 0.04

"Lavado 1”7
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En la figura 25 se muestran los resultados del ensayo de actividad de
IPME con respecto a la cantidad de proteina (las imagenes que
corresponden al ensayo se encuentra en el apéndice M). En el
experimento correspondiente al control positivo “Lavado 1” (figura 25
A) se observé un aumento en el tamafio del halo conforme se
aumento la dilucién de la muestra, es decir, a manera que disminuyd
la cantidad de proteina decrecid la inhibicién de la PME; este
resultado concordd con lo esperado para un inhibidor de la pectin-

metilesterasa.

En cuanto a la prueba de las proteinas recombinantes y GST sola
(figura 25 B, C, D y E), se esperaba que el tamafo del halo de
inhibicién disminuyera con forme aumentara la cantidad de proteina;
lo cual no ocurrid, ya que se puede apreciar que el tamafio en los

halos se mantuvo constante.

En la determinacidon de actividad que involucrd a las dos fracciones
correspondientes a NaPEP II de estilos de N. alata (eluciones 100mM
“2”y 150mM “1”) se determind que no existe una correlaciéon entre el
efecto inhibitorio y la cantidad de proteina, debido a que el tamafo
del halo permanecié constante conforme se aumenté la cantidad de

proteina (figura 25 Fy G).

Los resultados obtenidos tanto para las proteinas recombinantes
como para la NaPEP II de N. alata mostraron que no existié un efecto
entre la actividad de IPME y la cantidad de proteina. Estos datos
corroboraron que bajo las condiciones del ensayo de “difusion en gel
y tincion con rojo de rutenio” estas proteinas no presentaron
actividad de IPME.
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G) EFECTO DE INHIBICION DE LA PME POR
PARTE DE NaPEP Il DE ESTILOS DE N. alata
“ELUCION 150mM" AL AUMENTAR LA
CANTIDAD DE PROTEINA
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Figura 25. Ensayo de actividad de IPME respecto a la cantidad de proteina. A) Efecto sobre la actividad de IPME
conforme disminuye la cantidad de proteina del c(+). B, C, Dy E) Efecto sobre la actividad de IPME por parte de
“NaPEP Il nativa” al aumentar la cantidad de proteina. Fy G) Efecto sobre la actividad de IPME por parte de
“GST:.NaPEP Il (A, By C)” y “GST sola” al aumentar la cantidad de proteina. Para la realizacion de las gréficas se
tomaron en cuenta los resultados de las dos replicas del ensayo.
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7. DISCUSION

El rechazo en el polen en N. alata, asi como en un gran numero de
especies de la familia Solanaceae esta determinado por la interaccion
S-alelo especifica entre las determinante masculina (SLF) y la
determinante femenina (S-RNasa). Ademas de esta interaccién, es
necesaria la participaciéon de los productos proteicos de algunos genes
no codificados en el locus S, estos genes son conocidos como genes
modificadores (GM). Hasta ahora se han identificado 3 GM en N.
alata: HT-B, 120 K y NaStEP. A pesar de su identificacién, aun es
confuso el mecanismo exacto por el cual se da el rechazo del polen
propio o genéticamente relacionado (Hancock et al., 2005; McClure et
al., 1999; Busot et al., 2008; Jiménez-Duran et al., 2013).

La familia de genes denominados NaPEP II (A, B y C) posee una alta
probabilidad de ser genes modificadores (GM’s). Los productos
proteicos de estos isogenes tienen similitud con inhibidores de pectin-
metilesterasa (IPME) [Busot et al., 2008].

Debido a la prediccion de un sitio potencial de N-glicosilacion en las
secuencias aminoacidicas de NaPEP II (Busot et al., 2008), se busco
mediante la comparacion de actividad entre las proteinas
recombinantes de NaPEP II (sin modificaciones post-traduccionales) y
la proteina NaPEP II proveniente de estilos de N. alata (posiblemente
glicosilada), determinar si la actividad de IPME predicha se encuentra
asociada a las modificaciones post-traduccionales que éstas podrian

sufrir in vivo.

Para evaluar la actividad que posee NaPEP II se llevo a cabo la
clonacién de las secuencias correspondientes a los 3 isogenes (A, By
C) en un vector de sobreexpresion que contiene a GST, el cual genera
proteinas de fusidn donde la GST se une al extremo amino terminal

de las secuencias de interés (figuras 13 y 15).
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Paralelamente se llevaron a cabo las purificacion parcial de la
proteina NaPEP II a partir de estilos de N. alata. Ademas de la
selecciéon de fracciones proteicas con posible actividad de IPME a
partir de kiwi (Giovaneet al., 1995).

Una vez teniendo las proteinas puras, se estandarizaron las
condiciones del ensayo de actividad, asi como la determinacion del

control positivo a la actividad inhibitoria de la PME (figura 23).

Los ensayos de actividad (figuras 23 y 24) arrojaron datos que
sugieren en primera instancian que no existe actividad inhibitoria por
parte de las proteinas recombinantes, GST sola y NaPEP II de estilos
de N. alata. En el caso de las recombinantes se puede asegurar que
la ausencia de actividad de inhibidor no se debe a que las proteinas
NaPEP II (A, B y C) se encuentran fusionadas a GST, ya que no existe
inhibicién al probarse solamente la GST. En cuanto a las fracciones
que contienen a la NaPEP II de N. alata, ninguna presentd una
actividad de inhibidor.

Con los resultados encontrados se puede afirmar que la actividad de
inhibidor de pectin-metilesterasa tiene un efecto con respecto a la
cantidad de proteina empleada en el ensayo. Esto solo es observable
en con el C(+) debido a que ninguna de las proteinas NaPEP II (tanto
recombinantes como la proveniente de estilos de N. alata) presentan
actividad de IPME. Ademas, la falta de la actividad de IPME no se
debe a las modificaciones post-traduccionales que NaPEP II pudiese

sufrir de manera natural.

7.1 Funcion de los inhibidores de pectin-metilesterasa (IPME)

Los IPME se relacionan directamente a la modulacion enddégena de la
actividad de las pectin-metilesterasas (PME “s) durante el desarrollo y

el crecimiento de las plantas. Los IPME inhiben a las PME "s de origen
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vegetal formando complejos estequiométricos 1:1 mediante la
formacién de uniones no covalentes, generalmente no inhiben a las
PME "s que son producidas por microorganismos patdgenos vegetales.
(Matteiet al., 2002; D'Avinoet al., 2003; Giovaneet al., 2004; Di
Matteoet al., 2005). Las PME’s son proteinas encargadas de
hidrolizar los grupos metiléster presentes en las pectinas,
produciendo pectinas con un bajo grado de metilacion y metanol.
Esta enzima tiene un papel fundamental en todos aquellos procesos
gue requieran remodelacién de paredes celulares vegetales, por lo
que estan involucradas en el crecimiento y extension celular (Nariet
al., 1986) y en procesos de maduracién de frutos (Brady et al.,
1987). Ha sido demostrado que las PME’s también actian como
receptores para la proteina de movimiento del virus del mosaico del
tabaco, esta interaccion es requerida para el movimiento viral célula-
célula (Chenet al., 2000). Esto sugiere un posible papel de los IPME "s

en los mecanismos de defensa de las plantas contra patdgenos.

Hasta la fecha, han sido descubiertos solamente tres IPME en plantas,
uno detectado en frutos de kiwi (Actinidia chinensis) [Balestrieriet al.,
1990; Giovaneet al., 1995; Camardellaet al., 2000] y dos en
Arabidopsis (Wolf et al., 2003; Raiolaet al., 2004).EL IPME de
Actinidiachinensis esta presente en la fase acuosa del fruto maduro y
probablemente es sintetizado como un precursor de mayor tamano y
gue es procesado proteoliticamente durante el proceso de
maduracion del fruto [Giovane et al., 1995]. La proteina resultante
inhibe a varias PME’s presentes en vegetales (PME’s de Kkiwi,
naranja, manzana, tomate, melocotdn, zanahoria, papa y platano) y
no presenta actividad contra PME 's fungicas [Balestrieri et al., 1990]
y bacterianas (PME de Erwinia chrysanthemi). Estudios de modelacion
y fluorescencia indican que el IPME de kiwi interactia con la PME de
tomate a nivel de sitio activo y la diferencia en profundidad de los

sitios activos de la PME de tomate y de E. chrysanthemi, es lo que
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evita la interaccién entre el IPME de kiwi y la bacteria [D’Avino et al.,
2003].

Los IPME de Arabidopsis se encuentran codificados por una pequefa
familia que consta de 2 miembros, AtIPME-1 y AtIPME-2, localizados
en diferentes cromosomas. AtIPME-1 y AtIPME-2, comparten un 47%
de identidad de secuencia y tienen masas moleculares de 16.3 kDa y
15.6 kDa con pI de 7.7 y 9.0, respectivamente (Wolf et al., 2003;
Raiola et al., 2004). Estos genes se expresan fuertemente en flores y
en el polen, aunque AtIPME-1, cuya expresidn es mayor que AtIPME-
2, también se expresa en semillas, tallos y hojas maduras (Wolf et
al., 2003; Raiola et al., 2004). Los IPME’'s de Arabidopsis y kiwi
tienen conservados 5 residuos de Cys, de los cuales 4 formarian
puentes disulfuro que mantienen la estructura de la proteina
(Hothorn et al., 2004; Di Matteo et al., 2005).

La sobreexpresion constitutiva de los genes AtIPME-1 y AtIPME-2 en
plantas de Arabidopsis (Lionetti et al., 2007), provoca una
disminucidon de la actividad de las PME’'s vegetales y genera la
alteracién del nivel de metilesterificacion de las pectinas en la pared
celular. Las plantas transformadas mostraron menor susceptibilidad a
la infeccion por Botrytis cinerea. Como se sabe las
endopoligalacturonasas (endoPG) producidas por este hongo tienen
preferencia por los poligalacturanos (PGA) y no por las
pectinasmetilesterificadas (Karset al., 2005), el alto grado de
metilesterificaciéon (DM) de las pectinas de las plantas de Arabidopsis
transformadas obstaculiza la actividad de las endopoligalacturonasas
retrasando la invasion del tejido vegetal. El incremento del contenido
de IPME en las plantas transformadas podria estar impidiendo la
desesterificacion de las pectinas causada por la PME, evitando el

acceso de las PG de hongos a su sustrato.
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El papel que desempefan las pectinas con un alto grado de
metilesterificacidon en la resistencia a enfermedades en plantas ha
sido reportado en varios sistemas. Por ejemplo, la resistencia de
algunos cultivares de Solanum tuberosuma se ha relacionado con las
pectinas altamente metilesterificadas (McMillan et al., 1993; Marty et
al., 1997).

Desafortunadamente en nuestro caso los productos de los isogenes
NaPEPII no tienen actividad de IPME’s, al menos por el método

evaluado aqui.

7.2 NaPEP II como un posible gen modificador

La presencia de un péptido sefal y el patron de expresion especifico
mostrado por el mRNA de NaPEP II (especifico del pistilo), sugiere
gue estas proteinas podrian ser secretadas desde las células del
tejido de transmisidon del estilo hacia el espacio extracelular (MEC)
[Busot et al., 2008]. Mediante la realizacién de extracciones
secuenciales de proteinas para aislar las proteinas solubles e
insolubles presentes en los estilos maduros de N. alata, se demostro
que NaPEP II es una proteina asociada a la matriz extracelular que
comparte las mismas caracteristicas de solubilidad que presentan los
productos de genes modificadores de los grupos III y II (NaTTS,
120K) y las determinantes femeninas de la AI (S-RNasas) [Wuet al.,
2000; Hancock et al., 2005; Anderson et al., 1986;]. La localizacién
de NaPEP II en la MEC del tejido de transmision del estilo la hace
sumamente relevante, ya que hacia este sitio son secretadas las
proteinas que hasta la fecha se sabe estan involucradas en el rechazo
del polen y una vez alli son tomadas por los tubos polinicos que se
elongan en esta matriz secretora, en su camino hacia el ovario. Es

por esto que los factores secretados a la MEC como lo es NaPEP II,
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podrian ser necesarios para llevar a cabo las interacciones polen-

pistilo.

7.3 Participacion de NaPEP II en la AI de N. alata

A pesar de que, bajo las condiciones establecidas en este trabajo, se
llegd a la determinacién de que las proteinas recombinantes de la
familia NaPEP II, asi como la proteina nativa, no poseen una actividad
de IPME; esta evidencia no es suficiente para aseverar que NaPEP II

no participa en la Al en Nicotiana alata.

NaPEP II es una proteina estilar/estigmatica especifica que se traduce
tanto en plantas AC como en plantas Al (Busot et al., 2008). Esto se
determiné mediante la comparacién de los patrones de expresion de
NaPEP II a nivel de mRNA y de proteina usando extractos crudos de
especies AC y Al, de d6rganos vegetativos y sexuales de N. alata BT.
La presencia de esta proteina en todas las especies probadas,
independientemente de la capacidad de éstas para rechazar o no su
propio polen, no descarta la posibilidad de que este gen pudiese estar
involucrado en la respuesta de AI. Por ejemplo, 120K es una proteina
que aunque participa directamente en la respuesta de Al (Hancock et
al., 2005), esta presente en especies que no rechazan su propio

polen.

En el pistilo, el patron de expresion de los transcritos de NaPEP II
muestra que estos genes podrian ser requeridos para las
interacciones polen-pistilo ya que se expresan solamente en estilos
maduros y estigmas. Ademads, su expresidbn se incrementa

dramaticamente en el estilo maduro (Busot et al., 2008).

El patron de expresion de NaPEP II coincide con aquel de algunos

genes que hasta la fecha se conoce participan en la respuesta de Al
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en N. alata (la S-RNasa y el gen modificador HT-B) [Busot et al.,
2008].

Actualmente estd en curso experimentos de pérdida de funcion en
plantas transgénicas, los cuales pretenden suprimir por RNAi a NaPEP
II, lo cual permitira determinar si NaPEP II es un gen modificador
esencial en la respuesta del rechazo el polen en Nicotiana. Ademas,
experimentos recientes de inmunolocalizacion indican que NaPEP II
es tomado por los tubos polinicos independientemente de si la cruza
es compatible o incompatible (Bravo-Alberto y F.C.G., no publicado),
lo cual sugiere que la funcién de NaPEP II ocurre en el interior del
tubo polinico; sin embargo, debido a que NaPEP II no presenta
actividad de IPME’s, se desconoce cdmo  participaria

bioquimicamente en el rechazo del polen.
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8. CONCLUSIONES
Se establecieron las condiciones para determinar la actividad de
IPME.

Se logrd sobre-expresar y purificar proteinas que son reconocidas

por los anticuerpos o-NaPEP II.

Las fracciones parcialmente purificadas en donde se identifica una
proteina reconocida por el anticuerpo o-NaPEP II, no poseen la

actividad de IPME bajo las condiciones utilizadas en este trabajo.

Las proteinas recombinantes GST::NaPEPII (A, B y C), bajo las
condiciones utilizadas en este trabajo, no presentan actividad de
IPME.
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9. PERSPECTIVAS
Para corroborar los datos obtenidos en este trabajo es necesario
verificar que efectivamente las proteinas de la familia NaPEP II no
poseen actividad de IPME. Esto se puede realizar mediante el uso de
un método enzimatico en el cual se pueda cuantificar la disminucién

en la actividad de PME vy relacionarla con el efecto inhibitorio.

Revisar mediante herramientas bioinformaticas que otra actividad
asociada a la familia NaPEP II pudiese estar relacionada con el

rechazo del polen en N. alata.

Determinar mediante el silenciamiento de plantas transgénicas si la
familia de genes NaPEP II es necesaria para el rechazo del polen en
N. alata, lo cual confirmaria que en efecto se trata de una familia de

genes modificadores.
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11. APENDICE

A. Transformacion de células quimicamente competentes
Escherichia coli. "'One Shot TOP10”

e Descongelar alicuotas de células (una por cada construccion),
colocandolas en hielo durante 5min.

e Se agregaron a cada alicuota de células 2uL de DNA
correspondiente a las diferentes construcciones (una
construccion por cada alicuota).

e Incubar las células competentes con las construcciones durante
20min. En hielo.

e Dar un choque térmico a las células durante 30 seg. A 42°C y
colocar inmediatamente las en hielo.

e Agregar 250uL de medio SOC, e incubar 1hora a 37°C.

e Centrifugar las células 7 min a 5,000 rpm para obtener el
pellet, descartar el sobrenadante.

e Resuspender en 200uL de medio SOC.

e Sembrar 100uL de la suspensidon de bacterias en placas con
medio LB+Ampicilina (100pug/mL), utilizando el método de
diseminacion en superficie con asa Digralsky.

e Incubar O/N a 37°C.

B. Purificacion de DNA plasmidico “"Zyppy Plasmid Miniprep
Kit”

e En un tubo eppendorff de 1.5mL agregar 600uL del cultivo de
bacterias, centrifugar durante 3 min a 13,000 rpm. Descartar
sobrenadante (repetir este paso una vez mas).

e Adicionar 100 uL de “Amortiguador de lisis 7X"*° y mezclar por
inversion de 4 a 6 veces e incubar a temperatura ambiente 2

min.

10 s . . .y . . .
Despues de la adicién del buffer de lisis 7X, la solucién cambia de color azul opaco a claro, indicando
que la lisis se ha completado.



94

Adicionar 350uL de buffer de neutralizacion y mezclar
vigorosamente. Cuando la neutralizacion es completa se forma
un precipitado de color amarillo.

Centrifugar a 13.000 rpm por 2-4 min.

Transferir el sobrenadante (~900uL) en una columna “ZYMO-
Spin IIN” teniendo cuidado de no arrastrar parte del pellet.
Colocar en un tubo recolector vy centrifugar durante 15 s a
13,000 rpm.

Agregar 200uL de “Amortiguador de lavado ENDO” a la columna
y centrifugar por 1 min/13,000 rpm.

Agregar 400uL de "“Amortiguador de lavado Zyppy” a la
columna y centrifuagar durante 1 min.

Transferir la columna dentro de un tubo eppendorf de 1.5mL y
agregar 30uL de H,O desionizada estéril directamente a la
matriz de la columna e incubar a temperatura ambiente
durante 1 min.

Centrifugar durante 30 s a 13,000 rpm para eluir el DNA

plasmidico.

. Purificacion de DNA a partir de gel de agarosa
“"Zymoclean Gel DNA Recovery”

Separar el fragmento de DNA deseado del gel de agarosa y
transferir a un tubo eppendorf de 1.5mL.

Pesar el fragmento de gel y adicionar 3 volumenes de
Amortiguador ABD por cada volumen de gel escindido (ej.
100uL (mg) de gel de agarosa, adicionar 300uL de buffer ADB).
Incubar a 50°C por 10 min o hasta lograr que el gel se
disuelva completamente.

Transferir la solucién de agarosa fundida a una columna (Zymo-
Spin) dentro de un tubo colector.

Centrifugar 30-60 segundos Yy descartar el sobrenadante.
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Adicionar 200uL de amortiguador de lavado a la columna y
centrifugar durante 30 segundos, descartar el sobrenadante.
Repetir este paso.

Adicionar 15uL de H,O desionizada estéril directamente a la
matriz de la columna e incubar 1min. Posteriormente transferir
la columna a un tubo limpio de 1.5mL y centrifugar por 30-60

segundos para eluir el DNA.

Ligacion de las secuencias de los isogenes NaPEP II al
vector "pGEM-T Easy”

En un tubo eppendorf de 0.5mL agregar 5uL de amortiguador
de la DNA T4 Ligasa (2X Rapid Ligation Buffer).

Agregar 1ulL (50ng/uL) de vector pGEM-T Easy.

Agregar 1uL (= 50ng) de producto de PCR.

Agragar 2uL de H,0 desionizada estéril libre de nucleasas.
Agregar 1uL (3U) de T4 DNA Ligasa.

Incubar toda la noche a 4°C, durante toda la noche.

Transformacion de células quimicamente competentes E.
coli."DH5¢a"” , "One Shot Machl T1” y "BL21 CodonPlus-
RIL”

Descongelar alicuotas de células (una por cada isogen),
colocandolas en hielo durante 5min.

Agregar 2ulLdel producto de una sola ligaciéon por cada alicuota
de células.

Mezclar por inversion e incubar durante 20 min en hielo.

Dar un choque térmico a la mezcla (45s/ 42°C) y transferir la
mezcla inmediatamente a hielo e incubar durante 2 min.
Agregar 950uLde medio de cultivo SOC 6 LB e incubar durante
1.5 h a 37°C.

Centrifugar la mezcla a 4,500 rpm, durante 7 min.
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e Resuspender el paquete celular en 200uL de medio de cultivo
SOC 6 LB.

e Sembrar los 200uL de suspensién de células, en 2 placas con
medio LB + Amp. (100ug/mL) + IPTG(0.5mM) + X-
Gal(80ug/mL) (100uL por placa). Utilizando el método de
diseminacion en superficie con asa Digralsky. “En el caso de las
células Machl y BL21 se usan placas con medio LB+ Amp.
(100ug/mL)".

e Incubar durante toda la noche a 37°C.

F. Secuencia nucleotidica de GST de Schistosoma japonicum
(No.PDBP08515)

ATGTCCCCTATACTAGGTTATTGGAAAATTAAGGGCCTTGTGCAACCCACTCGACT
TCTTTTGGAATATCTTGAAGAAAATATGAAGAGCATTTGTATGAGCGCGATGAAGG
TGATAAATGGCGAAACAAAAAGTTTGAATTGGGTTTGGAGTTTCCCAATCTTCCTT
ATTATATTGATGGTGATGTTAAATTAACACAGTCTATGGCCATCATACGTTATATAG
CTGACAAGCACAACATGTTGGGTGGTTGTCCAAAAGAGCGTGCAGAGATTTCAAT
GCTTGAAGGAGCGGTTTTGGATATTAGATACGGTGTTTCGAGAATTGCATATAGTA
AAGACTTTGAAACTCTCAAAGTTGATTTTCTTAGCAAGCTACCTGAAATGCTGAAA
ATGTTCGAAGATCGTTTATGTCATAAAACATATTTAAATGGTGATCATGTAACCCAT
CCTGACTTCATGTTGTATGACGCTCTTGATGTTGTTTTATACATGGACCCAATGTG
CCTGGATGCGTTCCCAAAATTAGTTTGTTTTAAAAAACGTATTGAAGCTATCCCAC
AAATTGATAAGTACTTGAAATCCAGCAAGTATATAGCATGGCCTTTGCAGGGCTG
GCAAGCCACGTTTGGTGGTGGCGACCATCCTCCAAAA.

G. Electroforesis en gel desnaturalizante de poliacrilamida
(SDS-PAGE)

Preparacion del gel al 12.5% de acrilamida/bisacrilamida
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e Separador (1 gel)

Tabla 15. Preparacién de gel separador (SDS-PAGE).

COMPONENTE VOLUMEN

Agua 1.375mL

Amortiguador 1mL

separador

Acrilamida 1.625mL

PSA 1% 25uL (Agregar justo antes de vaciar)
Temed 2.5 uL (Agregar justo antes de vaciar)

Mezclar todo y vaciar rapidamente dentro de los vidrios.
Agregar isopropanol para mantener un nivel adecuado

en la parte superior del gel.

e Apilador (1 gel)

Tabla 16. Preparacién de gel apilador (SDS-PAGE).

COMPONENTE VOLUMEN

Agua 1mL

Amortiguador 444L

apilador

Acrilamida 300uL

PSA 1% 20uL (Agregar justo antes de vaciar)
Temed 5 uL (Agregar justo antes de vaciar)

Mezclar todo, vaciar inmediatamente dentro de los
vidrios y rapidamente colocar el peine que realiza los

pozos al gel.
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Una vez polimerizado el gel, se realizar la electroforesis durante
~1.5h

H. Western Blot

Cortar 6 papeles filtro y una membrana de PVDF de 6.5x8.5cm.
Colocar la membrana de PVDF ~30s en metanol para activarla,
pasarla por agua ~3min y colocarla en amortiguador de
transferencia.

Preparar leche para bloqueo (Svelty 0% grasa) 2.5g en 50 mL
de PBS1X.

Transferir las proteinas del gel SDS-PAGE a la membrana de
PVDF.

Lavar la membrana ligeramente con agua.

Colocar la solucién de bloqueo a la membrana durante 30-
40min en agitacidn continua.

Desechar solucién de bloqueo y colocar en el recipiente con la
membrana la dilucion de anticuerpo o-NaPEP II (1:15,000).
Incubar durante toda la noche con agitacién a 4°C.

Recuperar dilucion de anticuerpo y lavar 3 veces con PBS1X
(émin cada lavado)

Colocar el anticuerpo secundario (a-Conejo) con una dilucién de
1:15,000, incubar durante 2h a temperatura ambiente y con
agitacién continua.

Lavar 3 veces con PBS1X (6min cada lavado).

Colocar Amortiguador revelador de Fosfatasa alcalina pH9.5
durante 10 min en agitacién.

Agregar reactivos reveladores nBT y BCIP hasta que aparezcan
las bandas.

Lavar la membrana con agua y agregar ~300uL de EDTA 0.5M

durante 30s para detener la reaccion de revelado.
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I. Cuantificacion de proteina total por Bradford

Tabla 17. Preparacion de curva patron y muestras para cuantificacion de proteina

por Bradford.

Punto de la curva | Volumen de BSA

[1g/uL] (uL)

0 -

1 1

2 2

4 4

6 6

8 8

10 10

MUESTRA Volumen de

muestra (ul)

Volumen de H,O

(uL)

10

Volumen de
H;0 (L)

Volumen de
reactivo de
Bradford (ul)

990
990
990
990
990
990
990
Volumen de

reactivo de
Bradford (uL)

990

Las reacciones preparadas se leen en el espectrofotdometro a 595nm.

J. Purificacion por "Batch” usando la Glutation-Agarosa

e Agregar Triton X100 a las fracciones solubles producto de los

lisados bacterianos de tal manera que la concentracidén final sea

1% v/v.

e En un tubo eppendorf hidratar la cantidad de resina a utilizar

durante toda la noche a 4°C.

e Lavar 3 veces con 1mL de H,O desionizada estéril para retirar

la lactosa.
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Equilibrar la columna con PBS1X+Inhibidores de proteasas, 2
veces con un volumen de 1mL.

Al terminar de equilibrar la columna, retirar solo la cantidad de
volumen de amortiguador de equilibrio necesario para que la
resina se mantenga en un 50% v/v.

Agregar la fraccion soluble (con Triton X100) donde se
encuentra la proteina de interés.

Incubar a temperatura ambiente durante 45-60min con
rotacion continua.

Lavar 3 veces con 10 volumenes cama una solucion de PBS1X-
Triton X100 1% v/v.

Eluir 3 veces con 2 volimenes cama de la solucion de GSH-Tris

pH9.5. Juntar solo los eluatos 2 y3 en un mismo tubo.

Ensayo de difusion en gel y tincion con rojo de rutenio
Preparar placas de agarosa al 2% p/v que contengan pectina al
0.1% p/v y azida de sodio 0.05% v/v (30mL de solucion por
placa)

Se hacen pozos de 2mm de didmetro en el gel; los necesarios
para cada evaluacion.

Colocar dentro de los pozos las reacciones correspondientes a
cada determinacién de actividad.

Incubar las placas con las reacciones durante 18h a 30°C
dentro de un recipiente sellado que contiene papel himedo
para evitar la deshidratacién del gel.

Lavar ligeramente las placas con H,0O desionizada.

Colocar sobre la superficie de las placas la solucién de rojo de
rutenio 0.05% v/v e incubar durante 45min en agitacién
continua.

Retirar el colorante y lavar ligeramente con H,O desionizada la
superficie de las placas.

Fotografiar el resultado.
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L. Alineamiento a nivel de nucledtidos de las secuencias
NaPEP II clonadas vs. cDNA de NaPEP II y GST

NaPEP IIA

NaPEPII AF
NaPEPII AR
NaPEPII Amad
PRE NaPEPII
SsT

NaPEPII AF
NaPEPII AR
NaPEPII Amad
PRE NaPEPII AR
SosST
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NaPEPII AR
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PRE NaPEPII AR
SGsT

NaPEPII AF
NaPEPII AR
NaPEPII Amad
PRE NaPEPII AR
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NaPEPII AF
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NaPEPII Amad
PRE NaPEPII AR
GcsT

NaPEPII AF
NaPEPII AR
NaPEPII Amad
PRE NaPEPII AR
csST

381
NaPEPII AF
NaPEPII AR =1 =
NaPEPII Amad =3
PRE NaPEPII AR
SsST

421
NaPEPII AF L= =]
NaPEPII AR G
NaPEPII Amad L=

PRE NaPEPII AR
GSsST

NaPEPII AF
NaPEPII AR
NaPEPII Amad

PRE NaPEPII AR
SosT
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NaPEPII AF [ -
NaPEPII AR =
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PRE NaPEPITI AR
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&0l
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NaPEPII AF 3 2  —-—=——-cemec- smmememm———em- mmmec——m+e= —mmmeme—m——m—e —m———m————= === — == ————
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napees: amaa  [FEICERCEH ENCHEEER-C HEERE-SE S EACECE R-E-R
PRE NaPEPII AR

GsST

NaPEPII AF 3  ——cc - e e e e e e e e e e e e e e e
NaPEPII AR -
NaPEPII Amad Ccofl commme - W-CBCOEEE
PRE NaPEPII AR
ST
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NaPEP IIB
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S=T = -
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1
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NaPEPII BR p=1 E =
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Pre NaPEDII BR

s41
NaPEFII BF L=
NaPEPII BR
NaPEPII Bmad SGH
Pre NaPEPII BR
SsST

10221

NaPEPII BF =l = (=2
NaPEPII BR =] < =
NaPEPII Bmad =] =)

Pre NaPEPII BR
SsST

1081
NaPEFPII BF
NaPEPII BR
NaPEPII Bmad
Pre NaPEPII BR
a=sST
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mepEETy S “Zzzzoozzocossozzosooozoszzsozzsozossozzsozzoossooszsoizosszzzoiiic
NaPEPTITIT Cmad — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —  — — — — — — — — — —
Px e NiPEPII ‘_—'R <
SsT =2 f=2
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NaPEPII CF @  —cc - - e e e e e e e e e e e s e e e e et m e e s m e - - =
NaPEFPII CTR _  =————m—m—m— === e e e e e e e e = e e e e e e m e — e —m | | —— — — — — — —— —
NaPE rxT Cmad — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — = — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — — —
ST apmaos OSSR BRSO ESE GRS SEmm U momoe——se
e
sSa
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.
PPPPPPPPP = =
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FFFFFFFFF
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PPPPPPPPP GG
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PPPPPPPPP = = ECCECCECEE <
ppppppppp =
NaPE!PII Cmad =1 = Bocil-—BEE -
—
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==T

En cada caso, la flecha color morado indica el final de la secuencia%e
GST vy el inicio de la correspondiente a NaPEP II. La flecha color
naranja sefala el codon de termino correspondiente a la proteina de
fusion. En cada alineamiento se muestra (de arriba abajo) Ila
secuencia obtenida con el primer Fwd., luego la secuencia con el

primer Rev., posteriormente el cDNA correspondiente a la proteina
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madura, debajo de ella la secuencia obtenida de con el primer Rev.
que se extiende hasta la secuencia de GST (fusidn entre GST y NaPEP
IT) y finalmente la secuencia de la GST de Schistosoma japonicum
(No.PDBP08515).

M. Ensayo de efecto de la cantidad de proteina sobre la
actividad de IPME

NaPEP Il nativa “Elucién 100mM (2)” GST::NaPEP Il A

GST::NaPEP Il B
NaPEP Il nativa “Elucién 150mM (1)”

1X 2X 3X 4x
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A) Efecto sobre la actividad de IPME conforme disminuye la cantidad de

proteina.

B) Efecto sobre la actividad de IPME por parte de “"NaPEP II de estilos de N.
alata” al aumentar la cantidad de proteina.

C) Efecto sobre la actividad de IPME por parte de “GST:.NaPEP II (A, By

C)” y “GST sola” al aumentar la cantidad de proteina.

N. Soluciones y medios

e Medio LB

10g de Peptona

5g de Extractode levadura
10g NaCl

15g de agar

Aforar a 1 L con H20 destilada

e Medio SOC

Medio LB
Glucosa 0.02 M (Concentracién final)

e TAE 50X

2429 Tris-HCI

57.1ml Acido acético glacial
100ml EDTA 0.5 M pHS8
Aforar a 1L con agua destilada

e Gel de agarosa 1X

300mg de agarosa

30ml de amortiguador TAE 1X

Calentar hasta disolver y agregar 10ul de bromuro de etidio (0.5
mg/ml)
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e PBS 10X

80.06g de NacCl

2.02g de KCI

11.52g de Na;HPO4:7H>0

1939 de NaH2PO4:H20

Ajustar a pH7.3 con HCl y aforar a 1L con agua destilada

e Amortiguador de extraccién de proteinas (NaPEP II nativa)

41.02g de NaCHsCOO

2.92g de NaCl

5mL de B-mercaptoetanol

Ajustar a PH5.2 con a&cido acético y aforar a 500mL con agua
destilada

e Amortiguador de resuspension de proteinas (IPME de kiwi)

0.6057g de Tris
1.46g de NaCl
Ajustar a PH7.5 con HCl y aforar a 500mL con agua destilada

e Amortiguador de lisis de células E. coli BL21 CodonPlus-RIL

48mg de MgCl;

100mg de Lisozima

5g de RNasa

Aforar A 100mL con PBS1X

e “NE Buffer 3 10X"” (pH7.9 a 25°C)

100mM NaCl
50mM Tris-HCI
10mM MgCl,
1mM Ditiotreitol
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