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RESUMEN

La proteina NaSiPP es de reciente descubrimiento, se expresa en el polen
de plantas auto incompatibles y se acumula en etapas maduras de la
antera. A nivel de aminoacidos y comparando su secuencia de
aminoacidos con las de transportadores de fosfatos mitocondriales, se

encontrd que la proteina NaSiPP tiene alta homologia con estos.

Experimentos de doble hibrido en Saccharomyces cerevisae indican que
NaSiPP interactua fisicamente con NaStEP. A su vez, NaStEP es un gen
esencial para la incompatibilidad en Nicotiana, ya que por medio de
experimentos de perdida de funcion en plantas transgénicas de Nicotiana
se demostré que cuando la expresion de NaStEP se encuentra silenciada
por medio de un RNA interferente, la planta pierde la capacidad de
reconocer y rechazar su propio polen. Por esta razdn, resulta relevante
determinar la localizacion subcelular de NaSiPP en diferentes etapas de la
maduraciéon e hidratacion del polen asi como en los tubos polinicos, esto
permitiria ir definiendo con mayor precisiéon su funcién celular y en la

respuesta del rechazo del polen.



1. MARCO TEORICO

1.1 Procesos de polinizacion y crecimiento del tubo
polinico en Nicotiana

Los procesos generales de fecundacion en las plantas dependen de
interacciones muy especificas entre los gametofitos masculino vy
femenino, durante este proceso se han identificado 5 etapas principales

que conllevan a la fecundaciéon (Hiscock et al., 2008).

Captura del polen
Hidratacion de polen

Formacion del tubo polinico

P W NH

Penetracion y crecimiento del tubo polinico a través del
estigma y estilo

5. Entrada del tubo polinico hasta el ovulo y la posterior
descarga de las células espermaticas provocando la generacion

del cigoto y endospermo.

Durante la polinizacion, los granos de polen son liberados de las anteras.
La mayoria de los granos de polen estan deshidratados, es decir su
contenido de agua es de 15 a 35%. Después de que los granos de polen
son liberados de las anteras, son transportados a través de vectores y
depositados en la superficie del estigma. Una vez ahi, se adhieren a las
papilas del estigma (Lord et al., 2002; Edlund et al., 2004).

Posteriormente, se lleva a cabo la hidratacion del polen (Lord et al.,



2002). La hidratacion de los granos de polen es acompafada por la

activacion de diversos procesos metabdlicos (Hiscock et al., 2008).

En especies con estigmas humedos, como Nicotiana, la hidratacion de los
granos de polen es pasiva y desregulada, debido a que el agua esta
disponible en las secreciones superficiales del estigma (Hiscock et al.,
2008). No obstante, en algunas especies solo algunos granos de polen
son hidratados y germinan formando un tubo polinico (TP), cuyo
crecimiento es controlado por una compleja via de sefalizacion que
incluye una regulacién por un gradiente de Ca?* y la polimerizacién de F-
actina (Lord et al., 2002; McClure et al., 2006).

Después de la germinacion, el siguiente paso es la penetracion del TP en
la superficie estigmatica, el TP continua su crecimiento a través de la
matriz extracelular (ME) del tejido de transmision del estilo (TT), siendo
guiado por sefales estilares y del saco embrionario hasta llegar al ovario

para fecundar el évulo (Gaude y McCormick, 1999).

En Nicotiana, la ME estd compuesta por glicoproteinas ricas en
hidroxiprolina, que proveen sefales direccionales para el crecimiento del
TP hacia el ovario. Dentro de estas glicoproteinas, se encuentran
glicoproteinas tejido especifico (TTS), glicoproteinas de 120 kDa (120K)
y proteinas clase 111 especificas del TT del pistilo semejantes a extensinas
(PELP 11I). Asimismo, la ME contiene proteinas involucradas en el
reconocimiento y rechazo del polen, ademdas de inhibidores de proteasas,
que pueden proteger el pistilo de patégenos invasores (McClure et al.,
2006).



Una vez en el ovario, el TP libera dos células esperméticas en el saco
embrionario para la doble fecundacion, en la cual una célula espermatica
fecunda a la célula huevo para generar el embridén, mientras que la otra
célula espermética se fusiona con la célula central para formar el
endospermo, el cual provee los nutrimentos necesarios para el desarrollo

del embrion (Hunter, 2009; Palanivelu et al., 2010; Sprunck, 2010).

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, permite su germinacion,

hidratacion, nutricion y conduccion de los tubos polinicos al ovario.

El pistilo 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
morfolégicas como la separacion espacial del pistilo y los estambres
(hercogamia), y fisiolégicas como la maduracion diferencial de los
o6rganos reproductivos (dicogamia). Estos mecanismos promueven la
polinizaciéon cruzada y evitan el flujo génico a través del polen entre los

padres con algunos individuos de la progenie.



1.2 Sistemas de autoincompatibilidad (AI) en plantas

Las angiospermas presentan diferentes estrategias reproductivas que

tienen su efecto en el mantenimiento de la diversidad genética.

La reproduccidon sexual genera combinaciones nuevas de genes y alelos
utilizando mecanismos como la cruza entre plantas, la meiosis y la fusion

de gametos.

Muchas especies de angiospermas producen flores hermafroditas, las
cuales pueden ser polinizadas con su propio polen (autopolinizacion), o

por el de diferentes individuos (polinizacion cruzada).

Con frecuencia ambos 6rganos sexuales se encuentran en la misma flor,
lo cual incrementa la probabilidad de la autopolinizacion (Hernandez et
al., 2009) lo que redunda en la disminucién de la variabilidad genética.
Para evitar los efectos negativos de la misma algunas especies
desarrollaron adaptaciones morfoldgicas, fisiolégicas y genéticas para
abortar la progenie de individuos cercanamente relacionados o
incompatibles y mantener la diversidad genética en las generaciones

subsecuentes (Goring et al., 2001; Takayama et al., 2005).

Algunas de las barreras para prevenir la autopolinizacion son la dicogamia

y la hercogamia.

La dicogamia es la separacion temporal de los 6rganos reproductivos para

evitar la autofecundacion y favorecer la fecundacion cruzada. Por



ejemplo, una especie con flores hermafroditas, en la cual maduran
primero los Organos masculinos (androceo) y luego los Organos
femeninos (gineceo), es decir, funcionara como flor masculina primero y

mas tarde como flor femenina (de Nettancourt, 2001).

La hercogamia es la separacion espacial de los pistilos y estambres. Un
ejemplo de esto ocurre en poblaciones de plantas distilicas, donde
algunos individuos presentan flores con estilos méas cortos que las anteras
y plantas con flores con estilos largos y anteras cortas. El flujo génico a
través del polen en estas especies ocurre solamente entre las flores con
pistilos largos con polen producido en flores con anteras largas y lo mismo

para el caso de anteras y estilos cortos (de Nettancourt, 2001).

Sin embargo, estos sistemas no son del todo eficientes, porque la
restriccion del flujo de polen entre individuos de la misma progenie o con
los padres (introgresion), es limitada. Por tanto, muchas especies de
plantas han desarrollaron mecanismos Unicos que permiten incrementar
la polinizacién cruzada denominados sistemas de autoincompatibilidad
(AD). Los sistemas de Al controlan genéticamente aquellos mecanismos
que evitan la fecundacién por el polen propio o polen de plantas

estrechamente relacionadas (de Nettancourt, 2001).

La Al se define como la incapacidad de una planta hermafrodita fértil para
producir cigotos después de la autopolinizacion (de Nettancourt, 2001).
Es el principal mecanismo que promueve la cruza entre individuos no
emparentados y previene la endogamia, por lo que se ha sugerido que la
Al es uno de los mayores progresos evolutivos para las angiospermas

(Franklin-Tong, 2008; Hunter, 2009).



Mas de la mitad de las aproximadamente 250,000 especies de
angiospermas presentan alguna forma de Al, lo cual muestra una presion
considerable para prevenir la autopolinizacion e incrementar la diversidad

genética (Franklin-Tong, 2008; Roldan et al., 2010).

Los sistemas de Al 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 combinacion de las barreras fisicas, fisioldégicas y genéticas, evitan en
gran medida la autopolinizacion, ya que ademas, junto con las
mutaciones y la recombinacion en la meiosis, promueven la diversidad
genética en las poblaciones, asegurando el mantenimiento de la variacion

genética en las especies y la capacidad de adaptarse a nuevos ambientes.

Los sistemas de Al se clasifican en dos tipos: homomorficos y
heteromorficos. El primer tipo esta controlado genéticamente por un solo
locus multialélico, llamado locus S, que incluye un par de genes
fuertemente ligados que son requeridos para mediar el rechazo del polen

de manera alelo S especifico (Takayama et al., 2005).

A pesar de que la especificidad de la respuesta de Al esta dictada por el
locus S, el rechazo del polen se realiza por diversos mecanismos, que han

evolucionado de manera independiente (Charlesworth et al., 2005).



En algunas familias como Brassicacea y Papaveracea, el reconocimiento
de las determinantes estd dado por un mecanismo de ligando-receptor
(Takayama et al., 2005). En Solanaceas, la determinante femenina tiene
un papel citotéxico que degrada el RNA del TP, abatiendo su crecimiento
(Chen et al., 2010).

A su vez, los sistemas Al homomorficos se dividen en dos clases
principales: la Al gametofitica (AIG) y la esporofitica (AIE) [Hernandez et
al., 2009].

El tipo homomoarfico ha sido clasificado en gametofitico y esporofitico,
dependiendo del genotipo que determine el comportamiento del polen en
la Al. Es gametofitico estd determinado por el genotipo del polen y el

esporofitico por el genotipo de la planta de la cual proviene el polen.

Hasta la fecha solamente han sido estudiadas a nivel molecular cinco
familias con AIG (Papaveraceae, Poaceae, Rosaceae, Plantaginaceae y
Solanaceae) y una sola familia con AIE (Brassicaceae) [Franklin-Tong et
al., 1995]. No obstante, ya han sido iniciados estudios en los sistemas de
AIE en las familias Convolvulaceae, Asteraceae y Betulaceae (Hiscock y

Mc Innis, 2003).



1.3 Sistema AI Esporofitico (AIE)

En la AIE el fenotipo S del polen esta determinado por el genotipo diploide
de la antera donde se desarroll6. Los alelos S son expresados en las
células tapetales de la antera, por lo que la cubierta del polen tendr& dos
proteinas S, el polen sera rechazado si alguna de las dos proteinas S en
la cubierta coinciden con alguna proteina S expresadas en el pistilo. El

rechazo ocurre a nivel del estigma (Franklin-Tong, 2008).

En la Al esporofitica los tubos polinicos no se desarrollan correctamente
en el estigma que expresa el mismo haplotipo S. El rechazo del polen
resulta en la anulacion de la hidratacion del grano de polen o en una
rapida detencioén del crecimiento del TP en la superficie estigmatica (Busot
et al., 2009).

La determinante femenina es conocida como SRK (receptor de cinasa del
locus S), es expresada en las células papilares del estigma. Esta
determinante es una proteina con un dominio extracelular denominado
dominio S o dominio receptor, un dominio transmembranal y uno
intracelular de cinasa. Se sugiere que el dominio receptor es el
responsable de la S especificidad, debido a que contiene regiones
hipervariables (Hiscock et al., 2003). Experimentos de ganancia de
funcion muestran que SRK determina la S especificidad en el estigma; sin
embargo, la capacidad del estigma para rechazar el polen incompatible
es potenciada por la presencia de un segundo gen S estigmatico
(glicoproteina del locus S, SLG) [Hiscock et al., 2003].
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La determinante masculina es una proteina del polen rica en cisteinas,
denominada SCR, también es conocida como SP11 (proteina 11 del locus
S). Su expresion se detecta especificamente en las células de la antera.
La proteina SP11 se secreta desde las células tapetales hacia la superficie

del polen, localizandose en la exina de éstos (Busot et al., 2009).

1.4 Sistema AI gametofitico (AIG)

En este caso el fenotipo S del polen esta determinado por su genotipo
haploide, por lo que el polen es rechazado cuando el haplotipo S del polen
coincide con alguno de los dos haplotipos S de un pistilo diploide

heterocigo (Franklin-Tong, 2008; Hernandez et al., 2009).

En muchas familias con sistemas de AIG (Solanaceae, Plantaginaceae,
Rosaceae y Papaveraceae), los granos de polen germinan
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 del pistilo, el TP crecera a lo largo del estilo hasta llegar al
ovario; sin embargo, en cruzas incompatibles, el TP sera inhibido a nivel

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

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

tres mecanismos diferentes:

1. Brassicaceae
2. Papaveraceae

3. Solanaceae, Rosaceae y Plantaginaceae
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1.5 AIE en Brassicaceae

En Brassicaceae el sistema de Al es esporofitico y el locus S tiene un
tamafno 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 requeridos para el
reconocimiento alelo S especifico del polen (Nasrallah, 2002). Hasta la
fecha han sido identificados mas de 30 haplotipos S en B. rapa y 50 en
B. oleracea (Nou et al., 1993; Ockendon, 2000). En esta familia el rechazo
del polen propio tiene como finalidad la anulaciéon de la hidratacion del
grano de polen o la detencién rapida del crecimiento del tubo polinico en

la superficie estigmatica.

1.6 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 reaccidon 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 ningun
componente en el pistilo adicional no ligado al locus S (McClure y 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 pequenas (=15 kDa) y no tienen ninguna homologia con
proteinas de funcién conocida (Foote et al., 1994), se denominaron

proteinas prsS (Papaver rhoeas stigma S determinant).
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Algunas de estas proteinas se encuentran modificadas por N-glicosilacion
(Franklin-Tong y Franklin, 2003; McCubbin y Kao, 2000).

Las proteinas prsS son altamente polimdrficas y comparten entre un
51.3% y un 63.7% de identidad a nivel de aminoacidos. Se ha reportado
que en condiciones in vitro, proteinas S recombinantes producidas en E.
coli inhiben la germinacién del polen de una manera S alelo especifica, de
esta manera se concluyd que las proteinas prsS son las Unicas

determinantes femeninas (Franklin-Tong, 2008; Poulter et al., 2011).

Con respecto a la determinante masculina (prpS) se sabe 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 de naturaleza sumamente
hidrofébica que contiene algunos cruces transmembranales. Ademas
existe evidencia experimental que corrobora que prpS es una proteina
transmembranal que se localiza en la membrana plasmatica del tubo

polinico (Wheeleretal., 2010).

En este sistema, el reconocimiento S alelo especifico entre prsS y prpS
causa un rapido incremento en el calcio intracelular [Ca?*], y un influjo
de Ca?* extracelular en el tubo polinico que provoca en una primera
instancia la disipacion del gradiente apical de [Ca?*] y posteriormente se
desencadena la inhibicion del crecimiento del tubo polinico en pocos
minutos (McClure y Franklin-Tong, 2006). Los cambios en la [Ca?*]
generan varios eventos relacionados con la reaccién de Al, 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
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Al corresponde a una de las estrategias mediante las cuales se puede

destruir el polen no deseado o incompatible (Takayama et al., 2005).

1.7 AIG en Solanaceae

La respuesta de Al en esta familia es el principal sistema de rechazo del
polen propio en las angiospermas. En Solanaceas la respuesta de Al se
caracteriza por que tanto los granos de polen compatibles como los

incompatibles son hidratados y tienen una germinaciéon 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 interacciobn 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 y Kao, 1996; Kao y Tsukamoto, 2004;
Nettancourt, 2001; McClure, 2004 ; McClure y Franklin-Tong, 2006).

Las S-RNasas se encuentran en el estilo y tienen un caracter basico, son
glicoproteinas de aproximadamente 30 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).
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Se cree que la actividad citotoxica afecta el crecimiento de los tubos
polinicos incompatibles interfiriendo con los patrones de expresion

genética del polen (McClure y Franklin-Tong, 2006).

Cuando las S-RNasas 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 que 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 sefial, 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 S-RNasas son divergentes, ya que al
compararlas entre ellas a nivel de aminoéacidos se presenta una variacion
de entre un 38% y un 98%. Este nivel de variacion es el esperado para

los productos del alelo S (Clark y 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 pequefia 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
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conservadas y se designan C1-C5 (lorger et al., 1991). Las regiones
conservadas Cl1, C4 y C5 contienen la mayoria de los aminoéacidos
hidrofébicos 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 a
nivel de secuencia 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 region C2.

Respecto a la RNasa T2, estas dos histidinas son fundamentales para la
actividad de ribonucleasa (Woodward et al., 1989). 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 (Sijacicetal., 2004

;Takayama et al., 2005; Zhangetal., 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 puede estar participando en un complejo SCF y ubiquitinar

a la S-RNasa para su degradacion (Zhang et al.,2009).
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Con base en experimentos in vitro y doble hibrido en levaduras se
encontré que las interacciones fisicas entre la SLF y la determinante
femenina con un S haplotipo diferente son méas fuertes que 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 unién 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, Zhang et al., 2009).

Mediante el analisis de una biblioteca de cDNA de polen se encontré la
interaccion de SLF con un homodélogo de SKP1 denominado SSK1 (SLF-
interacting SKPI like 1), esta interaccidon 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 ubiquitinaciéon de
las S-RNasas (Zhangetal., 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 interaccion SLF-S-RNasa (Hua et al., 2006 Zhangetal.,
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
interactia con una S-RNasa de un diferente haplotipo S (Kuboet et al.,
2010).
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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 interaccion con un haplotipo
S de S-RNasa.

1.8 Genes Modificadores

Sin embargo, se han encontrado otros genes fuera del locus S que son
tan esenciales como las S-RNasa y SLF para mediar el rechazo del polen.
Estos factores se conocen como genes modificadores (GM) y se pueden

clasificar en tres grupos (McClure et al., 2006):

El grupo 1 que esta compuesto por factores que afectan directamente la

expresion de los genes que limitan la reaccion.,

El grupo 2 que contienen grupos que interactian de manera genética o
bioquimica con las determinantes femenina y masculina pero sin alterar

su expresion.,

Y el grupo 3 donde se incluyen genes que participan tanto en los sistemas

Al, como en procesos generales de la polinizacion.

Hasta ahora se conocen tres GM provenientes del grupo 2 que se han
estudiado a fondo HT-B, 120K y NaStEP (McClure et al., 1999; Hancok
et al., 2005, Goldraij et al., 2006; Busot et al., 2008; Jimenez-Duran et
al., 2013).

El transcrito de HT-B es detectado en las ultimas etapas del desarrollo

del pistilo coincidiendo con la antesis, que es cuando la flor expone su
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estigma para recibir el polen. Asimismo, se expresa en especies Al pero
no en autocompatibles (AC). En experimentos de pérdida de funcién en
Nicotiana, Solanum y Petunia, donde la expresion de HT-B fue suprimida,
se pierde la capacidad de rechazar su propio polen convirtiendo a este
GM en un factor esencial del estilo para el rechazo alelo S especifico del
polen (McClure et al., 2006). Esta proteina es capaz de ingresar a los
tubos polinicos (TPs) con la diferencia de que en especies compatibles se

degrada en TPs (Goldraij et al., 2006).

Otro GM particular es el llamado 120K que codifica una proteina
abundante en la matriz extracelular (ME), la cual ademas se ha observado
por ensayos de inmunolocalizacion que migra desde la ME del estilo hasta
las vacuolas de los TPs. Por medio de experimentos de pérdida de funciéon
de la expresion de 120K indican que hibridos transgénicos de N.
pumblaginifolia x N. alata, fueron incapaces de rechazar el polen con el

mismo haplotipo del pistilo receptor (Hancock et al., 2005).

NaStEP es una proteina codificada por otro GM y que pertenece a la
familia de inhibidores de proteasa tipo Kunitz. Recientemente, se
encontré6 que NaStEP posee la actividad de inhibidor de proteasas
(Jiménez et al., 2013; Bernal-Gracida y Cruz-Garcia., no publicado). Esta
proteina incluye en su secuencia una seflal de destino vacuolar que la
conduce a las vacuolas celulares papilares del estigma y que es
relocalizada al exudado estigmatico cuando estos son polinizados (Busot
et al., 2008). Nuevamente, se comprobé que porque medio de
experimentos de pérdida de funciéon que NaStEP es un GM estigmaético
que es esencial en el rechazo del polen en Nicotiana (Jiménez-Duran et

al., 2013).
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1.9 NaSiPP

Actualmente, se ha encontrado una nueva proteina que podria estar
intimamente relacionada con los sistemas de Al y que es llamada NaSiPP
(N. alata Self-Incompatibility Polen Protein). EI RNAmM de NaSiPP se
acumula exclusivamente en el polen, ademas este transcrito se acumula
mayoritariamente en etapas maduras de la antera, una etapa que
coincide con la antesis (apertura de la flor). Notablemente, el transcrito
de NaSiPP es solo detectado en el polen maduro de especies Al de
Nicotiana. NaSiPP cuenta con homologia alta a nivel de aminoacidos con
transportadores de fosfatos mitocondriales. Asimismo, experimentos de
doble hibrido en Saccharomyces cerevisiae indican que NaSiPP interactlda
fisicamente con NaStEP. Sin embargo, a la fecha no sabemos si esta
interaccion ocurre in planta durante la respuesta de rechazo del polen.
Asimismo, desconocemos si NaStEP y NaSiPP comparten una localizacion
subcelular en el tubo polinico. AUn mas, desconocemos la localizacion de
NaSiPP en diferentes etapas de la maduracion e hidrataciéon del polen asi

como en los tubos polinicos.

Dado que NaStEP es un inhibidor de proteasas tipo Kunitz y estos pueden
actuar como bloqueadores de canales resulta notable que interaccione
fisicamente con NaSiPP que ademas presenta identidad con una proteina
de membrana, por lo que resulta relevante determinar la localizacion

subcelular de dicha proteina.
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2. HIPOTESIS

Debido a que NaSIPP tiene homologia con transportadores de fosfato
mitocondriales se propone que en el tubo polinico esta proteina también

localiza en mitocondrias.

3. OBIJETIVOS

3.1 Objetivo general

Determinar la localizacion subcelular in vivo de la proteina NaSIPP en

tubos polinicos de Arabidopsis thaliana.

3.2 Objetivo particular

e Hacer una construcciéon genética que incluya la regiéon
codificante de NaSIPP en el vector de clonacion pGEM vy

transformar células electrocompetentes de E. coli.

e Realizar la construccion de la region codificante de NaSiPP

fusionada a la proteina verde fluorescente (GFP).

e Transformar con la construccion anterior explantes de hoja de

A. thaliana.
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e Obtener una expresion estable de NaSiPP::GFP vy
pEarly103::NaSiPP en A. thaliana.

e Analizar la localizaciéon subcelular in vivo por microscopia

confocal de la proteina NaSiPP en polen y tubos polinicos de

A. thaliana.

4. METODOLOGIA

4.1 Construccion de NaSiPP en el vector de clonacion
pPGEMP®-T Easy Vector:

La secuencia codificante NaSIPP se recuperd de una biblioteca de cDNA
previamente construida (referida en la introduccién), para lo que se

disefiaron cebadores (primers) especificos.

Estos primers se disefiaron tomando en cuenta la secuencia del gen
NaSiPP por medio del programa PRIME3 (Tabla 1), esto con el fin de
afadirle por medio de técnicas de PCR en el extremo 5~ la secuencia de
corte que reconoce la enzima de restriccion Ncol y en el extremo 37 la

secuencia que reconoce la enzima BamHlI.

Tabla 1. Secuencia de los primers disefiados para NaSiPP
Disefo de primers
FNcoI21 5'CATGCCATGGATGGCCTACACACACAACTCTTCCCGG 3'

RSIPPnocodon 5'GGATCCCGCTTGGCAGGGGCAGGTGGAGCTGCAC 3'
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La reaccion de PCR se realizé utilizando la enzima polimerasa Jump

Star Mix® de Clontech® bajo las siguientes condiciones;

Tabla 2. Reaccion de PCR para NaSiPP

Reactivo Volumen (pL)

cDNA N. alata 1

Jump Star Mix® 2X 5
Oligo FNcoI21 10puM 1
Oligo RSIPPnocodon 10puM 1
Agua estéril 2

Total 10

Y con el programa de amplificacion siguiente;

Tabla 3. Condiciones del programa de amplificacion BioRad T100™Thermal Cycler

Proceso Temperatura (°C) Tiempo
Desnaturalizacion inicial 95 5 min
Desnaturalizacion 95 30 segundos
Alineamiento 58 1 min
Extension 72 2 min
Extension final 72 5 min
Incubacion 4 25 min

La amplificacion del producto se realizé por 35 ciclos en el equipo
BioRad T100™ Thermal Cycler.
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Después, se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1% (p/Vv)
para comprobar el producto de PCR de NaSiPP (—1000 bp), y purificar la
banda directamente del gel por medio del kit Zymoclean Gel DNA
Recovery® (Apéndice A).

El vector pGEM®-T Easy Vector de Promega® ya viene abierto por lo
que no se realizé ninguna digestion previa para la reaccion de ligado con
NaSiPP, el inserto entrara en el sitio de clonacion multiple entre los sitios
Ncol y BamHI (Fig. 1).
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Figura 1. Mapa del vector pGEM®-T Easy Vector de Promega®

Las condiciones de la reaccion de ligado fueron;

Tabla 4. Reaccion de ligado entre NaSiPP y pGEM®-T Easy Vector

Reactivo ‘ Volumen (pL)

NaSiPP Ncol/BamHI 3
PGEM Ncol/BamHI 1
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T4 DNA ligasa 3u/pL

Buffer Promega 2x 5
Total 10

La reaccion referida en la tabla 3, se incub6 a 4°C durante toda la noche.
Con 10pL de la reaccion de ligado se transformaron células
electrocompetentes de E. coli DH5a mediante electroporacion en el
Micropulser™ Electroporation Apparatus de BIORAD® (Apendice B).
De las colonias que se desarrollaron se eligieron dos de color blanco y se
crecieron en medio LB liquido con ampicilina (100 pg/mL) a 37°C/12 h.
Una vez que las bacterias crecieron, se purifico el DNA por medio del
sistema Zymoclean™ miniprep kit (Apendice C). El DNA plasmidico
gue se obtuvo se cuantifico via NANO DROP 2000c Thermo Scientific®,

dando una concentracion de 166.7 ng/uL.

Para asegurarse que las células transformantes elegidas contengan la
construccion pGEM:NaSiPP se realiz6 un ensayo de restriccion con las

enzimas Ncol/BamHI y las condiciones de la reacciéon fueron;

Tabla 5. Ensayo de restriccion para pGEM:NaSiPP

Reactivo Volumen (L)

DNA plasmidico pGEM:NaSiPP 3
Enzima NcoI 0.5
Enzima BamHI 0.5
NEBuffer 3 10X 1
BSA 10X
Agua estéril 4
Total 10
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Esta reaccion se incubé a 37°C por 2.5 h. Nuevamente, se separ6 la

digestiéon por electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v).

Ademas de la electroforesis, se realiz6 un ensayo de PCR bajo las
condiciones previamente descritas (Tabla 2 y 3) para corroborar que el

inserto se haya ligado al vector.

4.2 Construcciéon de NaSiPP en el vector pNGC y
pEarleyGate 103:

Estos vectores previamente transformados en el laboratorio, se
encontraban dentro de células competentes E. coli DH5a por lo que, se
cultivaron las bacterias en medio liquido LB adicionado con los respectivos
antibidticos (Fig. 2) a 37°C por 24 h. Posteriormente, se extrajo el DNA
plasmidico (Apéndice C) con el fin de someterlo a un ensayo de restriccion

para comprobar que sean los vectores referidos.



26

P ;mu promoter

pEarleyGate 103
12,411 bp

Figura 2. Mapa de los vectores de localizacion subcelular. A) Vector pEarleyGate103
con resistencia a kanamicina y promotor CaMV 35S. B) Vector pNGC con resistencia a

ampicilina y promotor especifico de polen NTP303.

Por medio del programa Serial Cloner se predijeron el nUmero y tamafio
de bandas (Fig. 3);
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Figura 3. Simulacién en gel de agarosa 1% (p/v) del ensayo de restriccion. a) Corte

del vector pNGC Aatll/Bsal. b) Corte del vector pEarleyGatel03 Sacl/Ncol.
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Las condiciones de la reacciébn con enzimas de restriccion fueron las

siguientes;

Tabla 6. Ensayo de restriccion para pNGCy pEarleyGate103

pPNGC pEarleyGatel103

Reactivo Volumen (L) Reactivo Volumen (pL)
Vector pNGC 5 Vector pEarleyGate103 5
Buffer Cut Smart 10X 1.5 Buffer Cut Smart 10X 1.5
Aatll 0.5 Sacl 0.5
Bsal 1 Ncol 1
Agua estéril 7 Agua estéril 7
Total 15 Total 15

La incubacion fue a 37°C por 1.5 h. Pasado ese tiempo, se fraccionaron

en un gel de agarosa 0.75% (p/v) por 40 minutos a 95 V.

Teniendo confirmada la construccion pGEM:NaSiPP, el siguiente paso
consistié en ligar a NaSiPP en los vectores de localizaciéon subcelular
(unién a GFP) pNGC y pEarleyGatel103. Con la extraccion del DNA
plasmidico pGEM:NaSiPP, se realiz6 un ensayo de PCR para amplificar la
banda de interés (—1000 bp) y recuperarla directamente del gel con el

sistema Zymoclean Gel DNA recovery (Apendice A).

El vector pNGC se traté con el par de enzimas Ncol/BamHI segun las
condiciones de la tabla 5 a 37°C por 2.5 h. Después se efectud la reaccion
de ligado para unir NaSiPP con pNGC bajo las condiciones que se detallan

en la tabla 4 dejando reposar a 4°C por 24 h.
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Figura 4. Ejemplo grafico de las construcciones en vectores de localizacién subcelular

En el caso de la construccion pEarleyGatel103:NaSiPP, esta se hizo
mediante recombinacion por medio del sistema Gateway ocupando un
vector destino (pEarlyGate 103), el inserto de DNA y la enzima Clonasa

II dejando la reaccion una hora a 24°C.

4.3 Transfomacion de células electrocompetentes E. coli
DH5a con las construcciones pNGC:NaSiPP y
pEarleyGate103:NaSiPP:

Con el fin de preservar y clonar las construcciones, se insertaron por
medio de electroporacién en células electrocompetentes E. coli DH5a
(Apéndice B).

Las células transformantes se sembraron en placas de medio LB

suplementado con los antibidticos requeridos para cada vector.

Se seleccionaron tres colonias por construccién para crecerlas en medio
liquido LB/antibidticos a 37°C por 24 h. Después se purifico6 el DNA
plasmidico (Apendice C) para someterlo, nuevamente, al ensayo de
restriccion y PCR. Se cuantificaron estos extractos via NANO DROP 2000c

Thermo Scientific® obteniéndose las siguientes concentraciones;
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Tabla 7. Cuantificacion via NaNo Drop de las muestras extraidas del cultivo de E. coli

DH5a en medio liquido.

PNGC:NaSiPP 161.5

pEarleyGate103:NaSiPP 104.3

En el caso de la construccion pEarleyGate103:NaSiPP no se realiz6 el
corte con enzimas de restriccion porque el método de ligacion fue por

recombinacién, solo se confirmoé la presencia del inserto por PCR.

Las condiciones de los ensayos de PCR y restriccion estan referidas en la
tabla 8. Para el caso de la construccion pNGC:NaSiPP, se digirié 1 ug de
DNA con 20 unidades de enzima de restriccion cuidando que la suma de
las dos enzimas no sea mayor al 10% del volumen total de la reaccion,

se incubd por 1.5 h a 37°C.

Tabla 8. Condiciones de los ensayos de PCR y restriccion

PNGC:NaSiPP pEarleyGate103:NaSiPP pNGC:NaSiPP
Reactivo Volumen Reactivo Volumen Reactivo Volumen
(uL) (uL) (uL)
DNA plasmidico 02 DNA 1 DNA 6.2
. plasmidico
plasmidico
Jump Star Mix® 5 Jump Star 5 Buffer Cut 3
. Smart 10X
2X Mix® 2X
Oligo FNcoI21 95  Oligo FNcol21 1 Ncol 2
i10pM 10uM
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Oligo Oligo
0.5 1 BamHI 1
RSIPPnocodon RSIPPnocodon
10uM 10uM
Agua esteril 35 Agua estéril g Agua 17.8
estéril
Total 10 Total 10 Total 30

Una vez que se comprobd que las construcciones fueran correctas, se
procedi6 a la transformacion de células electrocompetentes de

Agrobacterium tumefaciens PGV2260.

4.4 Transformacion de células electrocompetentes de A.
tumefaciens con las construcciones pNGC:NaSiPP y
pEarleyGatel103:NaSiPP:

El siguiente paso es la transformacion por medio de electroporacion de
A. tumefaciens ya que, esta bacteria por medio de su mecanismo de
infeccion, es capaz de insertar DNA exégeno en tejidos vegetales

(Valderrama et al., 2005).

Se transformaron células electrocompetentes A. tumefaciens PGV2260
(Apendice D) con las construcciones mencionadas. Posteriormente, se
sembraron por duplicado en placas LB/Rifampicina/antibiéticos (para
cada uno de los vectores), cabe mencionar que de manera natural las
cepas de A. tumefaciens cuentan con resistencia a rifampicina por lo que,
aunado al gen de resistencia de cada vector, se ocupa como marcador
gen ético para la seleccion de transformantes. La concentracion final de
estos antibidticos fue de 100 pg/mL y las placas se incubaron a 28°C

durante 48 h. Pasado ese tiempo, se tomo de cada una de las placas dos
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colonias aisladas para crecerlas en medio liguido
LB/Rifampicina/Antibioticos bajo las mismas condiciones de incubacion

previamente descritas.

Dado que A. tumefaciens, presenta una numero bajo de copias, el DNA
plasmidico se extrajo por medio del sistema GeneAll® Hybrid-Q™
Plasmid Rapidprep (Apendice E), que es recomendado para este tipo
de problemas. EI DNA plasmidico se cuantifico via NANO DROP 2000c

Thermo Scientific®, obteniéndose los siguientes resultados;

Tabla 9. Cuantificacion via NaNoDrop de las muestras extraidas del cultivo de A.

tumefaciens en medio liquido.

Muestra Concentracion (ng/pL) ‘
PNGC:NaSiPP 97.2
pEarleyGate103:NaSiPP 75.8

El tratamiento de las muestras fue el mismo que se realiz6 para E. coli,
donde solo cambian las concentraciones de los reactivos en los ensayos
de PCR vy restriccion quedando de la siguiente manera (tabla 10);
recordar que el programa de amplificacion es el que se indica en la tabla
3, nuevamente el ensayo de restriccion solo se aplicé a la construccion
pNGC:NaSiPP incubando a 37°C por 2 horas. Acabado el proceso, las

muestras se corrieron en una electroforesis al 1% agarosa (p/v).
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Tabla 10. Condiciones de los ensayos de PCR y restriccion

pNGC:NaSiPP pEarleyGate103:NaSiPP pNGC:NaSiPP
Reactivo Volumen Reactivo Volumen Reactivo Volumen
(uL) (bL) (pL)
DNA plasmidico 0.2 DNA 1 DNA 6.2
. plasmidico
plasmidico
Jump Star Mix® 5 Jump Star 5 Buffer Cut 3
. Smart 10X
2X Mix® 2X
Oligo FNcoI21 25  Oligo FNcol21 1 Ncol 2
i0pM 10uM
Oligo Oligo
0.5 1 BamHI 1
RSIPPnocodon RSIPPnocodon
10pM 10uM
Agua estéril 3.5 Agua estéril 2 Agua 17.8
estéril
Total 10 Total 10 Total 30

Como paso adicional, el plasmido extraido de A. tumefaciens
(pNGC:NaSiPP y pEarleyGate103:NaSiPP) se mandd a secuenciar a la
unidad de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBT), UNAM, con
el primer forward para la secuencia codificante de NaSiPP en los dos
casos, y asi corroborar que la secuencia se encontraba en marco de

lectura y la traduccién se diera de manera correcta.
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4.5 Infeccion y transformacion de plantas tipo silvestre
de A.thaliana via A. tumefaciens.

El método de transformacioén elegido fue Floral-Dip (Davis, 2009), salvo
algunas variantes para ajustarlas a las condiciones que se requerian en

el experimento.

Cultivo de las células transformantes de A. tumefaciens:

Se cultivaron las células transformantes (pNGC:NaSiPP vy
pEarleyGate103:NaSiPP), de A. tumefaciens en medio liquido
LB/Rifampicina/Antibioticos, en un volumen de 5 mL a modo de
precultivo, se incubd a 28°C durante 48 h. Posteriormente, se tomaron
50 pL del precultivo y se adicionaron a 40 mL de medio liquido
LB/Rifampicina/Antibioticos y se incubaron a 28°C hasta alcanzar una

DOeoonm= 1-1.5, normalmente de 2 a 3 dias de incubacion.

Preparacion de las plantas de A. thaliana:

Las plantas A. thaliana se mantuvieron en el invernadero con una
temperatura de 22°C-25°C y fotoperiodo de 16 h luz por 8 de oscuridad.
Se cortaron las inflorescencias para favorecer el crecimiento del tejido

durante 3 semanas y que se multiplicaran los botones florales.
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Método de transformacion Floral-Dip:

El cultivo se centrifugo y resuspendié en una solucion de sacarosa al 5%
con 0.05% del detergente silwet L-77. En esta solucidon se sumergieron
las plantas A. thaliana hasta la roseta por 2 minutos. Después, se
regresaron a las condiciones de invernadero previamente descritas y se

regaron durante 5 semanas hasta la formacion de silicuas.

Recoleccidn y esterilizacion de semillas transformantes:

Una vez que se formaron las silicuas, se detuvo el ciclo de riego hasta la

sequedad y se recolectaron las semillas.
Se desinfectaron bajo el siguiente proceso; lavado de 5 minutos con una

solucion de cloro al 2% y Tween-80 (0.01%), seguido de tres lavados

cada uno con agua estéril por 1 minuto.

Germinacion de semillas transformantes de A. thaliana:

Se realizé en placas con medio MS adicionado con el herbicida BASTA

(5mg/mL) como marcador genético (Harrison, et al; 2006).
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Figura 5. Esquema del proceso general para la germinacion de semillas de A. thaliana
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Crecimiento y mantenimiento de las plantas transformantes de A.
thaliana:

Después de la seleccion de las transformantes, se pasaron a suelo y se
mantuvieron a 22-25°C con luz continua para favorecer el crecimiento
con ciclos de riego 4 veces por semana. Una vez que alcanzaron cierta
altura, el fotoperiodo se fijé en 16 h luz por 8 h de oscuridad hasta la
formacion de flores. Una vez por semana, las plantas se regaron con

solucion de micronutrientes Hoagland 1X (Apéndice).

Analisis de plantas transformantes por PCR directo de hoja:

Las plantas transformantes se confirmaron por PCR y por medio del
sistema Phire Plant Direct PCR Kit®Thermo Scientific™ (Apendice F) el
cual consiste en tomar un pequefio disco (0.5 mm) de hoja con el
aplicador y agregarlo al medio de reaccion. Las condiciones de la reaccion

fueron las siguientes:

Tabla 11. Condiciones de la reaccion de PCR directo de hoja

de A. thaliana transformantes.

Reactivo Volumen (L) ‘
Phire Hot Start II DNA polimerasa 0.4
Primer FNcoI21 1.5
Primer RSIPPnocodon 1.5
Tejido 0.5 mm
Phire Plant Buffer 2X 10
Agua 6.6
Total 20
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Con el siguiente programa de amplificacion;

Tabla 12. Condiciones del programa de amplificacion BioRad T100™Thermal Cycler

para el PCR directo de hoja de A. thaliana transformante

Proceso Temperatura (°C) Tiempo

Desnaturalizacion inicial 98 5 min
Desnaturalizacion 98 5 seg
Alineamiento 58 5 seg
Extension 72 20 seg
Extension final 72 1 min
Incubacion 4 25 min

Las muestras se cargaron en un gel de agarosa 1.5% (p/v) para

electroforesis a 100 V por un periodo de una hora.

4.6 Analisis por microscopia confocal de tubos polinicos de
A. thaliana:

Con el fin de analizar y localizar la proteina fusionada NaSiPP-GFP que se
genera a partir de las dos construcciones (pNGC:NaSiPP 'y
pEarleyGate103:NaSiPP) se recolectdé y germind (in-vitro) polen de las
flores de plantas transgénicas para después observarlas en el microscopio

confocal.
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Recoleccion erminacion in vitro de granos de polen de plantas

transgénicas A. thaliana.

Teniendo la primer generacion de plantas transgénicas, se recolectaron

las flores para germinar el polen in vitro.

Pistilo

Anteras

Sépalos

P
O
>
&
o

Pétalos

Arabidopsis thaliana

Figura 6. Esquema de la flor de A. thaliana.

Para esto se tomé la flor completa y con unas pinzas se retiraron los

pétalos dejando solo el pistilo con las anteras (Fig. 6).

Simultaneamente, se prepararon portaobjetos con el siguiente medio

semisodlido de germinacion;

Tabla 13. Composicion del medio de germinacion para polen de A. thaliana.

Solucion Madre Concentracion final

H3BO3 1.62 mM
CacCl 5 mM
KCI 5 mM
MgSO4 8 mM
Sacarosa 10%
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Se adiciono agarosa para una concentracion final de 0.7% (p/v). La
solucion se calenté a 95°C en bafio maria hasta disolver por completo la
agarosa y se tomaron 400 pL de la solucion para formar una capa delgada

sobre el portaobjeto.

— Medio con agarosa

Portaobijetos
Fig 7. Imagen representativa del medio semisdlido de germinacion in-vitro

Con las anteras previamente recolectadas, se toco la superficie del medio
semisodlido para colocar granos de polen en diversas zonas de la placa y

se depositaron en la cAmara hiumeda por una hora para sincronizarlos.

Dado que la expresion del promotor NTP303 es fuerte entre 3-5 horas de
germinacion (Weterings et al., 1992), se eligieron dos tiempos para

comparar, uno de dos horas y el segundo de cuatro horas.

La incubacion se realiz6 en cAmara humeda y en oscuridad a 22°C. Una
vez cumplido el tiempo se retir6 el portaobjetos de la cAmara y se observé

el crecimiento de los tubos polinicos en el microscopio.

La placa con cubreobjetos se observé en el microscopio confocal con el

filtro para GFP a un aumento de 40X.
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5. RESULTADOS

5.1 Construccion de NaSiPP en el vector de clonacion
pPGEM®-T Easy Vector:

La clonacion de la secuencia codificante NaSiPP se realizG6 en un vector
multicopia comercial de segunda generacién llamado pGEM®-T Easy
Vector, que tiene como peculiaridad la insercibn de la secuencia
codificante para B-galactosidasa en el sitio de clonacién multiple (Robles,
1994), esto provoca que las colonias transformantes sean de color blanco
mientras que, las no transformantes se tornen a un color azul. El medio
es suplementado con X-Gal que justamente es el reactivo que provoca
los cambios de color porque, si la secuencia de B-galactosidasa se
encuentra interferida por el inserto de interés, esta no se sintetiza y no
degradaria a X-Gal provocando la ausencia de color, al contrario; si el
inserto de interés no interrumpe la sintesis de B-galactosidasa esta

degrada a X-Gal y las colonias se vuelven azules.

Con los oligonucledtidos disefiados (tabla 1), se amplifico la secuencia
codificante de NaSiPP proveniente del DNA gendmico de N. alata (especie
auto-incompatible) agregando sitios de corte para las enzimas de
restriccion Ncol y BamHI en la direcciéon 5’-3’ respectivamente. En la

figura 7 se muestra el resultado del ensayo de PCR.

En este ensayo se utiliz6 como control negativo el agua para corroborar

que no se amplifique algo inespecifico.



40

DNA gendémico
N. alata

M C- C+ A

1000 bp
750 bp

Figura 8. Ensayo de PCR para amplificar a NaSiPPde DNA gendémico de N. alata.M: Marcador 1 Kb New
England Biolabs,
C-: Agua, C+: eGFP, A: NaSiPP

Como control positivo, se amplificé la secuencia codificante de la proteina
reportera GFP que esta contenida en el vector pEarleyGate103:NaSiPP y
dio como resultado una banda de tamafno aproximado a 750 bp. La banda
correspondiente a NaSiPP se presenta alrededor de 1000 bp, la cual se
cortd para ligarla al vector de clonacion multiple y transformar células
competentes E. coli DH5a. Dado que el vector pGEM®-T Easy por su
cualidades permite seleccionar a las colonias transformantes por color
(blancas transformantes, azules solo con resistencia a antibidticos), se
tomaron para crecerlas en medio liquido aquellas que presentaran una

tonalidad blanca por su incapacidad para producir B-galactosidasa.
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Digestion
PCR PGEM:NaSiPP
PGEM:NaSiPP

M H20 C- C+ A

1000 bp

1000 bp

Figura. 9. Resultados de ensayos de PCR y restriccion de la construcciéon pGEM:NaSiPP del plasmido extraido
de células transformantes E. coli DH5a. 1) Reaccién de PCR, (M) Marcador 1 kb NEB, (HO) Agua, (C-) plasmido
PGEM vacio, (C+) DNA gendmico de N. alata, (A) Construccion pGEM:NaSiPP. 2) (M) Marcador 1 kb NEB, (A)
Construccion pGEM:NaSiPP sin digerir, (B) y (C) Construccién pGEM:NaSiPP tratado con Ncol/BamHI.

Del cultivo liquido se extrajo el plasmido para someterlo a un ensayo de
PCR y restriccion para asegurarse que NaSiPP se encontraba ligado al
vector. Como se muestra en la figura 8, la banda correspondiente a 1000

bp es NaSiPP en ambos geles.

En el panel de la izquierda (Fig 8a) se observa el ensayo de PCR de la
construccion pGEM:NaSiPP, mientras que, en el panel derecho (Fig 8b) se

aprecia el corte con enzimas de restriccion de la construccién citada.

En dicha imagen se observa la banda correspondiente a pGEM:NaSiPP sin

digerir (Fig 8b carril A) que se utiliza a modo de control, seguido de los
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cortes con Ncol/BamHI (Fig 8b carril B-C) liberando la banda de 1000 bp

que corresponde a NaSiPP.

Al comprobarse por dos métodos que la construccidén se habia realizado
de manera correcta, el siguiente paso consistié en la clonacion de NaSiPP

en los vectores de localizacion subcelular.

52 Construccion de NaSiPP en el vector pNGC vy
pEarleyGate103:

El pldsmido pNGC es un vector basado en pUC19, que presenta en el
amino terminal la fusion a GFP bajo el control del promotor especifico de
polen NTP303 (Fig. 2b).

El promotor NTP303 es parte de una familia de 5 miembros (NTP101, 201,
302, 303 y 805). Dichos genes estan regulados tanto a nivel
transcripcional como traduccional y son detectables de manera abundante
en etapas maduras del polen (Weterings et al., 1992), cabe destacar que
el promotor NTP303esta fuertemente regulado entre las tres y cinco horas
de germinacion in vitro (Weterings et al., 1995). Ademas, se conoce que
la deteccidn solo se da hasta la germinacion y crecimiento del tubo
polinico (Groot et al., 2004) y que su silenciamiento provoca un
crecimiento deficiente de los tubos polinicos y la fertilizacibn no se
efectia. Por estas razones se eligioé al vector pNGC para llevar a cabo la
localizaciéon por que tanto NTP303 como NaSiPP son genes que se

expresan exclusivamente en el polen.

El vector pEarleyGate103, contiene el promotor 35S del virus del mosaico

de la coliflor (CaMV 35S). La caracteristica mas importante del promotor
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es su capacidad de expresarse en varios organos y etapas del desarrollo
de una planta. El clonar el gen NaSiPP en este vector, tuvo como finalidad
obtener un control positivo de la expresion porque se espera que la

proteina fusionada (NaSiPP-GFP) se observe en varios tejidos de la planta.

Como se menciond, estos vectores ya se encontraban en células E. coli
DH5a por lo que se crecieron en medio liquido para después obtener el

plasmido y trabajar con él.

Para tener la certeza de que se tenian los vectores, estos se trataron con
enzimas de restriccion. Por medio del programa Serial Cloner se
buscaron en la secuencia de cada uno de los vectores dos sitios de corte
unicos para obtener dos fragmentos, este programa también da un
aproximado del tamafo de cada uno de los fragmentos que se generan
por el corte.

Digestion
PNGC y pEarleyG ate103

M A B C D

10000 bp
8000 bp

3000 bp
2500 bp

1000 bp
750 bp

Figura 10. Digestién de los vectores de localizacion subcelular.
(M) Marcador 1kb NEB, (A) pEarleyGate103 sin digerir, (B) pEarleyGate 103 Sacl/Ncol,
(C) pNGC sin digerir, (D) pNGC Aatll/Bsal



44

Para el caso del vector pNGC, el software predijo dos sitios de corte Unicos
dados por Aatll/Bsal con un tamarfio aproximado de 966 bp y 3288 bp,
respectivamente. En cuanto al vector pEarleyGatel03, el sitio de corte
Unico esta delimitado por Sacl/Ncol produciendo dos fragmentos con
tamano de 9104 bp y 3307 bp aproximadamente. Como se aprecia en la
figura 9, las bandas en el gel de agarosa estan a la altura predicha para

cada corte (Fig.3).

Teniendo confirmada la presencia de los vectores, se ligd a ellos la
secuencia codificante de NaSiPP, para después transformar células

electrocompetentes E. coli DH5a.

Nuevamente la confirmacion de las construcciones se dio por ensayos de
PCR y con enzimas de restriccion. Este ultimo no aplica para la
construccion pEarleyGate103:NaSiPP dado que el inserto entré por

recombinacion y no existe la presencia de sitios de corte.

a b

PCR
PNGC :NaSiPP y pErleyG ate103

M cC- C+ A B

Digestion
pNGC:NaSiPP

M C- A B C

1000 bp 1000 bp

Figura 11. Ensayos de PCR y restriccion del plasmido extraido de E. coli DH5a.
Reaccién de PCR, (M) Marcador 1kb NEB, (C-) pNGC vacio,

(C+) pGEM:NaSiPP, (A) pNGC: NaSiPP, (B) pEarleyGate103:NaSiPP

2) Ensayo de restriccion, (M) Marcador 1kb NEB, (C-) pNGC vacio Ncol/BamH]I,
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(A) pNGC:NaSiPP sin digerir ,(B) pNGC:NaSiPP Ncol/BamHI cultivo 1,
(C)pNGC:NaSiPP Ncol/BamHI cultivo 2

Nuevamente se extrajo el plasmido de cultivos de bacterias
transformantes y se realizd un ensayo de electroforesis en un gel de
agarosa 1% (p/v). En la figura 10a correspondiente al ensayo de PCR, se
aprecia la banda de 1000 bp para ambas construcciones, como control
negativo se utilizé el vector pNGC vacio para corroborar que con los
primers disefiados no se amplifiguen zonas del vector diferentes al
inserto. La figura 10b muestra el corte con Ncol/BamHI para la
construccion pNGC:NaSiPP contenida en dos cultivos diferentes de células
E. coli DH5a transformantes, la banda correspondiente a NaSiPP (—1000
bp) vuelve a aparecer confirmandose que la construccion estad bien
realizado, en este caso el control negativo fue nuevamente el vector pNGC
que se digirié con las mismas enzimas (Ncol/BamHI) y comprobar que no
se cortd en sitios diferentes a los que flanquean el inserto. Con estos
plasmidos confirmados se transformé finalmente a las cepas de A.

tumefaciens.

5.3 Transformacion de células electrocompetentes de A.
tumefaciens con las construcciones pNGC:NaSiPP y
pEarleyGate103:NaSiPP:

La capacidad de estas bacterias para poder insertar una parte de su
material genético en el genoma vegetal esta mediado por el ADN-T
localizado en el plasmido Ti (plasmido inductor de tumor), que ademas
contiene los genes vir que son necesarios para la transferencia e
incorporacion del fragmento de ADN en el genoma de la planta

(Valderrama et al., 2005). Para que A. tumefaciens pueda infectar a las
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plantas estas deben tener la presencia de exudados causadas por heridas
y que ademas promueven la activacion transcripcional de los genes vir
(Winans et al., 1994). Los sensores proteicos identificados vir A y vir G
reaccionan con esto exudados, el primero de manera directa o indirecta
con compuesto fendlicos como la lignina (Stachel et al., 1985) y la
segunda es fosforilada por vir A y permite la transduccion de sefnales que
activan los genes vir (Jin et al., 1990) al final este tipo de interacciéon es
quimiotéxica. La infeccidén de las plantas es un proceso largo y laborioso
debido a las condiciones de esterilidad en las que se tiene que manejar
todo el material ademas factores como la edad de la planta, el tipo de
tejido a transformar, el tiempo y las condiciones de luz asi como el
periodo de precultivo de la bacteria son factores cruciales para el éxito
de la transformacion (Grevelding et al., 1993; Salas et al., 2001; Ko et
al., 2003).

Una vez que se transformaron las células de A. tumefaciens, se les extrajo
DNA plasmidico para someterlo a los mismos ensayos previamente

descritos.

a b Digestion
PNGC:NaSiPP

PCR M A B
PNGC:NaSiPP y pEarleyG ate103:NaSiPP

M H:0 C- C+ B C

1000 bp 1000 bp)
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Figura 12. Ensayos de PCR y restriccion del plasmido extraido de A. tumefaciens.
Reaccion de PCR, (M) Marcador 1kb NEB, Agua,
(C-) pNGC vacio, (C+) pNGC: NaSiPP de E. coli DH5a, (B) pNGC:NaSiPP,
(C) pEarleyGate103:NaSiPP.2) Ensayo de restriccion, (M) Marcador 1kb NEB, (A) pNGC:NaSiPP Ncol/BamH]I,(B)
pNGC:NaSiPP sin digerir.

En la figura 1la, se vuelve a presentar la banda de 1000 bp
correspondiente a NaSiPP para ambas construcciones (carril By C). Los
controles utilizados fueron agua, vector pNGC vacio como negativo y por
ultimo DNA plasmidico pNGC:NaSiPP de cultivos E. coli DH5a como
positivo. A su vez, se muestra el ensayo de restriccion (Fig. 11b) para las
construccion pNGC:NaSiPP extraido de cultivos A. tumefaciens
transformantes, donde se puede observar que la digestion liberd el

inserto de 1000 bp correspondiente a la secuencia codificante de NaSiPP.

El plasmido extraido se secuencié con el fin de corroborar que la
secuencia NaSiPP estuviera en marco de lectura y no se tuvieran

problemas en la traduccién de la proteina en el modelo bioldgico.
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Figura 12. Alineamiento a nivel de aminoacidos de la secuencia original de NaSiPP con las resultantes de la
secuenciacion. Arriba: NaSiPP con pEarleyGate103:NaSiPP. Abajo: NaSiPP con pNGC:NaSiPP.

Los alineamientos mostrados en la figura 12, muestran que en los dos
casos, la secuencia original de NaSiPP es conservada a nivel de
aminoacidos contra los resultados de la secuenciacion de NaSiPP en el
vector pEarleygatel103:NaSiPP (Fig. 12 arriba) y pNGC (Fig. 12 abajo).
Esta es considerada como la prueba final previo a la infeccién de las

plantas con A. tumefaciens.
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5.4 Infeccidon y transformacion de plantas tipo silvestre
de A.thaliana mediante A. tumefaciens.

Con las cepas de A. tumefaciens que contienen a las construcciones
previamente descritas se transformaron las plantas por el método floral
dip que consiste en la inmersion de los botones florales de A. thaliana
hasta la roseta en una solucion con las bacterias transformantes. Las
plantas se sometieron a un foto periodo 16 h luz con 8 h de oscuridad
durante una semana Yy ciclos de riego cada tercer dia. Las plantas se
observaron hasta la formacion de silicuas, justo en ese momento se
detuvo el riego y se esperd a que se secaran naturalmente las plantas

para la recoleccion de las semillas provenientes de las silicuas.

Cumplido el proceso, se germinaron las semillas transgénicas en placas
MS adicionadas con BASTA, un herbicida que sirvi6 como marcador
genético para seleccionar a las transformantes que mantuvieron el color
verde, mientras que los falsos positivos empezaron a tornarse de un color
verde claro indicando que el herbicida estaba ejerciendo su efecto y que
dichas plantulas no poseian el gen de resistencia a BASTA por tanto no

estaban transformadas.

Las plantulas que presentaban hojas verdaderas se pasaron a suelo para

su crecimiento individual hasta la formacion de las flores en antésis.

El porcentaje de transformacion se determind por esta féormula:
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» Plantulas que sobrevivieron
%Transformacion = — - - * 100
Numero de Semillas que germinaron

Férmula 1. Calculo del porcentaje de transformacion de la germinacién de

semillas de A. thaliana cultivadas en placas con medio MS

En la formula 1 se detallan los parametros para el calculo del porcentaje
de transformacion de las semillas que germinaron y sobrevivieron al
tratamiento con BASTA por un periodo de 7 dias (Fig. 5), cabe destacar
que esta formula solo indica la cantidad de plantas que adquirieron el gen
de resistencia y no necesariamente las que contienen en su genoma la

secuencia de NaSiPP.

En la placa que contenia las plantas transformadas con la construccion
pEarleyGate103:NaSiPP se contabilizaron 98 plantulas al término de la
germinacion y al final solo sobrevivieron 27 por lo que aplicando la
formula 1 da un 27.6% de transformacion. Aplicando el mismo
procedimiento para la transformacion con pNGC:NaSiPP al principio se
tenian 114 plantulas, de las cuales solo 36 se mantuvieron vivas por lo

que se alcanza un 31.5% de transformacion.

Siguiendo los ciclos de temperatura, luz y riego descritos en la
metodologia, se esper6é a que las plantas generaran mas tejido para
someterlas al monitoreo mediante PCR y buscar amplificar la secuencia
de NaSiPP en el DNA gendmico de las plantas y asi discernir entre las
plantas con el inserto y las que son falsos positivos. Mediante el sistema
Phire Plant Direct PCR Kit®Thermo Scientific” se llevaron a cabo
reacciones de PCR (Fig. 13) para contabilizar el niumero de plantas que

contenian el inserto y continuar su crecimiento.
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PCR
PNGC:NaSiPP y pEarleyG ate103:NaSiPP
de hojas de Arabidopsis thaliana

Mr C+ C- Wtl-Wt2- Wtul Wtu2 a

1000 bp

Figura 13. Ensayo de PCR directo de hoja de plantas A. thaliana.(Mr) Marcador 1kb NEB,

(C+) pEarleyGatel03:NaSiPP, (C-) pEarleyGatel03 vacio, (Wtl-) hoja de planta tipo
silvestre con primers para NaSiPP, (Wt2-)hoja de planta tipo silvestre con primers para
GFP (Wtul)hoja de planta tipo silvestre con primers para ubiquitina, (Wtu2)hoja de
planta tipo silvestre con primers para ubiquitina, (a-f) hojas de plantas transformantes
pPNGC:NaSiPP con primers para ubiquitina, (k-1) hojas de plantas transformantes
pEarleyGate103:NaSiPP con primers para ubiquitina, (m-s) hojas de plantas
transformantes  pNGC:NaSiPP con primers para NaSiPP,(t-y) hojas de plantas
transformantes pEarleyGatel03:NaSiPP con primers para NaSiPP.



53

La figura 13 es un ejemplo de los ensayos de PCR que se hicieron para la
seleccion de las plantas. Los controles que se tomaron en cuenta para
este experimento fueron los habituales (amplificar directamente del DNA
plasmidico a NaSiPP) y ademas, la incorporacion de plantas tipo silvestre
(Wt) que no estuvieron sometidas al proceso floral dip para descartar
que dentro del genoma propio de A. thaliana no existieran secuencias
parecidas al inserto de interés, tal es el caso de los controles Wtl- y wt2-
(primers para NaSiPP y GFP, respectivamente). Otro control utilizado fue
amplificar la banda correspondiente a la ubiquitina (secuencia altamente
conservada en las plantas) de aproximadamente 300 bp, esto con el fin
de constatar que el DNA gendmico del disco de hoja se encontraba en

buen estado.

Nuevamente se calcul6 el porcentaje de transformacién ahora llamado de
incorporacion (tomando en cuenta la cantidad de plantas que dieron
positivo en el ensayo de PCR directo de hoja y que contienen la secuencia

de NaSiPP) por la siguiente formula;

y Numero de plantulas positivas PCR
%Incorporacion = — ~ * 100
Numero de plantulas transformantes

Formula 2. Calculo del porcentaje de incorporacion de la secuencia de NaSiPP

en plantas de A. thalianacon resistencia a BASTA

Con la formula dos se obtiene el numero en porcentaje de las plantas que
contienen a NaSiPP en su genoma, para la construccion
pEarleyGate103:NaSiPP de las 27 plantas que presentaron resistencia a
BASTA, solo fueron positivas en el ensayo de PCR 8, por lo que, el

porcentaje de incorporacion es del 22%. De 36 plantas infectadas con la
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construccion pNGC:NaSiPP y que presentaron resistencia a BASTA, 15
resultaron positivas para la amplificacion de NaSiPP dando como resultado

el 42% de incorporacion del inserto en el genoma de A. thaliana.

5.5 Analisis por microscopia confocal de tubos polinicos
de A. thaliana

Figura 14. Tubos polinicos de A. thaliana silvestre. Arriba: tubos polinicos silvestres de 2 horas de
germinacion a 22°C. Abajo: tubos polinicos silvestres de 4 horas de germinacion a 22°C, el brillo de color

verde se debe a la emision natural de la hexina.

Todo el polen colectado se germind en el medio referido en la tabla 13 y
de acuerdo a la figura 7. Como ya se menciond en la metodologia, el
promotor NTP303 presenta una expresion fuerte entre 3 y 5 horas de
germinacion, por tanto se elegieron solo dos tiempos (2 y 4 horas de

germinacion) a modo de comparacion.
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En la figura 14 se aprecia el crecimiento de los tubos polinicos de A.
thaliana silvestre a los tiempos elegidos, en el panel izquierdo se muestra
el campo claro de la preparacion en el portaobjeto, el panel central
muestra el filtro para ver la expresion de GFP (tiene una emision maxima
alrededor de los 509 nm) y por ultimo el panel derecho, muestra la
sobrelapamiento (merge) de las dos imagenes. Como se puede ver, no
existe autoflourescencia de los tubos polinicos por lo que este
experimento resulta un apropiado control negativo. El grano de polen
autofluoresce de manera natural debido a la capa mas extrena del mismo,

la exina.
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Campo claro

NaSiPP::GFP 2 h

NaSiPP::GFP 4 h NaSiPP::GFP 4 h

Figura 15. Tubos polinicos de A. thaliana silvestre transformados con la construccion
pEarleyGate103::NaSiPP. Arriba: tubos polinicos pEarleyGatel103::NaSiPP de 2 horas de
germinacién a 22°C. Abajo: tubos polinicos pEarleyGate103:NaSiPP de 4 horas de germinacion
a 22°C.
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NaSiPP::GFP 4 h

Figura 16. Tubos polinicos de A. thaliana silvestre transformados con la construccion
PNGC::NaSiPP de 4 horas de germinacion a 22°C. Por medio de las flechas blancas se indica la

posible localizacién de la proteina NaSiPP.

Posterior al analisis por microscopia confocal de los tubos polinicos
silvestres, se observaron los que provenian del polen de la plantas
transformadas con la construccion pEarleyGate103:NaSiPP (Figura 15),
en este caso se esperaba que la fluorescencia fuera extendida en todo el

tubo polinico ya que, el promotor 35S contenido en el vector pEarleyGate
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103 es fuerte y constitutivo. Al igual que en la imagen 14, se presentan
tres campos, el claro, filtro para GFP y el sobrelapamiento. EXiste
fluorescencia en todo el cuerpo del tubo y aumenta en el grano de polen
lo que indica que existe una sobreexpresion de la proteina de fusion
NaSiPP::GFP en los dos tiempos. A su vez, se presenta diferencia de la

intensidad de fluorescencia entre los dos tiempos de germinacion.

Por dltimo se analizé la construccion pNGC:NaSiPP. La figura 16 muestra
dichos resultados donde se omitié presentar la imagen correspondiente a
las dos horas de germinacién ya que no presento fluorescencia detectable.
A las 4 horas de germinacion, sin embargo, se pudo observar la sefal
correspondiente a NaSiPP::GFP en puntos localizados dentro del cuerpo

del tubo polinico, como las flechas blancas lo indican (Fig. 16).

6. Discusion

En Solanaceae es claro que el mecanismo de autoincompatibilidad es
desencadenado por la interaccion alelo especifica entre la determinante
femenina llamada S-RNasa y la masculina SLF. Sin embargo, en
experimentos previos se demostré que dicha interaccién no es suficiente
para que se ocurra el rechazo del polen, por lo que existen otras
determinantes llamados genes modificadores (GM) que se encuentran
fuera del locus S y resultan ser esenciales para el reconocimiento y
rechazo del polen propio. Hasta el momento se conocen tres GM en
Nicotiana alata; HT-B, 120K y NaStEP (McClure et al., 1999; Hancok et
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al., 2005, Goldraij et al., 2006; Busot et al., 2008; Jimenez-Duran et al.,
2013).

A pesar de todo el conocimiento que se ha acumulado sobre el mecanismo
Al, este no ha sido elucidado por completo por lo que se han realizado
experimentos de interaccion entre los GM conocidos o con proteinas del

polen y el tubo polinico.

De esta manera se descubrié a NaSiPP, una proteina que se expresa de
manera exclusiva en el polen de especies auto incompatibles y en etapas
maduras de la antera durante la pre-antesis (apertura de la flor), este
patron de expresion podria indicar que NaSiPP participa durante la

polinizacion (Garcia-Valencia, F.C.G., no publicado).

Otro dato relevante para el estudio de la localizacion de NaSiPP es la
interaccion especifica con la proteina estigmatica NaStEP. Por medio de
un ensayo de doble hibrido se descubrié que la interaccion es fisica y
especifica para el producto de NaSiPP (Garcia-Valencia, F.C.G., no

publicado).

NaSiPP presenta similitud a nivel de DNA y aminoacidos en el extremo
carboxilo con un transportador de fosfatos mitocondrial. Dicho extremo
carboxilo es caracteristico de las porinas y también se observa que
algunos aminoacidos se encuentran conservados y compartidos con el
canal anidonico dependiente de voltaje (VDAC), el cual es el componente
mas abundante en la membrana externa mitocondrial que esta
involucrado en el transporte metabdlico entre la mitocondria y el

citoplasma (Kusano et al., 2009).
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Los canales anidnicos dependientes de voltaje forman parte del poro de
transicion y estan involucrados en procesos de muerte celular programada
en células de mamiferos. Al dispararse la sefial de apoptosis, el poro de
transicion se abre provocando la pérdida del potencial en la membrana
interna mitocondrial dando como resultado la desorganizacion de la
membrana externa, liberando el citocromo ¢ que es una caracteristica de
la muerte celular programada por medio de la activacion de caspasas
dando como resultado la muerte celular (Kusano et al., 2009 y Takeda et
al., 2009).

NaStEP pertenece a la familia de inhibidores de proteasas tipo Kunitz, los
cuales ademas de tener la actividad de inhibidor de proteasas (se ha
demostrado que NaStEP tiene al menos actividad de inhibiciéon con
proteasas tipo subtilisina) [Bernal-Gracida, F.C.G., no publicado],
también pueden actuar como bloqueadores de canales lo cual resulta
relevante, ya que NaSiPP presenta homologia con una proteina de
membrana que posiblemente funcione en el transporte; sin embargo, esta
proteina podria ser un GM debido a su expresion exclusiva en el polen y
en etapas maduras de la antera asi como su interaccion fisica con NaStEP
que se ha visto es esencial para el rechazo del polen en especies auto
incompatibles (Jiménez-Duran et al., 2013), ademas hasta ahora no se
habia descubierto una proteina que se expresara Unicamente en la parte
masculina (polen) y que interactuara con alguna proteina de la parte
femenina (estigma) por lo que, NaSiPP podria estar involucrada en el

mecanismo de rechazo del polen.

Para evaluar la localizacion subcelular de NaSiPP, el transcrito obtenido

por medio de una biblioteca de cDNA de polen en N. alata se amplifico
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con primers con los sitios Ncol/BamHI para clonarlo en los vectores de
localizaciéon pEarleyGatel03 y pNGC, en los cuales se encuentra la

proteina reportera GFP hacia el carboxilo terminal.

El vector pNGC tiene hacia el extremo amino, el promotor NTP303
especifico de polen. NTP303 pertenece a una familia compuesta por
NTP101, NTP201, NTP302, NTP303 y NTP805 (Groot, 2004). Estas
proteinas son muy abundantes y especificas del polen; sin embargo, no
son detectables hasta que el grano de polen es rehidratado y comienza a
germinar donde se presentan de manera abundante, principalmente en la

pared celular del tubo polinico (Groot et al., 2004).

En N. tabacum se han realizado experimentos de perdida de funcion,
donde la expresion de la proteina NTP303 es silenciada en plantas
transgénicas, los tubos polinicos no alcanzan el 6vulo porque el
crecimiento se inhibe a la altura del estigma demostrando que los
miembros la familia NTP303 estan relacionados con el crecimiento del
tubo polinico (Groot et al., 2004).

Teniendo las construcciones pEarleyGate103:NaSiPP y pNGC:NaSiPP se
transformaron plantas silvestres de Arabidopsis thaliana por medio del

método floral Dip.

Arabidopsis thaliana es una planta que pertenece a la familia de las
cruciferas la cual ofrece numerosas ventajas que la colocan como un
modelo bioldégico idéneo para investigacion basica. Entre las ventajas
destaca el ciclo de vida corto (6 a 8 semanas), es autocompatible y

produce numerosas semillas que permanecen viables por muchos afos,
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ademas de que se cuenta con el genoma totalmente secuenciado (Pérez
et al., 2006).

Los transportadores mitocondriales (TM) constituyen una gran familia de
transportadores localizados en la membrana interna de la mitocondria. En
A. thaliana se conocen 45 genes que podrian codificar para 6 diferentes
TM (Picault et al., 2004). La mitocondria es el componente mas
importante para la integracion del carbono y nitrégeno en el metabolismo
en plantas (Pellny et al., 2008), ademas de ser un organelo importante
para la biosintesis de moléculas tan importantes como las pirimidinas,
vitaminas, entre otras. Ademas la mitocondria estad involucrada en
procesos de muerte celular programada (PCD) que es un proceso natural
que no solo es normal para el correcto desarrollo de las plantas si no esta
presente en los sistemas de defensa contra el estrés bidtico y abidtico
(Picault et al., 2004).

Los TM se localizan regularmente en la membrana interna o externa de la
mitocondria (Aquila et al., 1987). Sin embargo, se han detectado
proteinas tipo TM que no estan localizadas estrictamente en las
membranas mitocondriales (Haferkamp, 2007), ya que se han localizado
también en peroxisomas, plastidios y en el reticulo endoplasmatico en

Arabidopsis (Leroch et al., 2008).

Se analiz6é la T1 de las plantas transformantes de A. thaliana en el
microscopio confocal con el filtro para GFP. En la figura 14, se muestran
las imagenes del crecimiento de los tubos polinicos silvestres in vitro de
A. thaliana que como se esperaba no emitio alguna sefial (color verde)
salvo la exina, que es una proteina que forma parte de la cubierta externa

del grano de polen (Zinki, 1999) y presenta auto fluorescencia de manera
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natural, incluso como se ha descrito en trabajos previos, en la cubierta
del grano de polen existen patrones especificos entre interespecie e
intraespecie que determinaran la adhesion de estos en los estigmas
femeninos de manera independiente a los diversos factores que tambien

regulan dicha adhesion (Zinki, 1999).

En la figura 16, se aprecia la expresion de NaSiPP::GFP bajo el promotor
especifico de polen NTP303. No se puede concluir de manera acertada la
localizaciéon subcelular de NaSiPP en el tubo polinico debido al poco
acercamiento de la imagen y por tanto no se puede determinar que

organelos se asocian los puntos localizados de color verde.

Actualmente, se estan mejorando las observaciones de dicha expresion
utilizando colorantes especificos de mitocondria (mito-tracker) para
delimitarla y poder determinar si existe asociacion entre las dos sefiales
(NaSiPP y mitocondria) y poder determinar la localizacion subcelular de
dicha proteina (Garcia-Valencia y F.C.G, no publicado). Ademas la
interaccion fisica que existe (demostrado en ensayos de doble hibrido)
entre NaSiPP y NaStEP representa un dato relevante para los mecanismos
de autoincompatibilidad, por tanto, también se estan llevando a cabo
experimentos de bicomplementaridad molecular (BiFC) para determinar
dicha interaccion, restableciendo la fluorescencia de YFP que esta
fusionada solo por su extremo amino terminal a NaSiPP y el extremo

carboxilo a NaStEP.



64

7. Conclusiones

Se logré clonar la secuencia codificante de NaSiPP en el vector pGEM.

Se fusiono NaSiPP a los vectores pEarleyGate103 y pNGC, ademas de
transformar células electrocompetentes de E. coli DH5a y A. tumefaciens

PGV2260 con dichas construcciones.

Por medio del método floral dip se transformaron plantas A. thaliana con
las construcciones previamente descritas y se logré obtener una expresion

estable de las dos construcciones hasta la T1.

Bajo las condiciones de este trabajo, no se pudo determinar la localizacion
subcelular de NaSiPP en tubos polinicos germinados in-vitro de

Arabidopsis thaliana.

8. Perspectivas

Determinar la localizacion subcelular de NaSiPP en tubos polinicos de A.
thaliana por medio de acercamientos y la tincién diferencial de organelos
en las células del tubo polinico. Es importante mencionar que es necesario
determinar la localizacion de NaSiPP en las plantas N. tabacum y N.
rastroensis porque, estas especies representan los modelos bioldgicos

donde se presenta el mecanismo de autoincompatibilidad.
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Para corroborar dicha localizacion se puede utilizar como método

alternativo la inmunolocalizacién de NaSiPP.

Determinar la interaccion fisica entre NaSiPP y NaStEP por un método
diferente al de doble hibrido en levaduras como, por ejemplo, la

bicomplementaridad molecular.

Silenciar la expresion de NaSiPP en plantas transgénicas de N. tabacum y
N. rastroensis y confirmar si es vital en el mecanismo de rechazo del

polen.
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10. Apéndice

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

e Separar el fragmento de DNA deseado del gel de agarosa y

transferir a un tubo eppendorf de 1.5mL.

e Pesar el fragmento de gel y adicionar 3 volUmenes de amortiguador
ADB por cada volumen de gel escindido (ej. Por 100uL (mg) de gel
de agarosa, adicionar 300L de buffer ADB).

e Incubar a 50°C por 10 min o hasta lograr que el gel se disuelva

completamente.

e Transferir la solucion de agarosa fundida a una columna (Zymo-

Spin) dentro de un tubo colector.
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Centrifugar 30-60 segundos y descartar el sobrenadante.

Adicionar 200pL de amortiguador de lavado a la columna y

centrifugar durante 30 segundos, descartar el sobrenadante.

Repetir el paso de lavado.

Adicionar 15uL de H2O 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.

. Células electrocompetentes E. coli DH5a

Inocular 500 mL de medio LB con 500uL de cultivo de E. coli

incubado por toda la noche.

Crecer la células a 37°C con una agitacion constante de 300 rpm

hasta DOesoo de aproximadamente 0.5 a 0.7.

Transferir el cultivo a botellas para centrifugacién e incubar en hielo

por 20 minutos. Centrifugar a 4000 x g durante 15 minutos a 4°C.

Descartar el sobrenadante. Cuidadosamente, resuspender el pellet
en 500 ml de Glicerol 10% frio. Centrifugar a 4000 x g durante 15

minutos a 4°C.
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Descartar el sobrenadante. Cuidadosamente, resuspender el pellet
en 250 ml de Glicerol 10% frio. Centrifugar a 4000 x g durante 15

minutos a 4°C.

Descartar el sobrenadante. Cuidadosamente, resuspender el pellet
en aproximadamente 20 ml de Glicerol 10% frio. Centrifugar a

4000 x g durante 15 minutos a 4°C.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 2 ml de
Glicerol 10% frio. Tomar alicuotas de 200uL y transferirlas a tubos
eppendorf de 1.5 mL e inmediatamente congelar con nitrégeno

liquido.

Guardar a -70°C hasta su uso.



C. Transformacion de células electrocompetentes E. coli
DH5a, por medio de Micropulser™ Electroporation
Apparatus de BIORAD®

Descongelar las células electrocompetentes e incubarlas junto con
las cubetas de electroporacion (0.1 o 0.2 cm) en hielo, durante 20

minutos.

En hielo, mezclar 40uL de células con 1 a 2uL de DNA purificado,

mezclar bien e incubar al menos un minuto en hielo.

Fijar el programa "“EC1” en el Micropulser™ Electroporation

Apparatus.

Transferir la mezcla de células con DNA a la cubeta de
electroporacion. Posicionar la cubeta en el aparato y pulsar una sola

vez.

Retirar la cubeta del aparato e inmediatamente adicionar 1mL de
medio SOC, transferir la suspension a un tubo de 1.5 ml e incubar

a 37°C durante una hora con una agitacion de 250 rpm.

Pasado el tiempo de incubacién, plaquear la suspension celular en

medio selectivo.
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. Purificacion de DNA plasmidico Zymoclean™ miniprep

kit

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 hasta agotar el cultivo

celular).

Adicionar 100uL de “Amortiguador de lisis 7X"10 y mezclar por

inversion de 4 a 6 veces e incubar a temperatura ambiente 2 min.

Adicionar 350uL de buffer de neutralizacion y mezclar

vigorosamente.

Cuando la neutralizaciéon es completa se forma un precipitado de

color amatrillo.

Centrifugar a 13.000 rpm por 2-4 min.

Transferir el sobrenadante (—900uL) en una columna “ZYMO-Spin

IIN” teniendo cuidado de no tomar parte del pellet.

Colocar en un tubo recolector y centrifugar durante 15 s a 13,000

rom.
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Agregar 200uL de “ENDO wash buffer” a la columna y centrifugar

por 1 min/13,000 rpm.

Agregar 400uL de “Wash Buffer” a la columna y centrifugar durante

1 min.

Transferir la columna dentro de un tubo eppendorf de 1.5mL y
agregar 30uL de H2O 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

purificado.

. Células electrocompetentes A. tumefaciens PGV2260

Inocular 750 mL de medio LB con 2 mL de cultivo de A. tumefaciens

incubado por toda la noche.

Crecer las células a 37 ° C toda la noche con una agitacion constante

de 300 rpm hasta DOesoo de aproximadamente 0.8 a 1.0.

Transferir el cultivo a botellas para centrifugacién de 500 mL.

Centrifugar a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C.

Resuspender el cultivo en aproximadamente 50 mL de Glicerol 10%
frio, una vez disuelto llevar a un volumen final de 500 mL con

glicerol 10% frio. Centrifugar a 3000 x g durante 10 minutos a 4°C.
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Descartar el sobrenadante y repetir el paso anterior.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 5 ml de

Glicerol 10% frio. Centrifugar a 3000 x g durante 5 minutos a 4°C.
Descartar el sobrenadante y resuspender en 1 mL de Sorbitol 1 M
frio. Tomar alicuotas de 100uL y transferirlas a tubos eppendorf de

1.5 mL e inmediatamente congelar con nitrégeno liquido.

Guardar a -70°C hasta su uso.

. Transformacion de células electrocompetentes A.

tumefaciens PGV2260, por medio de Micropulser™
Electroporation Apparatus de BIORAD®

Descongelar las células electrocompetentes e incubarlas junto con
las cubetas de electroporacion (0.1 o 0.2 cm) en hielo, durante 20

minutos.

En hielo, mezclar 20uL de células con 5uL de DNA purificado,

mezclar bien e incubar al menos un minuto en hielo.

Fijar el programa "“Agr” en el Micropulser™ Electroporation

Apparatus.

Transferir la mezcla de células con DNA a la cubeta de
electroporacion. Posicionar la cubeta en el aparato y pulsar una sola

vez.
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Retirar la cubeta del aparato e inmediatamente adicionar 1mL de
medio SOC, transferir la suspensién a un tubo de 1.5 ml e incubar

a 30°C durante tres horas con una agitacion de 250 rpm.

Pasado el tiempo de incubaciéon, plaquear la suspension celular en

medio selectivo.

G. Extraccion de DNA plasmidico por el sistema GeneAll® Hybrid-Q™ Plasmid
Rapidprep para bajo nimero de copias.

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 hasta agotar el cultivo

celular, el sistema admite hasta 3 ml de cultivo.).

Resuspender el pellet en 170uL de Buffer SI

Adicionar 170pL de buffer S2 y mezclar por inversion 3 a 4 veces

(incubar hasta 5 minutos).

Adicionar 250uL de buffer G3 y de manera inmediata mezclar por

inversion de 3 a 5 veces.

Transferir el lisado a la columna EZClear™ y centrifugar a maxima

velocidad por 1 minuto.
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Remover la columna y desechar el sobrenadante del tubo colector,
re insertar la columna en el tubo colector y adicionar 700uL de

buffer PW. Centrifugar a méaxima velocidad por 1 minuto.

Descartar el sobrenadante y adicionar a la columna 50uL de buffer
EB. Centrifugar por 1 minuto a maxima velocidad para eluir el DNA

purificado.

. PCR de DNA genomico directo de hoja por el sistema

Phire Plant Direct PCR Kit® Thermo Scientific.

Elegir una hoja joven (tres semanas maximo de crecimiento).

Obtener un disco de hoja (0.5 mm aproximadamente) con el Harris
Uni-Core™ vy depositarlo en el tubo de reaccién previamente

preparado de acuerdo a las especificaciones de la tabla 11.

Cerciorarse de que el disco de hoja quede en la solucién y no, en

las paredes o tapa del tubo.
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Soluciones y medios

Tabla 14. Composicion del buffer CutSmart NEB (pH 7.9 a 25 °C)

Reactivo Concentracion 1 X
Acetato de potasio 50 mM
Tris-acetato 20 mM
Acetato de magnesio 10 mM
BSA 100 pg/ml

Tabla 15. Componentes de la solucién amortiguadora de Promega 2X

Reactivo Concentracion 1 X

Tris- HCI (pH 7.8) 30 mM
DTT 10 mM
MgCl 10 mM
ATP 1 mM
PEG 5 %

Tabla 16. Composicion de la solucién de micronutrientes Hoagland 1X

Reactivo Concentracion 1 X

KNO3 3 mM
Ca(NOs3)2 2 mM
MgSO,4 1 mM
MnCl; 0.004 mM
HsBO3 0.023 mM
ZnS04 0.004 mM
CuSO,4 0.00015 mM
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H:Mo0O, 0.00005 mM
Fe(III) EDTA 1g /200mL
(NH4)H2PO4 500 4 M

e Medio LB
10g de Peptona
5g de Extracto de levadura
10g NaCl
159 de agar

Aforar a 1 L con H20 destilada

e Medio SOC
Medio LB

Glucosa 0.02 M (Concentracion final)

e TAE 50X
2429 Tris-HCI
57.1ml Acido acético glacial
100ml EDTA 0.5 M pH8

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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