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RESUMEN

La reproduccién sexual en angiospermas es un proceso complejo que inicia con la
polinizacion. Para evitar la autofecundacién, Nicotiana posee un mecanismo genético
denominado autoincompatibilidad (Al), controlado por el locus S, éste codifica dos
genes, S-RNasa y SLF (determinantes del pistilo y polen respectivamente). La
interaccion S-especifica de ambas proteinas determina el rechazo del tubo polinico
(TP). También existen genes modificadores, como 120K, HT-B y NaStEP que
codifican proteinas esenciales en la Al. De acuerdo con el modelo de la
compartamentalizacion, tanto en cruzas compatibles como incompatibles, la S-RNasa
y 120K se integran a la vacuola central (VC) del TP por endocitosis, conteniendo el
efecto citotdéxico de la S-RNasa. La interaccién de S-RNasa-SLF del mismo haplotipo
lleva a la estabilidad de la proteina HT-B, provocando el rompimiento de la VC vy la
muerte del TP. Por el contrario, en una cruza compatible HT-B es degradada, por lo
que la VC permanece intacta, asi el TP puede alcanzar el ovario. Cabe mencionar,
que NaStEP protege a HT-B de la degradacién prematura, por lo que posteriormente,
esta proteina debe ser degradada en una cruza compatible. EI mecanismo de
degradacion de proteinas implicadas en la Al permanece desconocido.

Dentro de la VC del TP, se identificé a una proteasa de cisteina que colocaliza con
la S-RNasa y 120K, llamada aleuraina, caracteristica que la convierte en una
candidata participe en el rechazo del TP. Ademas, esta proteasa se encuentra
implicada en la muerte celular y la senescencia en plantas. De acuerdo con lo anterior,
en este trabajo se propone que el papel de las proteasas presentes en el TP,
particularmente el de la aleuraina, sea preponderante en la respuesta de rechazo del
polen propio. El polen transformado genéticamente mediante bombardeo con un
plasmido capaz de generar Aleuraina-RNAi fue utilizado para realizar cruzas
autoincompatibles y con ello, se observé que los tubos polinicos del polen transformado
eran capaces de alcanzar la base del estilo, por lo que es probable que la actividad
proteolitica de esta peptidasa tenga un rol importante en la Al.

Queda por refinar nuestro conocimiento para ubicar a la aleuraina dentro de esta
cascada bioquimica y el posible desencadenamiento del proceso de muerte celular

mediado por proteasas durante la Al.



1. INTRODUCCION

1.1. Control de la reproduccion en angiospermas

El grupo de las angiospermas es uno de los linajes con mayor éxito evolutivo, el
cual, depende de su adaptacion reproductiva, la flor (Scheffers et al., 2012). La
reproduccion sexual en las plantas con flor es un proceso complejo. Esta se inicia con
la polinizacion, la llegada del grano de polen procedente de las anteras masculinas a
los tejidos femeninos organizados en el pistilo. El pistilo consta de tres estructuras
basicas: el estigma en la parte superior, el ovario en la inferior y el estilo, una estructura
tubular que une el estigma con el ovario. El polen es metabolicamente quiescente y
altamente disecado cuando se libera de las anteras. Al llegar al estigma, el grano de
polen se hidrata y germina emitiendo el tubo polinico, el cual crece a través del estilo
hasta llegar al ovario. Alli el tubo penetra en el 6vulo y alcanza el saco embrionario,
una estructura multicelular que contiene el gameto femenino. En el interior del saco,
el tubo descarga dos células espermaticas. Una de ellas, el gameto masculino, se
fusiona con la célula generativa u ovocélula para formar el cigoto; a partir de este
surge mediante divisiones celulares sucesivas, el embrion que dara lugar a una nueva
planta. La otra célula espermatica se une con los dos nucleos polares de la célula
central del saco embrionario y origina el endospermo, el tejido de nutricion que
alimentara al embrion en sus primeros estadios de crecimiento. El embrion y el
endospermo estan protegidos dentro de la semilla, al interior del fruto. Este evento de
doble fusion de células y nucleos masculinos y femeninos se conoce como
fecundacion doble (Edlund et al. 2004; Goldraij 2014).

La mayoria del polen es transportado por accion la mecanica de insectos, viento,
agua y otros animales, incluso en algunas especies, se deposita directamente en el
estigma de la misma planta, de manera que la autopolinizacién ocurre. Por lo que las
plantas ejercen poco control respecto a la entrecruza con otros organismos, es por
esto que, las plantas con flores han desarrollado mecanismos etiologicos,
estructurales y bioquimicos para el control de su reproduccidn. La reproduccién en
angiospermas es altamente selectiva. De todos los granos de polen que llegan al

pistilo, la planta favorece la germinacién y el crecimiento de los mas apropiados para
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la supervivencia de la especie. Algunas angiospermas poseen flores imperfectas, es
decir, con dos tipos de flores, sean éstas masculinas o femeninas, en un mismo
organismo (monoico) o en distintos (dioico). Pero la mayoria de plantas presentan
flores perfectas (hermafroditas) donde coexisten el 6rgano masculino (estambres) y
el femenino (pistilo). La proximidad entre las estructuras reproductivas en flores
hermafroditas aumenta la probabilidad de que ocurra la autofecundacion (de
Nettancourt, 2001). El logro evolutivo de las especies ha estado y sigue favorecido
por la variabilidad, por lo que, si este evento de autofecundacion ocurriese de manera
reiterada, provocaria la disminucién de la variabilidad genética en una especie a causa
de la endogamia. Para evitar esto, las flores perfectas pueden presentar dos tipos
morfolégicos diferentes (heteromorficas). Pero las flores que simplemente la misma
estructura (homomorficas), necesitan para el control de su fecundacion de

mecanismos de incompatibilidad genéticos y bioquimicos.

1.2. Autoincompatibilidad

La incapacidad de una planta hermafrodita fértil para producir cigotos después de
la autofecundacion o la fecundacion entre organismos genéticamente muy
relacionados es conocida bajo el nombre de autoincompatibilidad (Al). Si el grano de
polen resulta apto para la planta y forma el tubo polinico se dice que es
compatible, e incompatible si es rechazado, no germina o el tubo polinico no alcanza el
ovulo (Goldraij, 2014). Los sistemas de autoincompatibilidad son de los mecanismos
mas importantes usados por las angiospermas para el control de su reproduccion.
Muchas familias de plantas con flor han de evitado de varias maneras la
autofecundacion y han desarrollado mecanismos genético-bioquimicos que les
permiten reconocer el polen propio, inhibir su crecimiento y con ello promover la
polinizacion cruzada. Lo que les permite a algunas angiospermas aumentar sus
capacidades de sobrevivencia y reproduccion, ademas de contribuir a la diversidad
genética de las especies (Avila-Castafieda et al. 2011).

Cabe mencionar que el término de Al no representa un unico mecanismo, sino que
comprende un conjunto de sistemas de reconocimiento divergentes. La unica

cualidad en comun entre estos mecanismos no relacionados, es que residen en un
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locus multialélico y altamente polimérfico, al cual han denominado locus-S para todos
los casos. Este locus consiste de al menos dos genes ligados, uno funciona como la
determinante femenina en el pistilo y el otro como la masculina en el polen. Estos
genes son heredados de manera conjunta debido a su proximidad y al ser
polimorficos, las variantes de estos complejos génicos son conocidos como
haplotipos-S. El locus-S se encuentra cerca del centrobmero y la muy cercana
proximidad de ambos genes evita la recombinacion entre ambos, por lo que su
herencia es del tipo mendeliana. El numero de alelos S presentes en una poblacion
puede ser muy grande y variar de especie a especie (Garcia-Valencia, et al., 2013).
La inhibicion del polen ocurre cuando se encuentran expresadas las determinantes
con el mismo haplotipo-S, tanto en el polen, como en el pistilo, mediante interaccion
proteina-proteina. En un principio, se identificaron estas determinantes en la familia
Brassicaceae, mas tarde otro esquema de Al en Solanaceae, Rosaceae y
Scrophulariaceae, estas tres comparten la misma determinante femenina; vy
finalmente en Papaveraceae otro mecanismo distinto. A pesar de esto, los
mecanismos de Al de estos grupos no presentan similitudes, lo que sugiere una
evolucion independiente y que probablemente hayan surgido multiples veces en

diferentes linajes de angiospermas (Takayama et al., 2005).

1.3. Autoincompatibilidad en Brassicaceae

Existen dos tipos de Al, la gametofitica y la esporofitica, diferenciadas por el
comportamiento genético del fenotipo de incompatibilidad del polen. El fenotipo en la
Al gametofitica depende de su genoma haploide mientras que en la esporofitica
depende del genoma diploide de la planta parental (Takayama et al., 2005). En la
gametofitica, la Al esta determinada por las proteinas expresadas en el gametofito, el
polen es rechazado cuando el unico alelo-S expresado en el polen es igual a uno de
los dos S-alelos expresados en el pistilo. (de Nattancourt, 2001). Por el contrario, en la
familia Brassicaceae, la Al es del tipo esporofitica. Los tubos del polen no se
desarrollan de manera apropiada en el estigma cuando expresan el mismo haplotipo
que posee el progenitor del polen. El rechazo del polen resulta en la anulacién de la
hidratacion del polen o un rapido arresto del crecimiento del tubo polinico sobre el

9



estigma. El locus-S, en Brassicaceae, consta de tres genes, SKR (Receptor-S cinasa),
SP11 (Proteina del locus-S 11) y SLG (glicoproteina del locus- S). La determinante
femenina, SKR, es un receptor cinasa en la membrana plasmatica de las células
papilares del estigma. SP11 es la determinante masculina, expresado principalmente
en el tapetum de las anteras y se acumula en la pared celular del polen durante su
maduracién. Cuando ocurre la polinizaciéon, SP11 penetra la pared celular de las
células papilares y se une a SKR de manera S- especifica. Esta union induce la
autofosforilacion de SKR, que conlleva a una cascada de sefializacion y resulta en el
rechazo del polen propio. SLG no es esencial para el reconocimiento del polen pero
se localiza en la pared de células papilares, promoviendo la respuesta de Al en
algunos haplotipos (Figura 1). Aunque la cascada de sefializacion no se encuentra
bien entendida, se cree que la degradacion de mediada por proteosomas de algunos
sustratos resulta en el rechazo del polen (Takayama et al., 2005; Giranton et al. 1995).

SLG SP11/SCR SRK
S-locus — —
° 00 © > o $
\ N
QR o\ 4
.’9‘ 2 b 09» 1 -
C/ P o|® ..., Polinizacién cruzada
' Autopolinizacién -
o Qb 9 5 .
. A .
o ' =
YANE '
/ :
4

Tapetum de la
Antera

Célula papilar

Figura 1. Senalizacion mediada por el receptor-S cinasa en el estigma de
Brassica. (Tomado y traducido al espaiiol de Takayama, et al., 2005.)
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1.4. Autoincompatibilidad en Papaveraceae

En la familia Papaveraceae, una proteina secretada en el estigma llamada PrsS
(Papaver rhoeas stigmatic S), donde interactua de manera S-especifica con la
determinante masculina en el polen PrpS (Papaver rhoeas pollen S) e induce la
entrada de Ca" hacia el tubo polinico creciente, lo que desencadena una cascada de
sefalizacion que controla a varios componentes. El citoesqueleto de F-actina se
despolimeriza rapidamente, al igual que los microtubulos. Las pirofosfatasas
inorganicas se encuentran fosforiladas, lo que inhibe su actividad y reduce la
capacidad de biosintesis del polen. Estos eventos resultan en la inhibicion del tubo
polinico. P56, es otro blanco que se activa en la Al, la cual es una MAPK (proteina
cinasa activada por mitdgenos) importante en la transduccion que sefala a la muerte
celular programada. Al igual que posteriormente, varias proteasas con actividades del
tipo caspasa son activadas, lo que resulta en la muerte celular programada del polen,
con ello se garantiza que la fecundacién del polen no pueda ocurrir en una situacion
de incompatibilidad (Poulter et al., 2010). SBP un proteoglucano integral de la
membrana plasmatica del polen, de cual, se especula que funciona como un receptor
accesorio. La concentracién de iones de calcio se incrementa en el interior del tubo
polinico a partir del almacenado en compartimentos intracelulares y de fuentes
extracelulares. Este incremento lleva al desencadenamiento de una cascada de
sefalizacion que resulta en una inhibicion rapida del crecimiento del tubo polinico y

finalmente con la muerte de los tubos incompatibles (Figura 2).
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Figura 2. Cascada de sefnalizacion mediada por la proteina-S en polen de
Papaveraceae. (Tomado y traducido al espafiol de Takayama, et al., 2005)

1.5. Autoincompatibilidad del tipo Solanaceae

La autoincompatibilidad (Al) en las familias Solanaceae, Rosaceae vy
Scrophulariaceae es un mecanismo determinado genéticamente para el
reconocimiento y rechazo del polen propio o polen de plantas muy relacionadas
genéticamente. En los primeros estudios bioquimicos acerca de la
autoincompatibilidad en Nicotiana alata, se observé que es un mecanismo donde
intervienen glicoproteinas con actividad de RNasa involucradas en la inhibicion del
crecimiento del tubo polinico (McClure et al., 1989). Mas tarde, se descubrioé que este
tipo de incompatibilidad gametofitica esta controlada por un locus, el cual, contiene
un gen que controla la especificidad en el pistilo, el gen de la S-RNasa que codifica
glicoproteinas con actividad de RNasa; y otro gen que la controla en el polen llamado
SLF (S-locus F-box) el cual codifica una proteina con un dominio del tipo caja F,
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generalmente, este tipo de dominios estan involucrados en la degradacion de
proteinas mediada por ubiquitilacion y el proteosoma 26S. Ya que el locus-S es
altamente polimérfico, existe un conjunto de proteinas con una funcion similar, pero
con caracteristicas de reconocimiento distintas. Tan sélo en Nicotiana, las S-RNasas
son realmente divergentes, con una identidad en su secuencia de aminoacidos en un
rango del 38% al 98% (McCubbin, 2000). La interaccion S-especifica entre la S-
RNasa y SLF determina, por definicidn, el rechazo o la aceptacion del polen mediante
el desencadenamiento de una cascada bioquimica. Sin embargo, el mecanismo
exacto de como se lleva a cabo el rechazo del polen con el mismo haplotipo-S aun
es desconocido (Sijacic et al., 2004).

La mayoria de los tejidos de las plantas, al poseer una dotacién cromosdémica doble,
poseen dos haplotipos para el locus S. Pero en los gametos, la informacion genética
esta reducida a la mitad, por ello, en el polen se produce una sola variante de SLF.
El pistilo, al formar parte del cuerpo vegetativo, expresa dos variantes de S-RNasa.
El rechazo o aceptacion del polen dependera de si coincide o no el haplotipo de SLF
con cualquiera de las dos S-RNasas del pistilo. Es decir, una planta que posea los
haplotipos S1S, expresara en el pistilo S-RNasas y S-RNasa,. A su vez, el polen de
ésta sera de dos tipos SLF1y SLF,. Al ocurrir la autofecundacion se reconocera a
cualquiera de los dos tipos de polen propio y se disparara el mecanismo de rechazo.
En cambio, si una planta con los haplotipos S, S3 recibe el polen de una planta $4S..
El polen SLF; resultara incompatible en el pistilo de la planta S,S;3 por la presencia

de S-RNasa,. Pero el polen SLF4 crecera normalmente (Goldraij, 2014) (Figura 3).
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Figura 3. Autoincompatibilidad gametofitica mediada por S-RNasas.
Tomada de Goldraij, 2014.

1.6. Factores no ligados al locus S

Ademas de las proteinas codificadas en el locus-S, también se ha reportado que
existen otras proteinas necesarias en la cascada bioquimica de la Al (Goldraij et al.,

2006, McClure, 2004). Los genes que codifican a estas proteinas se les conoce como
genes modificadores, se sabe que sus productos interaccionan genética o
bioquimicamente con las determinantes de especificidad, sin afectar la expresion de
los genes codificados en el locus-S (McClure et al. 1999, Hancock et al., 2005).
Algunos ejemplos de las proteinas codificadas por los genes modificadores son: HT- B
(High Top-Band), una proteina de 8.6 kDa cuya funcién permanece desconocida y es
especifica de estilos inmaduros de Nicotiana y Petunia, NaStEP (Nicotiana alata
Stigma Expressed Protein), un inhibidor de proteasas tipo Kunitz abundante en los

estigmas de especies autoincompatibles de Nicotiana;, y 120K, una
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arabinogalactoproteina estilar de 120 kDa, la cual puede formar complejos con las S-
RNasas. Se ha evaluado la participacién de las proteinas mencionadas anteriormente
en la Al, mediante experimentos de pérdida de funcidn en plantas transgénicas,
cuando los genes de estas proteinas son silenciados la capacidad del rechazo del
polen se pierde debido al papel en la cascada del rechazo del polen propio de acuerdo
al modelo de la compartamentalizacién, el cual se menciona posteriormente.
(Jiménez-Duran et al., 2013, Hancock et al., 2005).

El papel del pistiio es multifuncional, se sabe que provee factores que dan
direccionalidad al crecimiento del tubo polinico, asi como brinda soporte fisico y
nutricional para su desarrollo. En él también se producen otros factores necesarios
para el reconocimiento y rechazo del polen. En general, todos los factores generados
en el pistilo involucrados en las interacciones polen-pistilo, necesitan ser secretados
a la matriz extracelular. La S-RNasa, HTB, 120K y NaStEP son producidas en las
células del tejido central o de transmisién y son segregadas al espacio extracelular,
donde son asimiladas por el tubo polinico en crecimiento. Experimentos de
inmunocitoquimica han revelado que 120K se aloja en el tonoplasto del tubo polinico
y demarca los limites del compartimento donde es almacenada la S-RNasa. En ciertas
condiciones, el factor 120k forma complejos con las S-RNasas. Se especula que 120K
en conjunto con otras proteinas del pistilo, faciliten el alojamiento de S-RNasa en el
interior de la vacuola del tubo polinico. En el caso de HT-B, por medio de ensayos
bioquimicos y de inmunocitoquimica, se ha comprobado que en las polinizaciones
compatibles la estabilidad de HT-B es mucho menor que en las incompatibles. Este
hallazgo concuerda con el hecho que en las plantas transgénicas con una expresion
de HT-B muy reducida o nula, las polinizaciones resultan siempre compatibles,
independientemente del haplotipo del polen utilizado en el ensayo. Ello sugiere que la
degradacion de HT-B es un requisito indispensable para la incompatibilidad. La
degradacion de HT-B también esta relacionada con la presencia de NaStEP, en
plantas transgénicas donde el gen correspondiente esta silenciado, HT-B se degrada,
por lo que las plantas fenotipicamente pierden la capacidad de rechazar el polen
propio, convirtiendo a esta proteasa en un gen modificador de la autoincompatibilidad
(Jiménez- Duran et al., 2013).
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1.7. Modelo para la compartamentalizacion de la S-RNasa

Se ha postulado un mecanismo para integrar a los factores implicados en la Al y
explicar como se rechaza el polen, conocido bajo el nombre de modelo para la
compartamentalizacion de las S-RNasas (Goldraij et al., 2006, Figura 4). Cuando el
grano de polen queda depositado en el estigma, germina y su tubo polinico (TP) se
dirige al ovario a través del tejido de transmision del estilo. Conforme crece el TP,
tanto en cruzas compatibles como incompatibles, algunas proteinas que se
encuentran en la matriz extracelular del tejido de transmision se van incorporando por
endocitosis de manera no especifica. Mediante este mecanismo, porciones de la
membrana celular del tubo polinico se invaginan y se adentran formando vesiculas.
Estas contienen las moléculas endocitadas, de esta manera, las proteinas ingresan
al TP pero aisladas del citoplasma. Las vesiculas siguen lo que se conoce como ruta
o trafico de endomembranas: tienden a fusionarse con compartimentos mayores que
a su vez, también se unen y forman vacuolas. A través de la ruta, la S-RNasa llega al
interior de la vacuola y la molécula 120K a la membrana. Con ello, se lleva a cabo la
resistencia a la citotoxicidad de la S-RNasa, una vez que la vacuola tiene su efecto
citotoxico bajo control, evitando el acceso a su sustrato (Goldraij et al., 2006; McClure,
2006). Las proteinas HT-B y NaStEP también son incorporadas al TP, aunque se
desconoce con precision si son incorporados a la vacuola (McClure et al., 1999). Se
ha postulado que el factor HT-B también establece alguna clase de interaccién que lo
mantiene localizado en el sistema de membranas internas al tubo polinico. Una
cantidad minoritaria de S-RNasa accede al citoplasma (posiblemente a partir del
reticulo endoplasmico por transporte retrogrado) del polen para interaccionar con la
proteina SLF en una reacciéon de reconocimiento S-especifico. Si SLF posee un
haplotipo distinto al de la S-RNasa, el resultado de la interaccidn dara lugar a una
polinizacion compatible, y si ambos coinciden, resultara incompatible. Se ha
propuesto que la interaccion entre el mismo haplotipo lleva a la estabilidad de la
proteina HT-B, lo que provoca el rompimiento del compartimento vacuolar, y con ello,
la liberacion de las S-RNasas donde actuan como citotoxinas degradando al RNA 'y
provocando la muerte del TP. Por el contrario, en una cruza compatible HT-B es

degradada de manera aun desconocida, lo que tiene como consecuencia que la
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vacuola permanezca intacta y que el TP pueda alcanzar el ovario. Otras enzimas
hidroliticas habitualmente almacenadas también podrian contribuir a la detencién del
crecimiento y rechazo del tubo (Goldraij et al., 2006).

Ademas, se ha propuesto que el inhibidor de proteasas tipo Kunitz (NaStEP) protege a
HT-B de la degradacion prematura (Garcia-Valencia et al., 2013). La evidencia
geneética indica que NaStEP es un regulador positivo de la estabilidad de HT-B en el
TP, ya que su ausencia, HT-B se degrada en los TP de cruzas compatibles e
incompatibles. Si NaStEP protege a HT-B de la degradacion, se plantea que también
esta proteina debe ser degradada en una cruza compatible, para permitir que se
degrade HT-B y el TP escape al efecto de las S-RNasas. Hasta la fecha no se conoce
el mecanismo mediante el cual ocurra la degradacidon de proteinas de importancia
para el rechazo del polen. La compartamentalizacion de la S-RNasa se observa tanto
en tubos polinicos compatibles e incompatibles como en pistilos con HT-B y 120K
silenciadas. Estas evidencias sefalan que el rompimiento no depende solo de la
interaccidn entre la determinante del polen y la S-RNasa, sino que requiere de
factores adicionales del pistilo. HT-B es de particular interés ya que su estabilidad se
requiere para que se deé la respuesta de incompatibilidad, y esta estabilidad depende

de la interaccién especifica entre las determinantes.
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Figura 4. Modelo de la compartamentalizacion de la S-RNasa. Tomado y
traducido al espaiol de Goldraij et al., 2006.

1.8. Aleuraina, una proteasa vacuolar

La vacuola, al ser un organelo de la célula vegetal tiene multiples funciones. En ella
se depositan enzimas liticas y degradadoras como las nucleasas y proteasas. El
confinamiento de estas enzimas resulta indispensable para preservar la integridad de
las proteinas y los acidos nucleicos de la célula; garantiza la destruccién del material
celular de manera controlada y en el momento oportuno. A pesar de que se ha
reportado la participacion de algunas proteinas dentro de la cascada de bioquimica
responsable del rechazo del tubo polinico en especies autoincompatibles, aun no se
conoce exactamente como HT-B se degrada para que ocurra la fecundacién en cruzas

compatibles. Como se puede observar en la Figura 4, se plantea que existe una
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proteina hipotética (PP) que desestabiliza a HT-B dentro de la cascada bioquimica.
O bien, como NaStEP es un protector de la degradacion de HT-B, debe existir un
factor que también degrade a NaStEP para que el tubo polinico se desarrolle en una

cruza compatible.

Dentro de la vacuola del TP, se ha observado mediante ensayos de
inmunocitoquimica a una proteasa de cisteina que colocaliza con la S-RNasa y
120K conocida como aleuraina (Goldraij, 2006). Esta proteasa se utilizo en el
experimento anteriormente indicado como un marcador de vacuolas liticas, debido a
que se sabe que la aleuraina colocaliza con diferentes marcadores de enzimas
vacuolares de acuerdo con experimentos de fraccionamiento celular en plantas de
tabaco (Holwerda et al., 1992). Las proteasas de cisteina son enzimas ubicuas
involucradas en la degeneracion celular y pertenecen a una larga familia enzimatica
que se encuentra en animales, plantas y microorganismos, las cual, tiene un papel
importante en la degradacion de proteinas. La mayoria de las proteasas de cisteina
pertenecen a las familias del tipo papaina, metacaspasa o legumaina; siendo las
del tipo papaina las mas ampliamente investigadas entre las proteasas de cisteina.
Muchas de estas moléculas se encuentran activas en ambientes con pH acido, como
el apoplasto, la vacuola y los lisosomas, y estan implicadas en una variedad de
eventos como la muerte celular programada en varios tejidos, incluyendo la
xilogénesis, la senescencia de las hojas y flores, y el desarrollo y germinacién de las
semillas. Se ha reportado que las proteasas de cisteina, son las enzimas
mayoritariamente responsables de la hidrolisis de muchas proteinas de
almacenamiento como hordeinas y glutelina en los cultivos (Grzonka et al. 2001). En
N. tabacum el gen de una proteasa de cisteina NtCP56 se expresa fuertemente en
anteras. En las plantas transgénicas antisentido para NtCP56, la degradacion del
tapetum se retarda y el desarrollo del polen se interrumpe tempranamente. Esto
sugiere un papel importante de las proteasas en el desarrollo del polen. Ya sea que
ésta active proteinas hidroliticas que degradan las macromoléculas celulares o
funcione como una enzima hidrolitica. Aunque su papel durante el desarrollo del polen
aun debe ser esclarecido (Zhang et al., 2009).

El hecho de que la aleuraina tenga actividad de proteasa y que ademas se encuentre

dentro las misma vacuola que otras proteinas implicadas en el rechazo del tubo
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polinico, la convierte en un candidato probable para tener un papel en la cascada
bioquimica del rechazo del polen propio, en el cual, la degradacion de algunos
elementos es necesario para su regulacién. La aleuraina esta cercanamente
relacionada con la enzima lisosomal de mamiferos catepsina H y se encuentra
asociada a las membranas de vacuolas liticas de plantas (Rogers et al., 1985).
Ambas enzimas son unicas dentro del grupo de las proteasas de cisteina porque
tienen actividad de aminopetidasa y minima actividad de endoproteasa (Rogers et al.,
1997). La aleuraina de cebada es sintetizada como una proenzima de 42 kDa, y
posee un péptido sefal de 21 aminoacidos en el extremo amino especifico para el
receptor de clasificacién vacuolar BP-80. Esta proenzima se transloca al lumen del
reticulo endoplasmico donde se le escinde de su péptido sefial, para finalmente ser
procesada proteoliticamente en una forma madura en un compartimento acidificado
de la ruta de secrecion vacuolar (Howlerda et al. 1993). El receptor BP-80 es el
responsable de determinar que la aleuraina pase de la cara trans del aparato de Golgi
a una ruta de vesiculas de clatrina que la lleva a un compartimento prevacuolar que
eventualmente dara origen a la vacuola litica de la planta. También se ha reportado
que esta proteasa es importante en la muerte celular en plantas y juega un papel
importante en la senescencia de las plantas en Brassica oleracea (Eason et al. 2005).
Esto fue determinado mediante la obtencion de plantas transformadas con
Agrobacterium, con el fin de suprimir la expresion de esta proteasa. Los floretes de
las plantas transgénicas presentaban un retardo en el cambio de color de verde a
amarillo después de ser colectados y almacenados a 20 °C, ademas de contener
significativamente mayor cantidad de clorofila. E incluso una mayor cantidad de
proteina soluble extraida de los floretes después de la colecta en comparacion con
las plantas del tipo silvestre.

Lo descrito con anterioridad indica que las actividades de proteasas parecen tener
un papel preponderante en la respuesta del rechazo del polen en Nicotiana. Sin
embargo, a la fecha no se han identificado a la(s) proteasa(s) que degradan a las
proteinas que participan en la Al como: HT-B, 120K, S-RNasa y NaStEP. De esta
manera, un candidato interesante a considerar es la aleuraina, una proteasa que

colocaliza en la vacuola del TP con las S-RNasas y 120K (Goldraij et al., 2006).
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2. HIPOTESIS

La actividad de proteasa de la aleuraina dentro de los tubos polinicos de especies
autoincompatibles de Nicotiana es esencial en la respuesta del rechazo del polen

propio.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar si la aleuraina es una proteasa que posee una funcion esencial en la
respuesta al rechazo del polen propio en Nicotiana.

3.2. Objetivos particulares

» Caracterizar la expresion de la aleuraina en diferentes tejidos de Nicotiana.

* Generar una construccion especifica para producir un RNAi de aleuraina en
polen.

» Transformar granos de polen de N. alata para suprimir la expresion de la
aleuraina en tubos polinicos.

» Evaluar el efecto de la supresién de la aleuraina cruzas autoincompatibles.
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4. MATERIALES Y METODOS

Con el propésito de saber si la aleuraina es una proteasa que podria tener un papel
en la respuesta del rechazo del polen, se transformé genéticamente polen Sa, con un
plasmido capaz de sintetizar un RNAI especifico para la aleuraina en el polen y tubos
polinicos. El polen transformado se utilizé para polinizar pistilos en Sa2Sa2 con el fin de
observar si con la disminucidon de esta proteina los tubos polinicos son capaces de
llegar hasta la base del pistilo, es decir, si se rompe el mecanismo de
autoincompatibilidad.

En esta seccion se describen los protocolos utilizados para la clonacion y
determinacién de la secuencia de la aleuraina en Nicotiana alata, sintesis del plasmido
capaz de generar un RNAI especifico de la aleuraina en polen, determinacion de la
cinética de la aleuraina en tubos polinicos, transformacién genética y observacion

mediante fluorescencia de los tubos polinicos en pistilos polinizados.

4.1. Amplificacion del cDNA de la aleuraina de N. alata

La secuencia del cDNA de la aleuraina no se encuentra reportada para N. alata, por
lo que determinarla resultdé muy importante en toda la metodologia y para ello se

realizaron los procedimientos descritos a continuacion.

4.1.1. Extraccion de RNA total
Se extrajo RNA total a partir de 100 mg de muestra (hoja, polen, anteras, pistilos, etc.

de N. alata). La muestra fue homogeneizada con mortero y pistilo utilizando nitrégeno
liquido, una vez pulverizada, se recolecté en tubos para centrifuga de 1.5 mL, se
resuspendio en 1 mL de Trizol® y se incubd la muestra por 5 minutos a temperatura
ambiente para lograr una completa disociacion de los complejos nucleoproteicos. Se
le anadieron 0.2 mL de cloroformo, se agitd vigorosamente mediante inversion y se
incub6é 3 minutos a temperatura ambiente. La muestra se centrifugd a 12,000 g
durante 5 minutos y se coloco la fase acuosa en un tubo distinto que contenia 0.5
mL de isopropanol. Se incubd a 4 °C durante 10 minutos y luego se centrifugd a

12,000 g por 10 minutos. El sobrenadante fue removido dejando el boton de RNA, el
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cual se lavé con 1 mL de etanol al 75%. Se centrifugo y se dejo secar por 10 minutos.
El RNA fue resuspendido en 30 pL de agua destilada estéril.

Se cuantifico el RNA en NanoDrop2000 (Thermo Scientific), se ajusto la
concentracion de RNA total a 100 ng por cada microlitro. Se determiné la integridad
del RNA extraido mediante el corrimiento electroforético de las muestras en geles
desnaturalizantes que contienen lo siguiente: agarosa 0.6g, agua DEPC 23.1 mL (1.5
mL DEPC:3.5 mL agua destilada), buffer MAE 10X (MOPS 200 mM, acetato de sodio
50 mM, EDTA 10 mM) 3 mL, formaldehido 30% 2.43 mL y bromuro de etidio 0.5 yL
(0.5 mg/mL). A las muestras se les anadio buffer FRB (formamida 50%, azul de
bromofenol 0.1% y xilencianol 0.1% en solucion 1 mM de EDTA, pH 8) y se incubaron
a 65 °C durante diez minutos antes del cargado.

4.1.2. Sintesis de cDNA y RT-PCR

La sintesis del cDNA se realiz6 a partir de 3 pg de RNA total tratado con DNasal de
acuerdo con el protocolo de Transcriptasa reversa M-MLV (Sigma). En un tubo de
200 L se anadieron los siguientes reactivos: 1 uyL de dNTPs (2.5 mM), 1 yL de oligo
dT (10 mM), 3 uL de RNA total y 5 uL de agua DEPC. La mezcla se homogeniz6 con
ayuda de una pipeta y se incubd 10 minutos a 70 °C. Luego, se coloco en hielo y se
le anadieron 4 yL de buffer 5X M-MLV retrotranscriptasa, 1 pL de retrotranscriptasa y
5 yL de H20. Se incubd la reaccion durante 10 minutos a temperatura ambiente y
después 50 minutos a 37 °C. Posteriormente, la enzima fue inactivada a 85 °C durante
10 minutos. EI cDNA de una sola cadena se utilizé para hacer PCR punto final y fue
almacenado a -20 °C.

Con el cDNA extraido ya sea de hojas, anteras, granos de polen, tubos polinicos etc.,
se realizaron PCRs punto final con las siguientes condiciones 5 yL de Dream Taq PCR
Master Mix (2X), 0.25 yL (10 uM) de oligonucleoétidos Aleu Fwd (5'- 3’) y Aleu Rv (5'-
GTC GAC GAATTC TCA GGC AAC GAC AGG GTA-3’), 1 yL de cDNA de la muestra
correspondiente y 3.5 yL de agua libre de nucleasas. Los ciclos de la PCR utilizados
fueron: desnaturalizacion inicial 3 minutos a 95 °C, 30 ciclos de desnaturalizacién a 95
°C por 30 segundos, alineamiento a 58 °C por 30 segundos y extension a 72 °C por 1
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minuto, ademas de una extension final a 72 °C durante 5 minutos. Estas condiciones
se utilizaron con el fin de detectar la presencia del transcrito de la aleuraina en diversos

tejidos.

En caso de realizar una PCR semicuantitativa se estandarizaron las cantidades de
cDNA que debian utilizarse con base en la presencia del transcrito del gen de la
ubiquitina con los oligonucleotidos Ubq Fw 5’-GACAAGGTGACGGGTTGACT-3'y Ub
Rv 5’- AGATCCAGGACAAGGAGGGT-3'. Una vez estandarizado se se realizo el PCR
semicuantitatvo de la aleuraina con los oligonucleétidos Fwd 5-
TTGCCAGAGACGAAAGACTGGAGGGAAGCGT-3 y Rev 5-
AGGGTAGGATGCGCAAGTTGCAATACCACACT-3, utlizando como estandar
nuevamente al gen de la ubiquitina. Las condiciones de la PCR fueron:
desnaturalizacion inicial de 3 min a 95 °C, 25 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por
30 s, alineamiento a 58 °C por 30 s y extensidén a 72 °C por 1 min, ademas de una

extension final a 72 °C durante 5 min.

4.1.3. Clonacion del cDNA de la Aleuraina

Con base en alineamientos realizados con Clustal O (1. 2. 4) multiple sequence
alignment (https://www.ebi.ac.uk/Tools) utilizando secuencias de cDNA completo y
homologas en Petunia, Oryza, Zea y Arabidopsis (Anexo 1), se disefiaron
oligonucledtidos en regiones conservadas del cDNA de aleuraina con el fin de obtener
un amplicon utilizando cDNA total de N. alata. Los oligos se disefiaron con base en la
secuencia de Petunia ya que es una planta perteneciente a la misma familia
(Solanaceae). Los oligos utilizados fueron AleuPe Fwd 5'-
TTGCCAGAGACGAAAGACTGGAGGGAAGCGT-3 y AleuPe Rev 5-
AGGGTAGGATGCGCAAGTTGCAATACCACACT-3. Para ello se utlizé6 a la
polimerasa DreamTaq®, la cual deja extremos cohesivos A-3’ utiles en la clonacion
del tipo TA utilizada en el vector pPGEM (Figura 5).
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Figura 5. Esquema del vector pGEM-T. Se observa el sitio de clonacién tipo TA, el MCS
(lacZ), marcador de seleccion (Amp") y un sitio de origen de replicacion (f1 ori). El vector de
clonacion contiene el sitio de clonacion mudltiple dentro del gen lacZ que codifica para la
enzima R-galactosidasa. Cuando se afiade IPTG se induce la transcripcion del gen lacZ. Si el
inserto fue ligado correctamente en el sitio de clonacion multiple entonces no hay coloracion.

La reaccion de PCR contenia los siguientes reactivos: 5 yL de Dream Taq PCR Master
Mix (2X), 0.25 pL (10 uM) de oligonucledtidos, 1 uL de cDNA de N. alata'y 3.5 yL de
agua libre de nucleasas. La reaccion se llevé a cabo en las siguientes condiciones:
desnaturalizacion inicial 3 minutos a 95 °C, 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por
30 segundos, alineamiento a 58 °C por 30 segundos y extensién a 72 °C por 1 minuto,

ademas de una extension final a 72 °C durante 5 minutos.

Se realiz6 una electroforesis de la reaccion de PCR vy se purifico a partir de agarosa
el amplicon deseado. Este fragmento de DNA se utilizd para hacer la reaccion de
clonacion la cual contenia los siguientes reactivos: 2.5 uL de 2X Rapid Ligation Buffer,
T4 DNA Ligase, 0.5 yL pGEM®-T Easy Vector, 1.5 uL de inserto (100 ng), 0.5 yL T4
DNA Ligase (3 Weiss units/pL) en un volumen total de 5 pL. La reaccion fue incubada
durante una hora a temperatura ambiente. Se transformd una cepa de E. coli (One

Shot ® TOP 10 Competent Cells) quimiocompetente con 2 pyL de la reaccion de
p4o]



acuerdo al protocolo de transformacion bacteriana mostrado a continuacion. Las
colonias fueron analizadas mediante White/blue screening en medio selectivo (LB

con ampicilina 100 pg, IPTG 0.1 mM y X-gal (100 pg).

Cabe mencionar que una vez confirmada la presencia de un transcrito
correspondiente al de la aleuraina se disefiaron oligonucleotidos para abarcar el cDNA
correspondiente marco de lectura completo de la aleuraina, es decir, los oligos Aleu
Fwd (5'-CAC CGG ATC CGG ACC GGC TAC CTT CG-3’) y Aleu Rv (5-GTC GAC
GAA TTC TCA GGC AAC GAC AGG GTA-3’) y se determiné utilizando los mismos
pasos descritos con anterioridad.

4.1.2. Transformacion bacteriana

Para este procedimiento se debe preparar previamente cajas con medio LB sélido (0.5
g de NaCl, 0.5 g de extracto de levadura, 1 g de peptona y 1.5 g de agar en 100 mL
de agua) con el antibiotico deseado (100 yL de ampicilina, 100 yL de kanamicina, 50

ul de espectinomicina o 50 uL de cloramfenicol en concentraciones de 100 mg/mL).

Se colocé en hielo un tubo de la cepa de E. coli One Shot ® TOP 10 Competent Cells,
se anadié 1-5 pL de reaccion de ligacidn/plasmido y se dejé incubar en hielo durante
30 minutos. Se incubd exactamente por 30 segundos en 42 °C en un termobloque e
inmediatamente se colocd en hielo. Se afadieron 250 yL de medio S.O.C. estéril al
tubo. Se dejo incubando a 37 °C por 1 hora en agitacion a 225 rpm. Se plaquearon 50
WL de las células en el medio LB con el antibiético correspondiente y se dejo incubar
a 37 °C toda la noche. Las colonias se analizaron mediante extraccién de plasmido,
PCR o secuenciacion.

4.1.3. Extraccion de plasmido MiniPrep

Para este procedimiento se utilizé el kit ZippyT'\’I Plasmid Miniprep Kit. Primero, se
sembro una colonia aislada en 3 mL de medio LB con el antibidtico correspondiente y
se incubo a 37 ° C con agitacion a 140 rpm, durante 16 horas. Se centrifugd el cultivo
a maxima 14,000 r.p.m. durante un minuto. Se decanto el sobrenadante y el pellet fue
resuspendido en 600 yL de H,O. A la reaccién se le afiadieron 100 pL de 7X Lysis

Buffer y se mezcld por inmersion con una incubacion posterior de 2 minutos a
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temperatura ambiente. Fueron afadidos 350 uL de Neutralization buffer que contiene
RNasa y se mezclé por inversion. La reaccidon fue centrifugada a 16,000g por 4
minutos. El sobrenadante fue transferido a una columna Zymo-Spin INN sobre un tubo
colector y centrifugado a 16,000 g por 15 segundos. Se descart6 el liquido del tubo
colector y se afadieron 200 yL de Endo Wash Buffer y se centrifugd por 30 s. Luego
se anadieron 400 uL de Zyppy Wash Buffer y se centrifugaron a 16,000 g por 1 min.
La columna fue transferida a un tubo de 1.5 mL y se afadieron 30 yL de agua de grado
molecular. Se dejo incubando 1 minuto a temperatura ambiente y se centrifugd para
recuperar el DNA en el tubo. El DNA plasmidico fue cuantificado a 260 nm utilizando
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y se secuencio el inserto en la Unidad de Sintesis

y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

4.1.4. Analisis bioinformatico

La identificacion de la secuencia de nucleotidos fue establecida usando el programa
NCBI BLAST (http://www.ncbi.nlm,nih.gov/BLAST, Altschul et al., 1997). Las
herramientas bioinformaticas disponibles en el sitio (http://expasy.org) fueron
utilizadas para analizar la proteina deducida. Al igual que el alineamiento de la
secuencia de aminoacidos de la aleuraina respecto a las de otras especies realizado
con Clustal O (1. 2. 4) multiple sequence alignment (https://www.ebi.ac.uk/Tools)

(Anexo 2). Los dominios estructurales y caracteristicas fueron analizados de acuerdo
a la base de taros MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk, Rawlings et al., 2006).

4.2. Obtencion de pBA- Aleuraina RNAi

4.2.1. Sintesis de pBA-Aleuraina RNAi

La obtencion de una construccidn en un plasmido capaz de dirigir la sintesis de un
RNAI especifico para la aleuraina fue necesaria para determinar si esta proteasa tiene
alguna implicacién en la respuesta de rechazo del tubo polinico en Nicotiana. Una
vez conocida la secuencia de la aleuraina para N. alata se utilizé el fragmento de
cDNA correspondiente a la aleuraina para insertarlo en el plasmido pBA-DC RNAI,
disefado para sintetizar RNAI. Este plasmido consta de un promotor CaMV 35S, un
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sitio de recombinacién attR1 - attR2, un intrén del gen WRKY, un sitio de
recombinacion attR2 - attR1, un terminador de la transcripcidn, un marcador de
seleccion de resistencia a espectinomicina. Ademas entre cada sitio de recombinacién
se encuentra codificado el cassette de genes de resistencia a cloranfenicol y ccdB, los
cuales son sustituidos por el cDNA de la aleuraina (correspondiente al marco de
lectura abierto) después de la recombinacion mediada por la LR clonasa. Cabe
mencionar que se ha reportado que el promotor CaMV 35S promueve la expresion de
genes a niveles muy bajos respecto a genes constitutivos en granos de polen y tubos
polinicos, por lo que se optd por cambiar el promotor por el de NTP303 cuyo gen bajo
su regulacion se expresa a niveles superiores en el polen (Hulzink et al., 2002).

Se utilizaron los oligonucleoétidos AleuF (5'- CAC CGG ATC CGG ACC GGC TACCTT
CG - 3") y AleuR (5’- GTC GAC GAA TTC TCA GGC AAC GAC AGG GTA -3’) para
amplificar el cDNA correspondiente a la region codificante del gen de la aleuraina. Se
estandarizaron las condiciones de PCR con el kit DreamTaq Master Mix 2X. Luego,
se continu6 con la purificaciéon del amplicon a partir del gel de agarosa. Este se
introdujo al vector de clonacién pENTR/D-TOPO (Thermo) siguiendo las instrucciones
del fabricante (Figura 6a). Y se realizé la transformacion de bacterias E. coli
quimicamente competentes E. coli One Shot Match1 (Thermo). Estas se plaquearon
en medio LB solido con kanamicina (100 yL/mL). La colonias se analizaron mediante
PCR y el uso de enzimas de restriccion. El vector de entrada pENTR D-TOPO (Figura
9a) brinda la posibilidad de insertar el gen con una direccion especifica, afiadiéndole
a uno de los oligonucledtidos utilizados para amplificar el gen de interés cuatro
nucleotidos (5-CACC-3’), ademas, el vector posee los sitios de recombinacién attL1 y
attL2, que flanquean al inserto de interés, los cuales son utiles para transferir este
segmento de DNA a un vector de salida (Gateway) que posea los sitios attR1 y attR2,
mediante una reaccion de recombinacion LR.

El plasmido pBA-DC-RNAI, ha sido disefiado con el fin de generar RNA interferente
(RNAI) y con ello silenciar un gen de interés. El plasmido pBA-DC RNAi posee dos
sitios attR1 y dos sitios attR2 que se encuentran posicionados de tal manera que una
vez que se lleva a cabo la reaccion LR, un cDNA queda en sentido y otro en
antisentido, separados con un fragmento del intron WRKY, con el fin se produzca un
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RNA de doble cadena (dsRNA) en el tejido u organismo transgénico. En este caso,
era necesario generar un RNAI especifico para regular postranscripcionalmente a la
aleuraina en el polen (Jang et al., 2007). Las colonias positivas se aislaron y se
utilizaron para la purificacion de plasmido con el inserto de interés. Se realiz6 una
reaccion de recombinacion LR entre los plasmidos pENTR:aleuraina y pBA-DC RNAI
(Figura 6b), mediante el uso de la enzima LR clonasa siguiendo las instrucciones del
kit Gateway LR Clonase Enzyme Mix (Figura 6c¢). Se transformaron bacterias E. coli
quimicamente competentes One Shot TOP10. Se seleccionaron las colonias en medio
LB solido con espectinomicina (100 yL/mL). Las colonias resultantes se colocaron en
cajas petri con medio LB sdlido que contenian espectinomicina (100 yL/mL) con
cloranfenicol (50 pL/mL), en conjunto con la misma colonia nuevamente en
espectinomicina (100 pL/mL). Se analizaron aquellas colonias que unicamente
crecieron en espectinomicina, pero no en espectinomicina con cloranfenicol. Se extrajo
plasmido de estas colonias y se analizaron mediante PCR y con enzimas de
restriccion. Se intentd llevar a cabo la amplificacibn de todo el casette de
silenciamiento (Sentido/Intrén/Antisentido) unicamente con el oligonucleoétido forward
pero no se tuvo éxito. Por lo que se decidié continuar el analisis con enzimas de
restriccion que pudieran extraer todo el cassete de aleuraina RNAI (sentido-WRKY -
antisentido), con las enzimas Xhol y Sacl, por lo que se observdé un fragmento
mediante el corrimiento electroforético de alrededor de 3,300 pb, el se purifico y fue
analizado por restriccion el cual debia ser cortado en dos fragmentos en por la enzima
Hindlll en un extremo del intron WRKY cercano al cDNA en sentido. Los resultados
fueron confirmados mediante secuenciacién. El promotor CaMV 35S fue removido del
plasmido pBA-DC RNAi mediante enzimas de restriccion (pPuMl y Xhol) e
intercambiado el promotor de NTP303, un promotor especifico de polen de N.

tabacum.
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Figura 6. Plasmidos pENTR™/S-TOPO y pBA-DC. Se observan los plamisdos utilizados
para la sintesis del plasmido capaz de generar un RNAI para la aleuraina pBA-Aleuraina
RNAI. a. Plasmido pENTR donde se observa a las topoisomerasas que ayudaran a darle
una direccion al inserto el cual contiene un extremo 5’-CACC, ademas de que se encuentra
flanqueado por los sitios de recombinacion attL1 y attL2. Este plasmido posee un marcador
de seleccién de resistencia a kanamicina y un sitio de origen pUC ori. b. Se observa el
plasmido pBA-DC el cual posee dos sitios de recombinacién en sentido y antisentido
flanqueados por las secuencias attR1 y attR2 e incluyen al gen ccdB y a cmr', ademas
ambos sitios se encuentran separados por el intron WRKY. Este cassette para generar un
consta del promotor CaMV 35S. Ademas de los genes de resistencia a espectinomicina,
BASTA y un sitio de replicacién Col1E. c. Esquema del proceso de recombinacion LR.
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4.2.2. Purificacion de pBA-Aleuraina (MaxiPrep)

Se incubd la cepa transformada con el plasmido pBA-Aeluraina RNAi en 2 mL de
medio LB selectivo durante 6 horas, se inoculé esta mismo cultivo en 500 mL de
medio LB empleando un matraz de 2 L y se dejo incubando en agitacion durante una
noche. Se centrifugo el cultivo a 6,000 rpm por 10 minutos a 4 °C en dos frascos de
250 mL, la pastilla fue resuspendida en 5 mL de la solucion | (glucosa 50 mM, EDTA
10 mMy Tris-HCI 25 mM, pH8), se le afiadido 10 mL de solucién Il (NaOH 0.2 N, SDS
1%) y se agité suavemente. Se afadié 7.5 mL de solucion 11l (NaCH3COO-3H,0 3M,
pH 5) y se mezcld por inversién seguido de una incubacién en hielo por 30 minutos.
Se centrifugd a 9,000 rpm durante 10 minutos a 4 °C. Se colect6 el sobrenadante en
un tubo nuevo y se afadié un volumen de isopropanol frio. Se incubé a -20°C por
una noche y se centrifug6é a 10,000 rpm por 15 minutos a 4 °C. Se descarto el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla, para luego disolverla en 3 mL de H,0, y
adicionar 3 mL de LiCL 5M frio. Se mezcl6 y se centrifugé a 9,000 rpm durante 10
minutos. Se decanto cuidadosamente para disolver la pastilla en 0.5 de H,O que
contenga 10 yL de RNasa libre de DNasa y se dejé incubar a 37 °C en un tubo de 1.5
mL. Se adicionaron 0.5 mL de NaCl 1.6 My PEG 8000 13%, se mezclod y se centrifugo
a 13,000 rmp por 5 min a 4 °C.

Se elimind el sobrenadante, se disolvid la pastilla en 0.5 mL de H20, se agreg¢ 0.5
de PCI (fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 24:25:1) y se agitd con vortex. Se
centrifugé a maxima velocidad y se recuper¢ la fase acuosa. Se afiadieron 2/3 del
volumen de acetato de amonio (10 M)y 2 volumenes de etanol. Se homogenizé por
inversion y se incubo toda la noche.

Se centrifugd a 14,000 por 15 minutos y se lavo dos veces con 1 mL de etanol 70%
recuperando la pastilla después de centrifugar a maxima velocidad por 2 minutos
cada uno. Se secd la pastilla utilizando speedback y se resuspendio en 200 yL de H»0.
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4.3. Vida media e inmunolocalizacion de la aleuraina en tubos
polinicos

4.3.1. Germinacion in vitro de tubos polinicos

La germinacién de tubos polinicos se llevé a cabo en cajas de Petri de vidrio
esterilizadas con medio liquido de germinacion especial para Nicotiana a 30 °C

medio de germinacion posee las siguientes caracteristicas:

« 1 mM KNO3

e 1.6 MM H3BO3

e 0.8 mM MgSO4

3 mM Ca(NO3)2 4H20
e 10 mM MES pH 6.0

» 2% Sacarosa

« 14% PEG 4000

En 1 mL de medio debe germinarse aproximadamente 20,000 granos de polen
(aproximadamente el polen de 4 flores de N. alata o bien 0.0028 g). Con este medio
se puede observar que mas del 90% del polen ha germinado a las 2 horas de
incubacion. Para recuperar los tubos polinicos se utilizé el sistema de filtracion de

vacio.

4.3.2. Determinacion de la vida media de la aleuraina en tubos
polinicos

Se recolecto polen fresco y se incubd en 8 cajas Petri 0.1 g de polen con 5 mL del
medio de germinacion previamente descrito para cada una durante 1 hora a 30 °C, a
6 cajas se les anadio cicloheximida a una concentracion final de 50 pyg /mL y se les
dej6 incubando durante 30 minutos mas, a una caja utilizada como control se anadié
el volumen correspondiente de DMSO (excipiente de la cicloheximida) para ser
utilizado como control. Luego se centrifugaron los tubos polinicos para eliminar el
medio con el antibiotico y se dieron dos lavados con medio de germinacion. Y se
volvieron a colocar en cajas Petri durante diferentes tiempos. Se extrajo proteina total

de tubos polinicos con buffer de acetato de sodio 50 mM, NaCl 50 mM con la
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concentracion recomendada del fabricante de inhibidor de proteasas Complete de
Roche. Se analiz6 la presencia de la aleuraina mediante Western blot para inferir la
vida media de la proteasa.

La inmunolocalizacion mediante Western blot se realiz6 siguiendo las siguientes
condiciones: Se realizd el corrimiento electroforético de 10 ug de proteina total en
geles de poliacrilamida al 12%. Se realiz¢ la transferencia semiseca de las proteinas
del gel a una membrana de PVDF de 0.45 uym. A continuacién realiz6é un bloqueo de
la membrana, para posteriormente ser incubada con el anticuerpo primario
monoclonal (anti-aleuraina de raton 1:10,000, Rogers et al., 1997) durante toda una
noche. Luego fue incubado con anticuerpo de cabra, anti-raton 1:10,000 acoplado a
fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich™) durante 1 h 30 min. Esta enzima presenta
actividad cuando la membrana es incubada en 10 mL de una solucion pH 9.5 (Tris
12.1 g/L, NaCl, 5.8 g/L y MgCl> 1 g/L), 100 pL de Nitrotetrazolium Blue Chloride (33
mg / mL en dimetilsulfoxido al 70%) y 100 uL de una solucién de 5-bromo-4-cloro-3-
indoil-fosfato (17 mg/ml en DMSO).

4.3.3. Inmunolocalizacion de la aleuraina en tubos polinicos

Para determinar la localizacidon de aleuraina en tubos polinicos a diferentes tiempos,
se realizaron ensayos de inmunohistoquimica (inmunolocalizacion). Para ello, se
utilizaron tubos polinicos en diferentes tiempos de germinacion (5 y 20 h) y fueron
fijados en una solucion de 4% formaldehido disuelto en PBS 1x, a 4°C durante una
noche. Después de la fijacion, fueron enjuagados cinco veces con buffer PBS, durante
cinco minutos en cada lavado. Posteriormente los tubos polinicos se deshidrataron al
sumergirse en una serie gradual de etanol a diferentes concentraciones (30, 50, y 70
%) durante media hora en cada una de las concentraciones, y permanecieron en
etanol 70 % toda la noche. Los tubos polinicos fueron montados en portaobjetos
especiales cargados positivamente con con poli-L-lisina. Se dejaron secar los
portaobjetos durante 24 horas para maximizar la fijacion de los tubos polinicos a estos.

Se realizaron dos enjuagues para rehidratar a los tubos polinicos con buffer PBS, cada

enjuague dur6é 5 minutos. Una vez hidratados, se delimito el area del corte con un
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marcador hidrofobico (Pan Pen®) y se agregaron al centro del portaobjetos
aproximadamente 300 pl de solucion de bloqueo (BSA al 10% en PBS). Los tubos
polinicos se incubaron en esta solucién por una hora en una camara humeda. Se
realizaron tres enjuagues de 5 minutos cada uno con PBS, y se agrego el anticuerpo
primario (a-aleuraina en ratdn, a concentracién 1:200 en solucion de bloqueo) y se
dejé incubar una noche a 4°C en una camara humeda. Se realizaron tres enjuagues
de 5 minutos cada uno con PBS y se agrego el anticuerpo secundario (a-raton
conjugado al fluoroforo Alexa-568®) y los tubos se incubaron a 4°C en oscuridad
durante cuatro horas en una camara humeda. Se realizaron tres enjuagues de 5
minutos cada uno con PBS. Las preparaciones se montaron con un medio de montaje
con DAPI, y las observaciones se realizaron en un microscopio confocal de

fluorescencia.

4.4. Transformacion de polen mediante bombardeo

Para transformar genéticamente polen de Nicotiana se utilizo la técnica de bombardeo
con particulas de tungsteno recubiertas con diferentes plasmidos, ya sea con un
plasmido capaz de expresar de manera transitoria a GFP para confirmar la
transformacién exitosa del polen, o bien, uno que nos permita silenciar a la aleuraina
y observar que ocurre con el mecanismo de la autoincompatibilidad una vez llevada

acabo la polinizacion.

4.4.1. Recubrimiento de particulas de tungsteno con DNA

Las particulas fueron preparadas de acuerdo a lo descrito a continuacion. Se agitaron
microparticulas de tungsteno conservadas en glicerol (60 ug/100 pL) por 5 minutos en
vortex y se prepararon alicuotas de 50 pL en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL. Se
agregaron 5 yL de DNA plasmidico indicados en la tabla 1 (1 pg/uL), posteriormente
50 pL de CaCl, (2.5 M) y 20 L finalmente espermidina (0.1 M), estos dos ultimos
reactivos funcionan en la adhesion del DNA a las microparticulas y a la estabilidad del
DNA. Se mezclaron los reactivos mediante agitacién suave y luego se dejé incubando
por 30 minutos en hielo, alternados con varios ciclos de agitacion breve y suave. Las
particulas ya recubiertas se lavaron justo antes de distribuirlas en el macrocarrier, esto

con el fin de prolongar el tiempo de incubacion de la union del DNA con las particulas.
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Para realizar el lavado de particulas, se centrifugaron a maxima velocidad por 60
segundos y se desecho el sobrenadante. Se afiadieron 140 yL de etanol al 70% y se
agité muy suavemente para homogenizar, se centrifugd y se desechd nuevamente el
sobrenadante. Se repitieron los mismos pasos del lavado anterior pero en esta
ocasion utilizando etanol absoluto y para finalmente resuspender las particulas las en
50 pL de etanol absoluto. Las particulas se aplicaron y distribuyeron sobre el centro
del macrocarrier previamente ajustado al macrocarrier holder. Se esperaron 5 minutos
para permitir que se evaporara todo el etanol, de manera que las particulas quedaran
adheridas al macrocarrier y que fueran capaces de desprenderse de €l al momento
de realizar el disparo.

4.4.2. Preparacion de granos de polen para expresion transitoria

En cuanto a la preparacion del polen para ser transformado, se colectaron 50 mg polen
un dia antes de la realizacion de cada bombardeo. Cada vez que el polen fue
colectado se tomaron 5 mg, los cuales se utilizaron para hacer germinacion in vitro en
medio liquido con el fin de para verificar su viabilidad y capacidad de germinar.
Cualquier colecta de polen con problemas en la germinacion fue descartada.

En cajas petri de 35 mm con 1 mL de medio sélido de germinacion de tubos polinicos
de Nicotiana (1 mM KNO3, 1.6 mM H3BO3, 0.8 mM MgS04, 3 mM Ca(NO3)2 4H20,
10 mM MES pH 6.0, 8% sacarosa y 0.8 % agarosa) se colocaron 6 mg de polen fresco
resuspendido en 50 pL del mismo medio pero sin agarosa. El polen fue distribuido de
manera uniforme sobre la superficie de la caja Petri con movimientos circulares. Cada

muestra recibié dos disparos, para aumentar la eficiencia de transformacion.

Es importante mencionar que el polen transformado fue colectado de flores de la
misma planta que poseia las flores que fueron seleccionadas para ser emasculadas y
posteriormente polinizadas. Ademas, los pistilos polinizados correspondian a los de
flores jévenes en estado desarrollado y completamente funcional.

4.4.3. Transformacion de granos de polen mediante bombardeo
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Se sumergieron los discos de ruptura rapidamente en isopropanol absoluto, para
eliminar su carga electrostatica y se colocé uno por cada disparo en el soporte del
disco de ruptura. La transformacion se llevo a cabo con una presion de helio de 120
psi a una distancia de 10 cm entre el filtro del dispositivo de bombardeo y el material
que seria transformado, en estado de vacio de 20-22 in Hg.

4.4.4. Germinacion in vitro de polen transformado con GFP

Para observar los tubos polinicos transformados con el plasmido pNTP3030::GFP fue
necesario después del bombardeo, realizar una resuspension de los tubos polinicos
en medio liquido de cultivo in vitro, para lavar las particulas de tungsteno incrustadas
al medio de cultivo. Luego, el polen fue depositado en una caja Petri de 6 mm de
diametro recubierta con papel aluminio, en agitacion constante de 40 r.p.m. a
temperatura ambiente durante un lapso de 8 a 10 horas. Una vez trascurrido este
tiempo de germinacidn, se observaron los tubos polinicos en un microscopio de

fluorescencia.

Plasmido Promotor Funcion

pMit-GFP NTP303 Dirige la expresion de GFP recombinante con
una localizaciéon mitocondrial.

pPB-Aleuraina RNAI NTP303 Dirige la transcripcion de un RNAI especifico

para la aleuraina de N. alata
Tabla 1. Plasmidos utilizados en la transformacion de polen de N. alata.

4.4.5. Polinizacion y observacion de pistilos polinizados mediante
fluorescencia

El polen transformado en cajas petri fue lavado con medio de cultivo liquido y
recuperado en tubos de 1.5 mL, se realizaron 2 enjuagues para eliminar las particulas
de tungsteno libres. Se centrifugd a 6000 rpm durante 10s. Se elimin6é la mayor
cantidad de sobrenadante. Para poder observar los tubos polinicos crecidos dentro
del pistilo, primero, se polinizaron pistilos de flores emasculadas antes de la antesis,
ya sea con polen transformado mediante bombardeo o polen silvestre y se permitio el
crecimiento de los tubos polinicos durante 72 horas. Se colectaron los pistilos y se
colocaron en una solucidn fijadora de etanol y acido acético (3:1) durante 24 horas o
hasta que la clorofila de los pistilos se perdi6. Posteriormente, los pistilos se colocaron
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en una solucion de sulfito de sodio al 10% y se suavizaron mediante el uso de la
autoclave durante 5 minutos. Se transfirieron los pistilos a una solucién de azul de
anilina 0.1% por lo menos 12 horas a 4 °C. Se montaron los estilos en portaobjetos
con un poco de la solucidon de anilina, se les colocd un cubreobjetos y se sell6 con
barniz transparente. Se observaron los pistilos bajo microscopio de epifluorescencia a
360 nm.
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5. RESULTADOS

5.1. Determinacion de la secuencia del cDNA de aleuraina de N. alata

Con base en secuencias de cDNAs homologos de otras plantas como la orizaina del
arroz, CCP2 del maiz o PeTH3 de Petunia, fue posible obtener un amplicén de un
tamafo molecular de alrededor de 1100 pb, presente en hojas jovenes de N. alata. El
analisis de secuenciacion reveld que el cDNA corresponde a la aleuraina de Nicotiana
alata, este posee un marco de lectura abierto con a una longitud de 1083 bases, el
cual codifica a una proteina de 360 aminoacidos con una masa molecular de 38.92
kDa y un punto isoeléctrico de 6.65 estimados (Figura 7a). Dentro del mismo género,
unicamente se encuentra reportada una prediccion de la secuencia de la aleuraina en
tabaco, con la cual, posee un porcentaje de identidad del 96% (Domoto et al., 1995;
Tournaire et al., 1996). Ademas, el analisis de alineamiento de secuencias de tipo
local indic6 que es homdloga a varias proteinas con secuencias aleurain-like, cuya
expresion se ve aumentada durante la senescencia en N. tabacum, S. lycopersicum y
Z. mays (Eason et al., 2005). Este analisis también indicé que se encuentra altamente
conservada respecto a la secuencia de aminoacidos de otros géneros, familias y
clases de plantas, e incluso con la catepsina H en humanos, lo que sugiere que la
funcién de esta proteina debe ser muy importante en la fisiologia de diversos

organismos.

La secuencia de aminoacidos de la proteina fue analizada con el fin de determinar si
ésta posee motivos similares a otras proteasas, si presenta péptido sefial, si posee un
sitio de procesamiento postranscripcional, etc. Las proteasas se encuentran
clasificadas dentro de distintas familias. De acuerdo con un numero de caracteristicas
estructurales encontradas en la secuencia de N. alata que son detalladas a
continuacion, se corroboro que la secuencia analizada pertenecia a las peptidasas de
la familia C1.

El analisis de hidropatia de la secuencia de la aleuraina de N. alata deducida con el
coédigo genético universal indico que la secuencia posee un péptido sefal en el
extremo N-terminal, comprendiendo los aminoacidos 1 al 22, el cual se hipotetiza que
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funciona en la translocaciéon de la preproproteina al reticulo endoplasmico, este
extremo hidrofébico seria cortado por una péptido senal peptidasa después del Asn
22. Después de este proceso se generaria una proteina con un tamafo molecular de
36.75 kDa y un punto isoeléctrico tedrico de 6.36 estimados. La comparacion entre la
aleuraina de N. alata, NTCP-23 y orizaina gamma revel6 que comparten un motivo de
unién 31NPIRQV (Anexo 2) al receptor vacuolar BP-80, lo que sugiere que una vez
que los ribosomas que se encuentran sintetizando a esta proteina se unen al reticulo
endoplasmico rugoso, las proteinas entran a través de la membrana del reticulo
cotraduccionalmente. Las proteinas solubles se colocan en el lumen del reticulo y

subsecuentemente son llevadas a las vacuolas liticas (Figura 7a).

En la secuencia del cDNA de la aleuraina también se encuentra codificado un dominio
inhibidor de proteasa |-29 presente en otras proteinas homologas, el cual seria
removido por una proteasa de maduracion de la aleuraina, dejando a la aleuraina en
su forma nativa con un tamafio calculado de 23.26 kDa y un punto isoeléctrico tedrico
de 4.49. Aunque de acuerdo con lo reportado, la masa molecular aparente de la
proteina es mayor en analisis de western blot debido a que la aleuraina posee dos
glicosilaciones como modificaciones postraduccionales, cuyos sitios de glicosilacion
corresponden a los aminoacidos 127NCS (asparagina-cisteina-serina) y 256 NIT
(asparagina-isoleucina-treonina) en N. alata (Figura 7b). Ademas, el analisis indico
que la aleuraina posee también un dominio catalitico de peptidasa del tipo C1-A, la
triada catalitica cisteina-histidina-asparagina (167C-307H-327N), los sitios activos
160Q (glutamina), 305N (asparagina), 327S (serina), y 328W (triptéfano), los residuos
de cisteina para la formacion de puentes disulfuro, que le brindan una gran estabilidad
a la proteasa en un ambiente acido (164C, 198C, 240C, 298C), y el sitio potencial de
corte (143L) de procesamiento postranscripcional (Figura 7b). También, el motivo
ERFNIN de las proteasas de cisteina en las catepsinas H y L humanas se encuentra
presente en la secuencia de aminoacidos de la aleuraina de N. alata (Ueda et al.,
2000).
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Figura 7. Secuencia del cDNA y aminoacidos de la aleuraina de N. alata.

a. Secuencia del marco de lectura abierto (1083 pb) y de aminoacidos (360 aa) de la aleuraina
de N. alata. b. Esquema de la estructura de la aleuraina, el cual posee un péptido sefial, en el
extremo amino, un dominio de inhibicién de proteasas y un dominio catalitico de proteasas de
cisteina de la familia C1.

5.2. Analisis de la expresion de la aleuraina en Nicotiana

Por otro lado, mediante un inmunoanalisis utilizando como anticuerpo primario un
anticuerpo monoclonal primario anti-aleuraina de cebada (Rogers et al., 1997), se
observo la presencia de la proteasa en diferentes 6rganos y tejidos, incluyendo hojas,
pistilo, anteras, sépalos y pétalos. Con esta técnica se detectan 3 bandas (36, 29 y 26

kDa aproximadamente) (Figura 8).

La proteina se encuentra en todos los 6rganos analizados de Nicotiana, pero en la
anteras su expresion es mayor. Esto, sugiere que en esta estructura, la proteasa
posea un papel importante. Ademas, se observd que existe una correlacion entre la
abundancia de la proteina y el estado de maduracion de las anteras, siendo en la
etapa madura, la mayor presencia de aleuraina. Cabe mencionar que existe una
mayor cantidad de proteasa en anteras con polen en comparacion con anteras
infértiles incapaces de producir polen, lo que sugiere que el polen contribuye a la gran
cantidad de proteasa detectada mediante Western-blot (Figura 9).
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Figura 8. Expresion de la aleuraina en diferentes tejidos y 6rganos de Nicotiana.

a. Se observa que la proteasa se expresa abundantemente en anteras de N. alata en
comparacion con diferentes 6rganos y tejidos como pistilo, ovario, pétalos, sépalos y hojas.
Western blot con anti-aleuraina 1:10,000 y anti-ratén con fosfatasa alcalina 1:10,000. b. gel
de proteina tefiido con azul de coomassie..
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Figura 9. Diferencia de abundancia de la aleuraina en anteras fértiles e
infértiles. Se observa la deteccion de la aleuraina mediante Western blot. El
contenido de proteasa es mayor en anteras feértiles, capaces de producir
polen viable, en comparacién de anteras infértiles, sin polen. Indica que una
parte del contenido de proteasa detectada en antera proviene del grano de
polen maduro.
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La aleuraina se encuentra presente en tubos polinicos a 36 horas de germinacion
(Goldraij et al., 2006), por lo que resulté necesario conocer mas acerca del patrén de
expresion en diferentes etapas del desarrollo de la antera y por supuesto, en granos
de polen y tubos polinicos a diferentes tiempos de crecimiento. Se analiz6 la presencia
del mRNA de aleuraina y de la proteina mediante RT-PCR y ensayos de Western-blot
en cuatro diferentes etapas de maduracion de la antera y 4 tiempos de germinacion
del polen (0, 5, 10 y 20 horas) para conocer su cinética (Figura 10a). Se encontré que
el transcrito de la aleuraina se encuentra al menos desde etapas inmaduras del polen
y con una mayor abundancia relativa en etapas maduras de las anteras (3 y 4).
Durante la germinacion del tubo polinico, los niveles de transcrito no varian de manera
perceptible (Figura 10b). Y de acuerdo con la inmunodeteccion de la proteasa, ésta
se encuentra expresada en todas las etapas de desarrollo de la antera, siendo en
anteras maduras donde se observa una mayor cantidad de la proteina en estado
maduro (Figura 11ay 11c). En cambio, en el polen se puede observar que la proteina
se encuentra en el grano de polen pero la cantidad de ésta disminuye durante la
germinacion del tubo polinico. El objetivo de analizar en el polen y tubo polinico la
presencia del transcrito y proteina, radica en que precisamente es en esta estructura

donde se desea silenciar post-transcripcionalmente mediante el uso de un RNA..
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Figura 10. Deteccién por RT-PCR del mRNA de la aleuraina en anteras, polen y tubos
polinicos. a. Diferentes etapas de maduracion de las anteras (izquierda) etapa 1 (botén
menor a 1 cm), etapa 2 (botén de 2 cm de longitud), etapa 3 (botén antes de la antesis),
etapa 4 (flor madura), ademas de diferentes tiempos de germinacién de tubos polinicos a
la derecha (5, 10 y 20 horas aproximadamente). b. Se observan los amplicones obtenidos
mediante PCR utilizando el cDNA de diferentes etapas de maduracion de las anteras, en
los granos de polen y diferentes tiempos de germinacién de tubos polinicos (5, 10 y 20
horas).
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Figura 11. Expresion de la aleuraina en diferentes etapas de maduracién de la antera
a. Western blot de la aleuraina durante la maduracion de la antera, revelado con
fluorecencia (anti-aleuraina 1:10,000 y anti- ratdon acoplado a peroxidasa 1:10,000). b. Gel
de proteina de anteras tefido con azul de coomassie). ¢. Western blot de la aleuraina a
diferentes horas de germinacién del polen (derecha, anti-aleuraina 1:10,000 y anti-raton con
fosfatasa alcalina 1:10,000) d. Gel de proteina de polen y tubos polinicos tefiido con azul
de coomassie.

De acuerdo con los resultados de la inmunodeteccioén de la aleuraina en diferentes
tiempos de elongacion del tubo polinico (Figura 11c), parece que la cantidad de
aleuraina disminuye conforme el tubo polinico crece. Durante la elongacion del tubo
polinico se generan periddicamente tapones de calosa, cuya funcion es aislar las
partes mas viejas del tubo y mantener al citoplasma cerca de la punta de crecimiento
(Qin et al., 2012). Fue necesario detectar mediante inmunolocalizacion a la proteasa
durante la elongacion del tubo polinico para observar si hay presencia de la aleuraina
en etapas tardias de crecimiento del tubo polinico. Segun lo observado, la aleuraina
se encuentra presente en las vacuolas de los tubos polinicos a las 5 y 20 horas de
germinacion in vitro (Figuras 12a, 12b). También, esta técnica reveld que la proteina
se encuentra preferentemente cercana a la region apical del mismo, ademas de
encontrarse en una notable mayor abundancia a las 20 horas después de la
germinacion. No se observa fluorescencia en todos los tubos polinicos mediante este
meétodo debido a que se optd por adherir directamente tubos polinicos a portaobjetos
cargados positivamente con L-lisina sin realizar ninguna inclusion o cortes
histolégicos, de los cuales al encontrarse la gran mayoria fisicamente intactos,

unicamente en algunos tubos polinicos los anticuerpos primario y secundario pudieron
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penetrar.

a.

Tubos polinicos 5h - anti-aleuraina

Alexa 568 Bright field

b.

Tubos polinicos 20h - anti-aleuraina

Alexa 568 Bright field

C.

Control sin anticuerpo primario

Alexa 568 Bright field

Figura 12. Inmunolocalizacién de la aleuraina en tubos polinicos a 5 y 20 horas.

a. Inmunolocalizacion de la aleuraina en tubos polinicos de N. alata con 5 horas de
germinacion, la fluorescencia roja corresponde a la deteccion de la aleuraina mediado por
un anticuerpo secundario acoplado al fluorocromo Alexa 568. La aleuraina se observa
dentro de la vacuola del tubo polinico que practicamente abarca todo el ancho del tubo
polinico. b. Inmunolocalizacion de la aleuraina a 20 horas después de la geminacion del
tubo polinico. Se observa la presencia de la aleuraina en la parte apical de los tubos
polinicos. También, se observan algunos nucleos en dentro del tubo polinico tefidos con
DAPI. c. Control Negativo el cual no contiene el anticuerpo monoclonal anti-aleuraina
También se puede apreciar autofluorescencia de los granos de polen en el control en los
canales de fluorescencia para Alexa 568 y DAPI.
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5.3. Analisis de patrones de expresion similares a elementos de la
incompatibilidad

Ya que dentro del género Nicotiana existen tanto especies autoincompatibles como
autocompatibles, se examind la presencia de transcrito de proteasas tipo aleuraina en
diferentes especies, utilizando cDNA total de anteras maduras con polen y un par de
oligonucledtidos complementarios a regiones altamente conservadas de la aleuraina
en otras especies. Se sabe que en algunas especies los genes implicados en la
autoincompatibilidad poseen patrones de expresion distintos en especies compatibles
respecto a las incompatibles (Busot et al., 2008). La figura 13 muestran que tanto en
las anteras de especies autoincompatibles (N. alata, N. rastroensis) como
autocompatibles (N. benthamiana, N. glauca, N. longiflora, N. plumbaginifolia y N.
sylvestris) se expresa el gen de la proteasa. La unica excepcion fue N. tabacum en la

cual no se detecto transcrito.

a. b.
Autoincompatibles Autocompatibles
R
cDNA anteras © > Q
(7] < b —
@ ‘G g g o g’ ©» E %
@ g S S & S & 5 3 2
& ] [} - B @ e
— -1 < =3 o £ > @
s $§ & g § §3 % 8 ¢
Z 2 =z Z 2 =z 2 Zz zZ 4
pb pb
1200 1200
1000 1000

500 500

48



Figura 13. Detecciéon por RT-PCR del mRNA de la aleuraina en las antera de especies
de Nicotiana.

a. Se observan los resultados de un RT-PCR, en el cual, el cDNA de aleuraina es detectado
en las especies autoincompatibles (N. alata, N. rastroensis y N. forgetiana). b. También es
detectado en especies autoincompatibles (N. benthamiana, N. glauca, etc.) con excepcion
de N. tabacum.

5.4. Analisis de procesamiento diferencial en cruzas Al y AC de
Nicotiana

La proteina de maduracién de la aleuraina es otra proteasa de cisteina llamada RD21,
del inglés responsive to dessication 21. Esta proteasa vacuolar posee la caracteristica
que en su extremo carboxilo tiene un dominio de granulina, el cual, interactua con la
proteina 120k en Nicotiana (Lee et al., 2008) y un inhibidor vacuolar de proteasas del
tipo Kunitz en Arabidopsis (Boex-Fontivieille et al., 2005). NaStEP pertenece a esta
clase de inhibidores, por lo que su posible funcidn sea, una vez incorporado al tubo
polinico, inhibir el proceso de maduracidn de proteasas implicadas en la muerte celular
programada. En este caso, resultd interesante determinar si la aleuraina posee un
estado de procesamiento distinto en cruzas de N. alata Sa2Sa2xSaz2 (incompatibles) y
Sa2Sa2xSc10 (compatibles), ademas de las cruzas en un hibrido N. plumbaginifolia x
alata tetrahaploide que expresa un RNAI para NaStEP. Las cruzas realizadas para
este tretrahaploide en este experimento fueron: SpSpSc10Sc10 X Saz2y S0S0Sc10Sc10 X
Sci0. Los resultados indicaron que no hay diferencias en el procesamiento, pues se
observa el mismo patron de la aleuraina en muestras de de cruzas compatibles e
incompatibles asi como en pistilos sin polinizar en N. alata, ni en el hibrido (Figura 14).
Cabe mencionar que en el hibrido no se detecto la ultima banda de aproximadamente

(26 kDa) correspondiente a la aleuraina en estado maduro sin glicosilacion.
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Figura 14. Expresion y procesamiento de la aleuraina en pistilos de cruzas
compatibles e incompatibles en Nicotiana.

a. Inmunodeteccion por western blot de la aleuraina en cruzas compatibles e incompatibles
de N. alatay el N. alata x N. plumbaginifola NaStEP RNAi (anti-aleuraina 1:10,000 y anti-
ratén con fosfatasa alcalina 1:10,000). b. SDS PAGE tefido con azul de Coomassie.

5.5. Obtencion del plasmido pBA-aleuraina RNAi

Se obtuvo de manera exitosa un plasmido que contenia al marco de lectura abierto de
la aleuraina, en la Figura 9a se observa una digestiéon en donde se ve un fragmento
de alrededor de 1000 pb correspondiente al cDNA de la aleuraina. Se realizé una
reaccion de recombinacion con el mix enzimatico LR, utilizando el vector de entrada
pENTR:aleurainay el vector de salida pBA-DC RNAI, con lo que se obtuvo el plasmido
con ambas copias del cDNA de la aleuraina en sentido y antisentido. Posteriormente
se linearizdé con las enzimas Xhol y Sacl al plasmido pBA-DC con el promotor de
NTP303 para intercambiar al casette que contiene el gen letal ccdB y la resistencia a

cloranfenicol por el cassette de la aleuraina en sentido-antisentido (Figura 15c). Se
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corroboro la insercion del cDNA de la aleuraina en ambos sentidos con el uso de dos
diferentes oligonucleétidos (F WRKY: 5°- CTT CTC CAA CCA CAG GAATTC ATC -3
Y RWRKY: 5- GCA GAG GAG GAG AAG CTT CTA G -3’) que se alinearan en ambas
hebras de la region del intron WRKY utilizados como oligonucledtidos reverse cada
uno en conjunto con el oligonucledtido Aleu Fwd (utilizado como oligonucledétido
forward) que alinea con el inserto de aleuraina tanto en sentido como antisentido. De
esta manera, mediante PCR se obtuvo la amplificacion de dos fragmento de 1200 pb
que corresponden al cDNA en sentido y antisentido respectivamente (Figura 15c y d).
Al tener contar con un plasmido con estas caracteristicas, cuando sea transcrita esta
construccion, el RNA sera capaz de fromar un RNA de doble cadena, caracteristica
esencial para los RNAi. Ademas, en la Figura 15b se puede contemplar un analisis
mediante enzimas de restriccion del plasmido pBA-DC con el promotor de CaMV 35s
y la construccion que posee al promotor de NTP303.
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Figura 15. Obtenciéon del plasmido pBA-pNTP303::aleuraina RNAi. a) Digestion del
plasmido pENTR:aleuraina con la enzima BsrGl. b) Digestion de los plasmidos pBA-
DC:pNTP303 y pBA-DC:p35S con las enzimas de restriccion Hindlll y Xhol. ¢) Esquema del
plasmido pBA:NTP303::aleuraina RNAI, en el cual se representa al promotor de NTP303
especifico de polen, a los insertos en sentido y antisentido de la aleuraina, el loop WRKY
del dsRNA y un terminador de la transcripcion. Las lineas inferiores representan los
amplicones que se obtienen con un oligonucledtido complementario al cONA de la aleuraina
(F aleu) y otros dos complementarios al intron WRKY (F WRKY y R WRKY) para corroborar
las inserciones en ambos sentidos. d) Amplificacion del inserto de la aleuraina en sentido y
antisentido de tres plasmidos distintos y sus respectivos controles negativos.
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5.6. Transformacion de polen por bombardeo

Con el fin de corroborar si las condiciones disefiadas para la transformacion de polen
eran adecuadas, se realizaron pruebas de transformacion de polen mediante
bombardeo con particulas de tungsteno cubiertas con un plasmido del cual se tiene la
seguridad que es capaz de expresar una proteina verde fluorescente recombinante
(GFP, del inglés green fluorescent protein), la cual posee una senal de destino
mitocondrial y el promotor de NTP303 especifico de polen (Garcia-Valencia et al.,
2017). Una vez llevado a cabo el bombardeo, la actividad de GFP fue detectada
aproximadamente 8 horas después. El polen germiné en medio de cultivo liquido, en
oscuridad y a temperatura ambiente para una mayor estabilidad de GFP. Se observé
que el método de transformacién mediante bombardeo funciona, aunque la eficiencia
no es muy alta ya que la actividad de GFP fue detectada en un bajo porcentaje de
tubos polinicos después de las 8 horas de germinacién ademas, la sefal de
fluorescencia es muy débil por lo que seria dificil detectarla en tubos polinicos
creciendo sobre pistilos, debido a que los tejidos tienen autofluorescencia cuando son
excitados a la longitud de onda especifica para GFP (Figura 16). Al igual que lo
observado en la inmunolocalizacién para aleuraina, la actividad de la proteina
fluorescente fue detectada principalmente en la parte apical de los tubos polinicos,
que es la parte donde se encuentra confinada la mayor porcion del citoplasma y de
los organelos.
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a. Expresion transitoria de GFP (8 h)

GFP Campo claro

b. Expresion transitoria de GFP (10 h)

GFP Campo claro

c. Control Negativo

GFP

Figura 16. Transformacion de tubos polinicos con GFP. Es posible transformar tubos
polinicos mediante bombardeo, se observa u tubo polinico transformado con la construccion
pMIT-GFP Se observa la fluorescencia de la proteina GFP (izquierda).

54



Una vez comprobado que el polen transformado es capaz de expresar la proteina
verde fluorescente, se realizo la transformacion de polen con la construccién de pBA-
NTP303::aleuraina RNAI con el fin de observar si la ausencia de la aleuraina en tubos
polinicos rompe con el mecanismo de autoincompatibilidad. Los bombardeos se
realizaron en tres eventos distintos y por duplicado con el fin de asegurarse que el
resultado que se obtuviera fuese constante. Ademas, en cada bombardeo fue
necesario tomar los controles necesarios, asi como como corroborar la viabilidad de
germinacion del polen. Para esto, el polen colectado 24 horas antes del bombardeo
fue germinado in vitro, y se descartaron aquellas muestras de granos polen que no
germinaran en un porcentaje mayor al 90%. Las flores seleccionadas fueron
emasculadas antes de la dehiscencia de sus anteras con el fin de evitar
autopolinizacidn. Los bombardeos se sincronizaron para que las flores estuvieran
completamente desarrolladas para la fecundacién sin estar completamente maduras
(casi senescentes), ya que en pistilos muy maduros puede llevar a falsos positivos.
En todos los experimentos se comparo respecto a un pistilo polinizado, ya sea de un
pistilo de una cruza compatible Sa2Sa> X Scio (Figura 17d) o de una incompatible
Sa2Sa2 X Saz (Figura 17e). En los pistilos Sa2Sa2 no polinizados (Figura 17h), cuando
son colocados bajo el microscopio unicamente pueden observarse las paredes
celulares que corresponden a las de la epidermis dorsal, a comparacion de los pistilos
polinizados compatibles e incompatibles, en los cuales se logran ver puntos e incluso
hilos fluorescentes que indican la presencia de la calosa depositada durante la
elongacion de los tubos polinicos, la calosa es teiida con azul de anilina. En cruzas
incompatibles Sa2Sa2 X Saz la gran mayoria de los tubos polinicos germinan pero no
son capaces de alcanzar la base del pistilo, en promedio no rebasan mas alla de la
mitad de la longitud total del pistilo, es decir se elongan a un tamafo aproximado de
2.5 cm. En cambio, practicamente los todo el polen que germina en el estigma de la

flor en una cruza compatible es capaz de alcanzar al ovario (Figura 17c).

Otro de los puntos mas importantes para obtener un resultado confiable, es que el
polen utilizado en cruzas incompatibles y para los bombardeos provenga de la misma

planta, con el fin de asegurar la autofecundacion y evitar contaminacién de polen
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provenientes de plantas fenotipicamente similares pero con un genotipo distinto.

En cuanto a la transformacién del polen, se utilizaron dos controles: un control
negativo que se bombardeo polen con balas de tungsteno sin ser recubiertas con DNA
en la cruza llamada Sa2Sa2 X Saz-control-Negativo (Figura 17g), y otro control, con balas de
tungsteno recubiertas con el DNA que dirige la sintesis de GFP, o bien la cruza Sa2Sa2
X Sazpmit-grp (Figura 17f) probado anteriormente en la germinacion in vitro, aparte del
bombardeo de polen con balas de tungsteno recubiertas con el plasmido pBA-aleurain
RNAIi, nombrada como Sa2Sa2 X Saz-aleurain Rnai (Figura 17a). Para comprobar la
viabilidad de germinacion del polen después del tratamiento, se realizaron
polinizaciones con polen transformado Saz-aieurain rnai d€ pistilos Sc10Sc10 en los cuales
al ser una cruza compatible los tubos polinicos fueron capaces de llegar hasta la base
(Figura 17b), aunque en menor cantidad respecto al control de cruzas compatibles sin
bombardear Sa2Sa2 X Sc1oya que la cantidad de polen recuperada del medio de cultivo
solido es menor ademas al estar suspendidos en una solucion acuosa, es dificil que
se queden adheridos al pistilo debido al mucilago impermeable presente en toda la
planta de N. alata.

Respecto a las cruzas Sa2Sa2 X Saz-control-Negativo (Figura 179) y Sa2Saz2 X Saz-pmit-crp
(Figura 15f) se observa que el polen germina en el estigma pero muy pocos tubos
polinicos llegan a la mitad del pistilo. En ninguna de las repeticiones, ni replicas, se
observa que los tubos polinicos sean capaces de alcanzar el ovario. Lo que indica que
ni las balas de tungsteno, ni el DNA exdgeno son capaces de promover la ruptura de
la respuesta al rechazo del polen propio.

Lo que se observo fue que algunos de los tubos polinicos del polen transformado en
cruzas incompatibles (Sp2Sa2 X Saz-aleurain RNAI, Figura 17a) son capaces de llegar hasta
la base del pistilo en 72 horas, aunque son varios los tubos los que alcanzan la base
del pistilo, pero en comparacion de los observados en cruzas compatibles Sc10Sc10 X
Saz-aleuraina RNAT (Figura 17b) la cantidad de tubos polinicos fue menor, debido a la
eficiencia de transformacion por este método (0.01- 0.03%).
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a. Sp2SA2XSA2-Aleu RNAI b. Sc10Sc10XSa2-Aleu RNAI c. Pistilo Sp2Sa2xSc10

]\ \\1..‘ .‘.

e. Sp2Sa2XSa2

f. Sa2Sa2XSa2-vectorGFP 9. SA2Sa2XSa2-C Negativo h. Pistilo Sa2Sa2 sin polinizar

57



Figura 17. Polinizacién de pistilos con polen transformado. a. Se observa el extremo
del estilo mas cercano al ovario de un pistilo de N. alata en una cruza autoincompatible
utilizando polen transformado con pBA-aleu RNAIi (Sa2Sa2 X Saz-Aleu-RNAI), se aprecian los
tubos polinicos alcanzando al ovario 72 horas después de la polinizacién. Los tapones de
calosa depositados durante el crecimiento del tubo polinico emiten fluorescencia cuando
son tefiidos con azul de anilina (flechas blancas). Esta imagen corrobora que después del
silenciamiento de la aleuraina, el polen transformado es capaz de germinar y alcanzar la
base del estilo. Aunque el nUmero es bajo debido a la eficiencia de transformacion. b. Cruza
compatible utilizando polen transformado con pBA-aleu RNAIi (Sc10Sc10xSaz-Aleu RNAI), se
observa como el polen transformado Sa,.Aleu RNAI tiene un crecimiento perfectamente
normal en un pistilo con el genotipo Sc10Sc1o. €. Reconstruccion de imagenes de un pistilo
en una cruza compatible (Sa2Sa2 X Sc1o), en el pistilo se muestra un recuadro blanco que
corresponde a la base del pistilo y donde se encuentra la porcion del pistilo elegido para
determinar la autoincompatibilidad en el resto de las imagenes. Se puede observar
claramente al estigma recubierto de granos de polen y los tubos polinicos a lo largo del
estilo hasta alcanzar al ovario. d. Cruza compatible de tipos silvestres Sx2Sa2XxSc1o, S€
observa el crecimiento normal de un gran numero de tubos polinicos llegando hasta la base.
e. Cruza incompatible Sx2Sa2 X Saz, N0 se observa ningun tubo polinico que haya alcanzado
la base del pistilo después de las 72 h. f. Cruza incompatible utilizando polen transformado
con un vector que dirige la expresion de GFP (Sa2Saz2 X Saz-VectorGFP), aun en presencia
de DNA externo, los tubos polinicos no son capaces de llegar a la base del pistilo. g. Cruza
incompatible con polen bombardeado unicamente con balas de tungsteno (Sa2Saz X Saz-
C.Negativo), no hay ningun tubo polinico capaz de alcanzar el ovario cuando el polen es
bombardeado, corroborando que las balas de tungsteno por si mismas no son capaces de
romper con el mecanismo de la autoincompatibilidad. h. Pistilo Sa,Saz sin polinizar, se
observan claramente los contornos de las células epidermales del pistilo y en medio del
pistilo el tejido de transmision y haces vasculares con una mayor fluorescencia. Se observan
las mismas caracteristicas de éste en las cruzas Spa;Saz X Saz, Sa2Sa2 X Saz-VectorGFP y
SAzsAz X SAz-C.Negativo.
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6. DISCUSION

En las plantas con flores, la polinizacion y fecundacidén son pasos cruciales para la
reproduccion sexual. El grano de polen germina formando un tubo polinico para el
transporte de los gametos masculinos al gametofito femenino durante la reproduccién
sexual (Hulskamp et al., 1995; Johnson and Preuss, 2002; Lord and Russell, 2002).
La evolucion favorecid que el pistilo de varias especies tuvieran la funcién de
reconocer y rechazar el polen propio, evitando la endogamia, o bien para promover a
la entrecruza. Aun asi, el reconocimiento del polen y su aceptacion o rechazo, es un
proceso complejo, y diversos factores son requeridos durante estos eventos (Busot et
al., 2008). Estudios en diferentes géneros de angiospermas han demostrado que
existen varios genes implicados en el proceso de crecimiento del tubo polinico (de
Graaf et al, 2005; Yoon et al, 2006; Deng et al, 2010; Wu et al, 2010).
En Nicotiana, la S-Rnasa cuya actividad citotdxica es contenida dentro de la vacuola
del tubo polinico, es necesaria para el rechazo del polen propio, al igual que SLF. La
estabilidad del compartimento vacuolar en una cruza compatible esta relacionada con
la estabilidad de la proteina HT-B, la cual debe ser degradada por alguna proteina aun
desconocida, para que la vacuola se mantenga intacta y con ello el tubo polinico pueda
crecer hasta alcanzar el ovario. Por ello, en este trabajo se propone que el papel de
las proteasas presentes en el tubo polinico sea preponderante en la respuesta de

rechazo del polen propio.

Dentro de las vacuolas de los tubos polinicos, en conjunto con las S-RNasas, varias
proteasas se encuentran confinadas. Dicho compartimento es el lugar donde ocurre
gran parte de la actividad proteolitica, cuyos sustratos enzimaticos incluyen desde
polipéptidos, hasta complejos proteicos, e incluso organelos. Las vacuolas tienen
diversos papeles en la respuesta a cambios en el desarrollo, a condiciones
ambientales y notablemente en degradacion de proteinas durante la senescencia y la
muerte celular. La proteasa de cisteina, aleuraina, se encuentra colocalizando dentro
de la vacuola del tubo polinico junto con la S-RNasa y 120K en cruzas tanto
compatibles como incompatibles, éstas ultimas forman parte de la cascada bioquimica
del rechazo del polen propio, por lo que la aleuraina podria tener un papel importante

en la autoincompatibilidad.
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Debido a que para Nicotiana no se encontraba reportada ninguna secuencia de
aleuraina, la amplificacion de este fragmento de cDNA, su clonacién y secuenciacion
nos permitieron tener la primer secuencia de cDNA para el género correspondiente.
La secuencia encontrada posee un alto porcentaje de similitud con otras secuencias
predichas en bases de datos reportadas para el mismo género. La aleuraina de N.
alata respecto a otras secuencias, se encuentra altamente conservada, ya sea entre
diferentes géneros de dicotileddneas o monocotiledéneas e incluso respecto a la
catepsina H en humanos. Lo que indica que la funcidn enzimatica de este tipo de
proteasa no soporta muchos cambios en su secuencia. El hecho de que esta proteasa
se encuentre altamente conservada y expresada de manera ubicua en Nicotiana
indica que posee una funcion fisiolégica muy importante para el desarrollo normal de

la planta.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la aleuraina se expresa con mayor
abundancia en anteras maduras con polen, lo que sugiere que quizas la funcién de
esta proteasa tenga una mayor relevancia en la fisiologia de la antera y la maduracion
del polen. En diversos estudios, se ha demostrado que hay un incremento de actividad
de proteasas de cisteina durante el desarrollo de la antera, e incluso algunas son
especificas durante etapas tardias de la maduracién la antera, un proceso que
involucra la muerte celular programada del tapetum (DeGuzman et al., 2000; Zhang
et al., 2014). Este aumento esta correlacionado con eventos morfolégicos y
bioquimicos durante la microesporogénesis, que requiere de diferentes enzimas entre
ellas algunas proteoliticas, nutrientes y precursores de esporopolenina. El desarrollo
del polen es un proceso dinamico que involucra la sintesis de proteinas de novo (Lee
etal., 2004), ademas de la formacion y degradacion del tapetum, que otorga nutrientes
al polen en desarrollo (Ku et al., 2003).

Los resultados obtenidos, confirman la presencia de mRNA de la aleuraina, en
diferentes etapas de la antera, en el polen y los tubos polinicos. Existe una mayor
abundancia de mRNA en etapas tardias del desarrollo de la antera en correlacion con
la abundancia de la proteina analizada por Western-blot. Es importante mencionar que
hay presencia del transcrito tanto en polen como en diferentes horas de germinacion

de los tubos polinicos, ya que es en polen donde se llevé a cabo el silenciamiento
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mediante un RNAI. En general, se ha reportado que las proteasas provenientes del
polen se localizan frecuentemente en la pared del polen, en las secreciones por parte
del polen cuando éste es hidratado y dentro del tubo polinico durante la germinacion
(Radlowski, 2005).

Lo observado mediante la técnica de Western-blot, indicé que la abundancia de la
aleuraina parece disminuir durante el crecimiento del tubo polinico, lo que indicaria
que un ensayo de pérdida de funcion en tubos polinicos no seria viable, por lo que se
realizé una técnica de inmunolocalizacion por fluorescencia de la aleuraina en tubos
polinicos. De acuerdo con lo observado en la inmunolocalizacion de la proteasa en
tubos polinicos a diferentes horas de germinacién, la aleuraina se encuentra confinada
en la vacuola litica y compartimentos prevacuolares, en su gran mayoria en la parte
apical de los tubos polinicos. Es justo en la parte apical donde también se encuentra
confinada la mayor parte del citoplasma debido a la accion de los tapones de calosa,
que funcionan como una barrera mecanica para prevenir que el citoplasma en el apice
fluya de regreso (Unal et al., 2013). Es por estas estructuras que aparentemente hay
una disminucion de la aleuraina en tubos polinicos respecto al polen sin hidratar, ya
que un gran porcentaje de la masa total de los tubos polinicos corresponde a la pared
celular y agua que se ha quedado confinada, en las partes mas antiguas del tubo.
También se reportd en experimentos previos que el transportador de la aleuraina, BP-
80, fusionado a la proteina reportera GFP, posee la misma distribucion en los tubos
polinicos de L. longiflorum respecto los observados en ese experimento. (Wang et.
Jiang, 2011). Igualmente, en la inmunolocalizacion se observa que la proteina tiene
una mayor abundancia conforme tubo polinico se va elongando, lo que indica que la
funcion de esta proteina es requerida durante esta etapa, e incluso se ha postulado
que en general, hay un compromiso entre la actividad proteolitica presente en el polen
y su tasa de germinacion (Radiowski, 1994). Cabe mencionar que esta técnica
implementada para realizar inmunolocalizacion directamente en tubos polinicos podria
ser utilizada en futuros estudios, haciendo posible que la observacion de tubos
polinicos y la localizacidon de sus proteinas de interés, sea mas sencillo. Las
modificaciones hechas a esta técnica confirieron una ventaja respecto al método
tradicional de inclusion en parafina ya que debido al tamafio de los tubos polinicos se

dificulta su inclusién, ademas de que estos colapsan o al ser cortados en micrétomo
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se vuelven trozos irreconocibles y con ello obtener cortes histolégicos utiles para este
propaosito es casi imposible.

La aleuraina se encuentra expresada ubicuamente, es decir, se expresa en todas las
partes de la planta, tanto en hojas como pistilos, anteras, pétalos, sépalos, polen, etc.,
ademas se encuentra presente en diferentes etapas de maduracién de sus érganos y
tejidos. Se observo una mayor tendencia en el incremento de su expresion en anteras
maduras con polen y en tubos polinicos con mayor tiempo de crecimiento de manera

in vitro.

Algunos los genes modificadores de la autoincompatibilidad se expresan
espacialmente diferente. Como es el caso de HT-B y NaStEP, los cuales son
expresados unicamente en pistilos funcionalmente maduros para la reproduccion.
Ademas algunos otros genes modificadores se expresan diferencialmente tanto en
plantas autocompatibles como en autoincompatibles incluso siendo plantas
correspondientes al mismo género de Nicotiana, por ejemplo NaStEP, que se
encuentra expresado unicamente en especies autocompatibles (Busot et al., 2008).
Pero el transcrito de la aleuraina se encontré tanto en especies autocompatibles,
como en autoincompatibles, con excepcion de N. tabacum (autocompatible) en la cual
no se detectd transcrito de la aleuraina en anteras maduras con polen (Busot et al.,
2008).

El patron de bandeo que se observan en las diferentes inmunodetecciones mediante
Western blot esta relacionado con el procesamiento de la preproaleuraina (Jiang et
al., 1998), el cual involucra dos pasos secuenciales llamados: clipping donde se le
remueven aproximadamente 9 kDa del extremo amino y trimming donde se remueve
1 kDa extra (Howlerda et al., 1990). La masa molecular que se predice para estas
proteinas mediante el software Serial Cloner y el observado mediante
inmunodeteccion varia, la masa es ligeramente mayor como se detectd mediante
Western-blot con respecto al tamano esperado, debido a que la proteina también
posee dos glicosilaciones importantes para el correcto funcionamiento de la aleuraina.
El hecho de que esta proteasa conste con dos sitios de glicosilacion y varios puentes
disulfuro, ademas de su actividad proteolitica, complicé la obtencion de proteinas

recombinantes y por ello no se pudo hacer un ensayo de actividad, en el cual incubar
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a la aleuraina con proteinas de interés en la autoincompatibilidad resultaria en una
buena aproximacion para saber si es capaz de degradara a las proteinas blanco

hipotéticas.

Se ha reportado que la proteasa encargada de la maduracion de la aleuraina en
Brassica, es una proteasa de cisteina llamada RD21 (del inglés, Responsive to
dessication 21) y tiene la caracteristica de poseer un dominio de granulina en el
extremo carboxilo (Halls et al., 2005). Esta proteasa vacuolar del tipo papaina, se ha
visto que es capaz de interaccionar con un inhibidor tipo Kuinitz (Boex-Fontvielle et al.,
2015) y con la proteina 120K (Lee et al., 2008). La interaccion de RD21 con un
inhibidor tipo Kunitz resulta interesante, ya que NaStEP que es un inhibidor de la
misma familia. Por lo que fue importante conocer el estado de maduraciéon en el
procesamiento de la aleuraina en presencia o ausencia de NaStEP en plantas
silvestres o transgénicas respectivamente. Pero en en plantas donde se encontraba
suprimido NaStEP no se observa ningun procesamiento diferencial de la aleuraina en
presencia o no del inhibidor de proteasas tipo Kunitz NaStEP, aunque los resultados
indicaron que hay una mayor cantidad de la proteasa aleuraina en un estado de

procesamiento intermedio.

Por otra parte, la obtencion de un plasmido capaz de sintetizar un RNAI para disminuir
la traduccion del mRNA de la aleuraina fue crucial en los ensayos de pérdida de
funcion de la proteasa. El plasmido pBA-aleuraina RNAIi posee la capacidad de
generar un RNAI especifico para la aleuraina de N. alata en polen, ya que posee el
cDNA de la aleuraina en sentido y antisentido separados por un /oop (intrén WRKY),
regulado por el promotor de NTP303. Después de la polinizacion de pistilos Sa2Sa2
con polen Sa transformado con el plasmido pBA-aleuraina RNAI (Saz-aleurain RNAI),
varios tubos polinicos lograron llegar a la base de los pistilos en cruzas incompatibles
(Sa2Sa2 X Saz-aleurain RNAI), a diferencia del polen bombardeado con un vector vacio
(Sa2Sa2 X Saz-pMit-GFP) y sin DNA (Sa2Sa2 X Sa2-Control Negativo). Las frecuencias
de expresion transitoria fueron bajas, pero concuerda con experimentos realizados
anteriormente, en el cual, se reportaron eficiencias de transformacion en un rango de
0.01 a 0.03% por cada bombardeo, siguiendo un método muy similar (Huang et al.,

2005). También, se realiz6é una expresion transitoria del plasmido pMit-GFP, capaz de
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dirigir la expresion de GFP en tubos polinicos, y con ello se percibié sefal de la
proteina fluorescente en los tubos polinicos después de 8 y 10 horas del bombardeo,
lo que indica que el método de transformacion utilizado en este trabajo es 6ptimo para

conseguir la expresion de un transgen en tubos polinicos.

Cabe resaltar que se optod por realizar el silenciamiento de la aleuraina directamente
en el grano polen por diversas razones, entre las cuales implican el tiempo y la
dificultad de obtencion de una planta transgénica. Aunque la razon principal yace en
que al realizar un silenciamiento de la aleuraina, al ser ésta una proteina ubicua y de
gran importancia fisiolégica, se esperaria un efecto pleiotrépico; es decir que el
silenciamiento de un solo gen podria ser responsable de distintos efectos fenotipicos
no relacionados. También, al haber una mayor tendencia de aumento en la cantidad
de proteasa en anteras maduras conforme a la maduracién de las anteras, se

esperaria que su silenciamiento inclusive pueda causar infertilidad.

En el caso de la polinizacion incompatible ambos tejidos interactuan en la eliminacion
del polen inapropiado. La actividad de las enzimas y su interaccidbn con sus
correspondientes sustratos afectan a todos los fenbmenos que tienen lugar durante la
interaccidn polen-pistilo (de Graaf et al., 2001). Las enzimas proteoliticas del polen,
asi como las localizadas en los oOrganos generativos femeninos, participan
activamente en los procesos de adhesion, hidratacion, sefializacidon, germinacion del
tubo polinico y su crecimiento en el tejido de transmisidn del pistilo. (Swanson et al.,
2004, Stead et al.,, 1980, Luu et al.,, 1997). Existe una formacién de complejos
compuestos por las proteinas secretadas al tejido de transmision y las proteinas de la
pared del polen que facilitan la hidratacion del polen compatible. La falta de un
componente o la falta del procesamiento de una proteina sustrato de la aluraina podria
llevar a fenotipos distintos durante el proceso de reconocimiento del polen.

En Nicotiana, el mecanismo de autoincompatibilidad se caracteriza porque las S-
RNasas son secuestradas dentro de las vacuolas de los tubos polinicos, para contener
su actividad citotéxica. En cruzas incompatibles, la vacuola se rompe liberando las S-
RNasas al citoplasma para degradar el RNA y llevar a la muerte del polen (Goldraij et
al., 2006). En este mismo género, se ha reportado que un tipo de muerte celular se

encuentra asociado al colapso de la membrana vacuolar, resultando en la liberacion
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de proteinas hidroliticas hacia el citoplasma para la degradacion de componentes
citoplasmaticos. Es bien conocido que la vacuola central, es el compartimento litico
mas grande en una ceélula vegetal madura y contiene la mayor parte de la actividad
hidrolitica. La muerte celular programada ha sido descrita en variedad de procesos del
desarrollo en plantas, en la cual destaca precisamente el patron de expresion de
ciertas proteasas de cisteina, ya sea por su aumento o expresion especifica en un
estado de estrés o senescencia, e incluso este comportamiento ha sido considerado
como un marcador de dicho proceso (Swidzinski et al., 2002). Asi, la muerte celular
programada permite la eliminacion selectiva de células no deseadas en el organismo

y lo convierte en un elemento necesario en los procesos del desarrollo.

Las proteasas de procesamiento vacuolar son un importante conjunto de proteasas
de cisteina involucradas en la senescencia, a las cuales se les ha atribuido diferentes
e importantes papeles en la degradacidon proteica, reciclamiento de aminoacidos y
activacion de proteinas blanco durante la muerte celular. Muchas de las proteasas de
cisteina contribuyen al funcionamiento correcto de la célula y su actividad esta
regulada durante la transcripcidn y la traduccion, pero también por modificaciones
post-traduccionales, asi como por sus propios inhibidores. Muchas de ellas son
sintetizadas con un prodominio autoinhibitorio que debe ser removido
proteoliticamente para activar a la enzima. Las proteasas de cisteina son las enzimas
mayormente asociadas al complejo de degradacién proteico durante la senescencia.
Aunque también estan involucradas en otros procesos como la germinacion y defensa

contra patégenos.

Existe una correlacion entre la abundancia de la aleuraina y un estado de
senescencia. Incluso, es conocida como un marcador estandar de ésta. Su
transcripcion ocurre en todos los estados de maduracién de los diferentes tejidos pero
incrementa bajo la senescencia natural o causada por estrés. La aleuraina de acuerdo
a lo observado se encuentra expresada abundantemente dentro de los tubos polinicos
de Nicotiana. Por lo que la ausencia de esta proteina en el tubo polinico podria
contribuir a evitar su actividad hidrolitica sobre sus sustratos y con ello, un retardo en
el proceso de muerte del mismo. Debido a que la aleuraina tiene moderada actividad
endoproteolitica y es expresada constitutivamente, es una proteasa aparentemente
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diferente a otras proteasas que solo estan involucradas en el catabolismo de
proteinas. Su papel puede ser mas preciso que la simple degradacion de proteinas,
quizas, pueda estar involucrada en eventos proteoliticos como la activacion de
algunas otras enzimas vacuolares (Holwerda y Rogers, 1992). La actividad de la
aleuraina es compatible con la idea de que la de la planta puede procesar algunas
proteinas blanco durante la muerte celular, ademas de tener un papel en la
degradacion de la proteinas, por ejemplo, en el proceso de la germinacion de semillas.
La permeabilizacion de la membrana vacuolar liberaria a la aleuraina hacia
citoplasma, donde podria procesar y degradar una serie de sustratos y proteinas
diana, activando o contribuyendo de gran manera a una sefalizacion hacia la muerte
celular del tubo polinico. Una alternativa a esta propuesta, integraria el papel de la
aleuraina en la degradacion y reciclaje de compuestos citoplasmaticos, incluyendo un
papel durante la autofagia. Esta podria ser otra ruta por la cual la inhibicion de la
aleuraina puede disminuir la PCD, ya que recientemente se ha demostrado que la

autofagia y la PCD de la planta estan intimamente ligadas.

La funcion basica de una proteasa es procesar a las proteinas y, de ese modo,
modulan irreversiblemente las propiedades del sustrato. Como consecuencia del corte
o de una serie de procesamientos, las proteinas obtienen una funcion distinta, son
activadas o simplemente pierden su funcién al ser degradadas. Las proteasas se
sintetizan generalmente como precursores inactivos que requieren activacion, mas a
menudo mediante protedlisis limitada, siendo por lo tanto sustratos de ellas mismas.
Tal senalizacion de proteasas como una forma de transduccion de sefales, es por lo
tanto irreversible, y difiere de otros mecanismos de sefalizacion. Debido a esta
irreversibilidad, la sefalizacion de la proteasa es una forma eficaz de guiar a una célula
a su muerte; una vez que el programa ha comenzado, no puede ser revertida o
prevenida (Turk y Stoka, 2007).

Una vez en el citoplasma, la aleuraina podria procesar una serie de sustratos, que
conllevarian a la muerte celular del tubo polinico, mediar la activacion inicial de
algunas de las enzimas vacuolar, que luego degradan la membrana vacuolar e iniciar
la cascada proteolitica que conduce a PCD. Esto plantea de inmediato nuevos
enfoques en el papel de las proteasas en el rechazo del polen, asi como también,

invita a continuar con estudios enfocados a determinar cuales son los sustratos
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celulares de la aleuraina y si la ésta puede desencadenar la muerte celular por si
misma, o bien, descifrar cual es la ruta de sefalizacion hacia muerte celular. El
mecanismo mediante el cual la aleuraina participa en la senescencia y muerte celular
aun no esta claro. Pero el silenciamiento de ésta se ha reportado que retarda el
progreso en la senescencia de floretes en Brassica (Eason et al., 2004), resultados
que también son consistentes con lo observado en las hojas Arabidopsis (Pruzinska
et al., 2017). En los cuales mencionan que posiblemente que la senescencia de debe
a un desbalance en la disponibilidad de aminoacidos, que en algunos organismos, se
ha observado que en etapas tardias de la senescencia se encuentra gran cantidad de
aminoacidos disponibles (Soudry et al., 2005).

Parece probable que la enzima esté involucrada en distintos pasos del desarrollo de
la planta, asi como en la germinacion del tubo polinico, en el correcto crecimiento
durante el reconocimiento del polen mediante la degradacion proteolitica dentro de la
vacuola o bien una vez liberada al citoplasma. Al parecer, es natural la intensificacion
de los procesos catabdlicos que ocurren en el compartimento vacuolar durante el
rechazo del tubo polinico, que requiere de una rapida movilizacion de proteinas. Es
dificil determinar sin ambigledad, si la enzima tiene actividad sobre algun sustrato
necesario en el mecanismo de la autoincompatibilidad, durante la germinacion y el
crecimiento del tubo polinico, si es un elemento crucial en el desencadenamiento de
la muerte celular o desempefia otras funciones como el reciclamiento de aminoacidos.
Sin embargo, la funcidn de la aleuraina en el correcto rechazo del grano de polen es
evidente.

Hay gran diversidad de estructuras y de composiciones bioquimicas en los pistilos, lo
que sugiere la existencia de diversos mecanismos para asegurar y controlar la
fecundacion. Dentro de una sola especie de plantas resulta ingenuo asumir que el
control en la perpetuacion de la especie esté determinado por un mecanismo unico de
interaccidn polen-pistilo (Cheung et al., 2000). Los resultados presentes en esta tesis
indican que el polen que alcanzo la base de los estilos autoincompatibles debido a la
supresion del gen de la aleuraina, lo cual nos permite proponer a la aleuraina como
una proteasa importante en la respuesta del rechazo del polen propio en Nicotiana.

Sin embargo se requieren realizar futuros analisis para comprender con una mejor
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profundidad las implicaciones que tiene la actividad proteolitica de la aleuraina durante
la respuesta al rechazo del tubo polinico.

68



7. CONCLUSION

La actividad proteolitica de los tubos polinicos de Nicotiana parece llevar a cabo una
funcion esencial en la correcta respuesta al rechazo del tubo polinico en cruzas
autoincompatibles. Es notable que la actividad proteolitica de enzimas presentes en
las vacuolas liticas, es preponderante para la respuesta al rechazo. Asi como la
interaccion de éstas con sus correspondientes sustratos, afecta a todos los fendmenos
que tienen lugar durante la interaccion polen-pistilo. La falta de un componente como
resultado de la accion de la proteasa provocaria alteraciones en la capacidad de evitar
la autofecundacion. La participacion de la aleuraina en esta respuesta puede estar
inmersa en una cascada que provoca el desencadenamiento de muerte celular
programada, aunque queda por refinar nuestro conocimiento de la participacion de
proteasas en dicho proceso en las plantas, para colocar a la aleuraina en relacién con
las demas proteasas involucradas y como es que se relaciona con el mecanismo de
la autoincompatibilidad. Sin duda, los procesos de degradacién proteica ocurren
durante el rechazo del tubo polinico. Estos resultados indican que la presencia de esta
enzima es crucial en el correcto desarrollo del tubo polinico en cruzas incompatibles,
ya sea dentro de la vacuola, o bien, una vez liberada al citoplasma. Aunque es dificil
determinar sin ambigUedad si la enzima tiene actividad sobre algun sustrato participe
del mecanismo de la autoincompatibilidad, si facilita la muerte celular mediante el
control del balance de aminoacidos o desempenfa otras funciones aun no esclarecidas.
Sin embargo, la participacion de la proteasa en la germinacion, elongacion y

aceptacion o rechazo del grano de polen es evidente.
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PERSPECTIVAS

El propdsito de futuros estudios sera un mejor entendimiento del papel de las
proteasas en procesos que ocurren durante la polinizacion, germinacion,
reconocimiento y el rechazo o la aceptacion del tubo polinico, para poder integrar el
papel de las proteasas en de la autoincompatibilidad modelo actual.

Ademas resulta particularmente interesante saber si la vacuola se mantiene intacta en
0 no en tubos polinicos que llegan a la base del pistilo después de la polinizacién con
polen transformado en cruzas compatibles, y conocer cuales son los sustratos
celulares o proteinas blanco de la aleuraina para determinar el papel de la proteasa
durante la cascada bioquimica hacia el arresto del crecimiento en el tubo polinico.
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ANEXO

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
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D45403.1 ACCCAGGCAACTGGCAAGCCCATCTCTCTCTCTGAGCAACAGCTTGTTGACTGTGGTTTT
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D90408.1 GTGATCAACGGTTTCAGGATGTACAAGAGTGGAGTTTACACAAGTGACCATTGTGGAACT
U31094.1 GTAGTTAAAGGTTTCAAACAGTACAAGAGCGGAGTTTATACCAGCACCGAGTGCGGAACC
AF233883.1 GTTATACACTCGTTCCGGCTTTACAAGAGTGGAGTTTACACTGATAGTCACTGTGGAAGT
o e AR EA AR RERRRRAE W * ww mmaw
D45403.1 ACACCGATGGATGTGAACCACGCTGTTCTGGCTGTTGGCTACGGTGTCGAAGATGGTGTA
D90408.1 TCTCCAATGGATGTGAACCACGCTGTTCTGGCCGTTGGCTATGGTGTCGAAAATGGCGTT
U31094.1 ACTCCCATGGATGTAAACCATGCTGTTCTTGCTGTGGGTTACGGTGTTGAATATGGTGTT
AF233883.1 ACTCCAATGGATGTGAACCACGCGGTTTTGGCCGTTGGTTATGGAGTTGAAGACGGTGTA

R I L T R T T

D45403.1 CCCTACTGGCTCATCAAGAACTCATGGGGCGCTGACTGGGGTGATGAGGGTTACTTCAAG
D90408.1 CCCTACTGGCTCATCAAGAACTCATGGGGTGCAGACTGGGGTGACAATGGTTACTTCACG
U31094.1 CCCTTTTGGCTCATCAAGAACTCATGGGGAGCAGATTGGGGTGACAATGCATATTTCAAA
AF233883.1 CCATATTGGCTTATTAAGAACTCATGGGGAGCGGATTGGGGCGACAAAGGTTACTTCAAG
BE ok kkkkk Rk RRRRARRARREREE Rk Ak RARER R K kKK kEkEk
D45403.1 A'l'GGMATGGGCMGMC—'NTGCGGTG‘I‘TGC'H\CGTGNCATCCTACCCI‘A‘PTGTCGCA
D90408.1 ATGGAAATGGGCAAGAACATGTGCGGTATTGCTACTTGCGCATCCTACCCRATTGTTGCA
U31094.1 ATGGAGATGGGTAACGACATGTGTGGTATTGCAACTTGCGCATCCTACCCPGTCGTTGCT
AF233883.1 ATGGAGATGGGGAAGAACATGTGTGGTATTGCTACATGTGCATCATACCCEGTTGTGGCT
MAAAh Aahhh kAR AARR RRR AARR AN AR ARAAR RRaaall A KA Re

D45403.1 TGAGGCCCTTACGAAATGTTACATGGTCTGTTT == = = =====GGCATCAATAATGCATG
D90408.1 TGAGGCTGCCCACGGATTAGTTCCATTGTGTCAATTTAGTTTGACCCTCAATAATATATT
U31094.1 TGAGGTTCGGAGTATGTAAAATTTTTTCACCAAAGGGAAGTAGACATAAAC-CCCACGTA
AF233883.1 TGAGATGATCAGCGAATGTGGTTGGTCAATTATCAAATTACGAAATGTTCA-CGTATTTA
PO * *
D45403.1 TTT-AACCTGAGCTTGGCGATGGGTTATACAGAACGGAAACTCTGTTTGTGAATAGAAAA
D90408.1 TTGCTGTCCAAGGATGAAGTATGGGTATACAGAAACTGAAACTTTCTTGTGAATATAAGA
U31094.1 GTCCTAGTTGATGATGCGGAAAAC === = = = m = m = ATCCAAGCTCCATACTCAGATACTT
AF233883.1 TTGGATTAAGACATTACGTAAAAG === = === mm == TTGGGACTTGGGAATGCAT === ===
* P * *
D45403.1 TCATGA---AGGGAAGGAGTTGACCGGATTC-CTGCTTGTACGTCTCCCCGACTGTGTAG
D90408.1 TCATAA---GGACATTGAATTAGCCCAGTGC-ATGTAATCTCTCCTGTATGGTTGTGTAG
U31094.1 GTATTAATTGGAGATCTCTATGCACGCGAAGATGGTTTAGGCTACTTAGTGAAAGAATAA
AF233883.1 -=ATGGTTTATGCTTGTTGTAACATAAAAAGGTCTGTTAAT - = ===, ATGTACAA-=-=--AA
R *
D45403.1 GTAGATTGTCAGTTGGGGTTCCGAAGTACTCTACTCATACGTGTGTATGACAGTTTATT~
D90408.1 GTAATCCAGCATTGGGGTTT-CAGAGTACTTCCATTACATGGCTGTAAATTCCTATTATC
U31094.1 GAGACAGGAAGCTGAATTCACCAGAC === mm=, ATAAATTATGAGAATAATCCCTATGT-
AF233883.1 TAAAGCCAAAACTATAGACGACAAAT-—————- TTATAATATTTTCATGTTAAATTTAT-
. . e . . N
D45403.1 ~TATGAAACCAAATACGCATTGATCGTA
D90408.1 GACAGAATGGCTATTCATATTCATAGTGCAGTTACGAAAATTCGGGTCATGTGTACATTA
U31094.1 —AAACTATACTTGTGTAAGTCATGGGTTTAAAAAAAGGA

AF233883.1 -===-GAACATAAATTGATTTAAG
* * *
D45403.1
D90408.1 TTATTCGAGTGATTTTACAGCCATCTATTATAGTTTCTGGT
U31094.1
AF233883.1

Anexo 1. Alineamiento de las secuencias de cDNA completo de las proteinas del
tipo aleuraina en diferentes géneros. Se observan los oligonucledétidos (rectangulos)
disefiados con base en la secuencia de Petunia con el fin de amplificar parte de
secuencia del cDNA de la aleuraina en Nicotiana. (U31094.1-Petunia, D45403.1-Zea,
AF233883.1-Arabidopsis, D90408.1-Oryza).
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MVPRRLFVL~-AV--VVLADTAAVVNSGFADSNPIRPVTDRAASALESTVFAALGRTRDAL
MAHRRIILLLAVAAVAATSAVAAASSGFDDSNPIRSVITDHAASALESTVIAALGRTRGAL
MSAKTI~-LSS~-VVLVVLVAASAAANIGFDESNPIR~-MVSDGLREVEESVSQILGQOSRHVL
MSRLSL~-LL~~VLVAGLFAVAFARTANFADENPIRQVVSDSFHELESGILHVVGQTRHAL
MSRFSL~-LLALVVAGGLFAAALAGPATFADENPIRQIVSDGLHELENGILQVVGKTRHAL

* t 3K * . R R 2 2 0 JERE B  Bod sk %

RFARFAVRYGKSYESAAEVHEKRFRIFSESLOLVRSTNRKGLSYRLGINRFADMSWEEFRA
RFARFAVRHGKRYGDAAEVQRRFRIFSESLELVRSTNRRGLPYRLGINRFADMSWEEFQA
SFARFTHRYGKKYQONVEEMKLRFSIFKENLDLIRSTNKKGLSYKLGVNQFADLTWQEFQR
SFARFARRYGKRYDSVEEIKQRFDIFLDNLEMINSHNDKGLSYKLGVNEFSDLTWDEFRR
LFARFAHRYGKRYETVEEIKQRFEVFLDNLEKMIRSHNKKGLSYKLGVNEFTDITWDEFRR

* ok ko kakk % s W32 k% ok o K s K Kk shkk Feokkek doksokoskk

TRLGAAQNCSATLTGNHRMRAAAVALPETKDWREDGIVSPVENQGHCGSCWTFSTTGALE
SRLGAAQNCSATLAGNHRMRDA-PALPETKDWREDGIVSPVEDQGHCGSCWPFSTTGSLE
TKLGAAQNCSATLKGSHKVTE-~AALPETKDWREDGIVSPVEDQGGCGSCWTFSTTGALE
DRLGAAQNCSATTKGNLKLRD-~AVLPETKDWREAGIVSPVENQGKCGSCWTFSTTGALE
DRLGAAQNCSATTKGNLEKLTN~-~-VVLPETKDWREAGIVSPVENQGKCGSCWTFSTTGALE

skkh Rk hkhkkhk * JEE Rk Ak Ik hkk hhkhdhkhkohkdhk Hhkhkkx khkdhkw.EkR

AAYTOATGEPISLSEQQLVDCGFAFNNFGCNGGLPSQAFEYIKYNGGLDTEESYPYQGVN
ARYTQATGPPVSLSEQQLADCATRYNNFGCSGGLPSQAFEYIKYNGGLDTEEAYPYTGVN
AAYHQAFGKGISLSEQQLVDCAGAFNNYGCNGGLPSQAFEYIKSNGGLDTEKAYPYTGKD
AAYTQKFGEKGISLSEQQLVDCAGAFNNFGCNGGLPSQAFEYIKSNGGLETEEAYPYTGKN
AAYGOAFGKGISLSEQQLVDCAGAFNNFGCNGGLPSQAFEYIKSNGGLDTEEAYPYTGEN

R BT % shkkkkkk Kk eokk Whhkdhdkdkdhkhhkdx dhhkkeshkds s kkk %

GICKFKNENVGVEVLDSVNITLGAEDELEKDAVGLVRPVSVAFEVITGFRLYKSGVYTSDH
GICHYKPENAGVEVLDSVNITLVAEDELENAVGLVRPVSVAFQVINGFRMYKSGVYTSDH
ETCKFSAENVGVQVLNSVNITLGAEDELKHAVGLVRPVSIAFEVIHSFRLYKSGVYTDSH
GLCEKFSSQNVGVEVTDSVNITLGAEDELKYAVALVRPVSVAFEVVKGFKQYKSGVYTSTE
GLCEKFSSENVGVEVIDSVNITLGAEDELKYAVALVRPVSIAFEVIKGFKQYKSGVYTSTE

LA sk khk ek skFhhkkEk hkFIhkk Ik kdhhkkdshkkahks  ky FAkhhwkkoh

CGTTPMDVNHAVLAVGYGVEDGVPYWLIKNSWGADWGDEGYFKMEMGKNMCGVATCASYP
CGTSPMDVNHAVLAVGYGVENGVPYWLIKNSWGADWGDNGYFTMEMGEKNMCGIATCASYP
CGSTPMDVNHAVLAVGYGVEDGVPYWLIKNSWGADWGDKGYFKMEMGEKNMCGIATCASYP
CGTTPMDVNHAVLAVGYGVEYGVPFWLIKNSWGADWGDNAYFKMEMGNDMCGIATCASYP
CGNTPMDVNHAVLAVGYGVENGVPYWLIKNSWGADWGDNGYFKMEMGENMCGIATCASYP

k skkhkhkEkI A ARNA I AN Frh sk d kA kb hkhs dhhk khkkd kR X kTR N AR

IVA
IVA

s E K

Anexo 2. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la aleuraina de diferentes
géneros. Se observa que la secuencia de aminodcidos de la aleuraina se encuentra
altamente conservada entre diferentes especies de plantas.
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