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RESUMEN

Muchas especies de angiospermas han desarrollado diversos sistemas de
autoincompatibilidad que sirven como mecanismos para prevenir cruzas genéticamente

cercanas, aumentando la variabilidad genética en la poblacion.

En muchos casos, incluyendo el de la familia Solanaceae, la autoincompatibilidad es
controlada por el locus polimorfico S. Este locus codifica una determinante femenina (la S-RNasa,
una ribonucleasa con expresion en el estigma y estilo) y una determinante masculina (SLF, una
proteina de caja F con expresion en el polen). En la polinizacidn, la S-RNasa se incorpora al tubo
polinico. Mientras que en las cruzas compatibles la S-RNasa es reconocida y neutralizada (existen
distintos modelos para explicar cdmo ocurre esto), en el caso de las cruzas incompatibles la S-
RNasa escapa el reconocimiento y degrada el RNA del citoplasma del tubo polinico. Aparte de
esto, en especies como Nicotiana alata se han identificado genes modificadores que no estan
ligados al locus S pero que son necesarios para la autoincompatibilidad, como HT-B, 120K,
NaStEP, NaTrxh y NaSIPP. Adicionalmente, se ha descubierto que las S-RNasas, SLF y los genes
modificadores también pueden participar en el rechazo interespecifico del polen, recalcando la

complejidad del proceso.

Los estudios del rechazo intra e interespecifico del polen sugieren que existen al menos 3
vias: una dependiente de S-RNasa, SLF y de los genes modificadores; otra dependiente
Unicamente de los genes modificadores; y una tercera via en la cual la expresidén Unicamente de
la S-RNasa es suficiente para provocar el rechazo del polen. Las primeras dos vias se estdn

estudiando activamente, pero la tercera, que se ha observado en Nicotiana tabacum aun no.

Uno de los objetivos del laboratorio es aclarar las bases celulares y moleculares de esta
via del rechazo del polen dependiente Unicamente de S-RNasa. En este trabajo se generaron
lineas transgénicas de N. tabacum que expresen a la Scio-RNasa para que sirvan como material
para estudios futuros sobre esta via. Para esto se disefiaron dos construcciones: una con la Scio-
RNasa y otra con la Scio-RNasa fusionada a la proteina reportera fluorescente mPlum. Las
construcciones se clonaron en un vector binario y se transformaron a explantes de N. tabacum

utilizando Agrobacterium tumefaciens. Los explantes se cultivaron en medio selectivo y se



obtuvieron callos resistentes con el propdsito de generar plantas de N. tabacum que expresen a

la Scio-RNasa.



1. INTRODUCCION

1.1. Sistemas de autoincompatibilidad

Aproximadamente, el 40% de las angiospermas presentan sistemas de
autoincompatibilidad (Zhao et al., 2022). La autoincompatibilidad se define como la incapacidad
de plantas hermafroditas fértiles de producir cigotos después de la autopolinizaciéon (de
Nettancourt, 2001) y sirve como un mecanismo que previene cruzas genéticamente cercanas y
promueve cruzas mas distantes (Cornish et al., 1988; Matton et al., 1994; Silva y Goring, 2001;

Kao y Tsukamoto, 2004).

La autoincompatibilidad se ha perdido y ganado multiples veces a lo largo de la evolucidn
de las angiospermas (Zhao et al., 2022) y se ha propuesto que fue el sistema reproductivo
ancestral en las angiospermas, con la evolucién posterior de distintos sistemas en diferentes
linajes de angiospermas (Allen y Hiscock, 2008). Las barreras reproductivas en las interacciones
entre el polen y el pistilo pueden ser sistemas activos de rechazo del polen o por una
incompatibilidad en factores esenciales masculinos y femeninos, y las distintas barreras
reproductivas a la polinizacién pueden actuar en distintos puntos a lo largo del pistilo: desde el
estigma en el momento en el que se deposita el polen, en el tejido de transmisién del estilo y

hasta los évulos (Broz y Bedinger, 2021).

La primera manera en la que se pueden clasificar estos sistemas es: a) la
autoincompatibilidad heteromérfica, en la cual una planta presenta de dos a tres morfologias
distintas de flor y las cruzas entre flores de la misma morfologia son incompatibles; y b) la
autoincompatibilidad homomarfica, en la cual solo se presenta una morfologia de flor (Stevens y

Murray, 1982; Kao y McCubbin, 1996; Kao y Tsukamotom 2004; Matsui y Yasui, 2020).

El sistema homomorfico se puede subdividir adicionalmente en autoincompatibilidad

gametofitica y esporofitica (Cornish et al., 1988; Kao y McCubbin, 1996; Dodds et al., 1996).

En la autoincompatibilidad esporofitica (Figura 1) el fenotipo de incompatibilidad del
polen esta controlado por el genotipo diploide de su antera parental (Silva y Goring, 2001;

Hiscock y Tabah, 2003). El sistema en Brassicaceae es el principal sistema esporofitico que se ha

10



estudiado extensivamente al nivel molecular (Kao y McCubbin, 1996; Kao y Tsukamoto, 2004;
Takayama vy Isogai, 2005; Sehgal y Singh, 2018). Los sistemas de autoincompatibilidad
heteromadrficos también estan bajo un control genético de este tipo (Hiscock y Tabah, 2003;

Narayanapur et al., 2018).

En la autoincompatibilidad gametofitica (Figura 1) el fenotipo de autoincompatibilidad
del polen esta determinado por su propio genoma haploide (Silva y Goring, 2001; Hiscock y
Tabah, 2003). Este es el sistema de autoincompatibilidad mas ampliamente distribuido,
presentdndose en Solanaceae, Rosaceae, Scrophuliaraceae, Fabaceae, Papaveraceae y Poaceae,
entre otros (Franklin-Tong y Franklin, 2003). Las especies del género Nicotiana presentan

sistemas de autoincompatibilidad de tipo gametofitico (de Nettancourt, 1997).

A
Genotipo del donador de polen 5152
} Estigma
Estilo
} Ovario
Genotipo del pistilo 5354
B
Genotipo del donador de polen s1 s2 s1 s2
Fenotipo del polen $ S S$1S2 S48z
Genotipo del pistilo 51 53 s1 s3

Gametofitico Esporofitico

Figura 1. Esquema de una polinizacion compatible (A) y de polinizaciones incompatibles en un sistema

gametofitico y uno esporofitico (B). Modificada de Dodds et al. (1996)
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1.2. El locus S, las S-RNasas y SLF

En muchas especies la autoincompatibilidad esta controlada por un solo locus polimérfico
conocido como el locus S (Anderson et al., 1986; Takayama y Isogai, 2005). Este locus contiene
dos genes fuertemente ligados que controlan la especificidad de la autoincompatibilidad: uno
codifica la determinante femenina con expresion en el pistilo y el otro la determinante masculina
con expresion en el polen (de Nettancourt, 2001; McClure, 2004). En los sistemas de
autoincompatibilidad gametofitica, el rechazo ocurre cuando el polen haploide tiene un alelo S
idéntico a al menos uno de los alelos S del tejido diploide del estilo (Murfett et al., 1992). Se han
identificado dos mecanismos distintos de autoincompatibilidad gametofitica: uno en
Papaveraceae, en el cual la determinante femenina induce una cascada de sefalizacidon
dependiente de Ca?* que resulta en la muerte celular programada del polen incompatible
(Franklin-Tong et al., 1993; Franklin-Tong et al., 1995; Thomas y Franklin-Tong, 2004; McClure y
Franklin-Tong, 2006); y el otro, es el sistema del tipo de Solanaceae basado en ribonucleasas y
proteinas SLF (Silva y Goring, 2001; Kao y Tsukamoto, 2004; Takayama y Isogai, 2005). Este ultimo
sistema es el mas ampliamente distribuido en las angiospermas (Zhao et al., 2022) y se ha
reportado en Solanaceae (Meng et al., 2011; McClure et al., 2011), Rosaceae (Sassa et al., 2010),

Plantaginaceae (Hua et al., 2008) y Rutaceae (Liang et al., 2020).

En el caso de |la determinante femenina S en el sistema de Solanaceae, los alelos del locus
S codifican distintas ribonucleasas conocidas como S-RNasas, las cuales se expresan y secretan
hacia la matriz extracelular del estilo (McCubbin y Kao, 1996; McCubbin y Kao, 1999; Murfett et
al., 1996). La concentracion de éstas en el estigma aumenta durante el desarrollo de la flor
(Bredemejer y Blaas, 1981) y también varia considerablemente dependiendo del alelo S
involucrado (Jahnen et al., 1989). Las S-RNasas son glicoproteinas de naturaleza muy basica
(Jahnen et al, 1989) que poseen una estructura con cinco regiones altamente conservadas y dos
regiones hipervariables (loerger et al., 1991). Estas regiones hipervariables controlan la
especificidad alélica (Matton et al., 1997). Al analizar las estructuras primarias de las S-RNasas se
ha visto que pertenecen a una familia que incluye otras RNasas de plantas, hongos (como la
RNasa T2 de Aspergillus oryzae) y bacterias (como la RNasal de E. coli) (Taylor y Greene, 1991;

Beecher et al.,, 1997). Se ha sugerido un origen evolutivo Unico para los sistemas de
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autoincompatibilidad gametofitica basados en S-RNasa de hace unos 120 millones de afios (Vieira

etal., 2008).

Como otras especies Nicotiana alata también presenta autoincompatibilidad
gametofitica controlada por un locus S multialélico (Matton et al., 1995; de Nettancourt, 1997) y
estos alelos presentan regiones conservadas e hipervariables bien definidas (Anderson et al.,
1989). Se ha demostrado en esta especie que las glicoproteinas producidas por el gen S son
ribonucleasas y representan la mayor parte de la actividad de ribonucleasas en el estilo, una
actividad que es 100 a 1000 veces mayor que la que se presenta en especies autocompatibles
relacionadas como N. tabacum (McClure et al., 1989). La expresién de la S-RNasa en N. alata se
ha correlacionado bien con la expresion de la incompatibilidad en el estigma y tejido secretor del

pistilo (Cornish et al., 1987).

Se ha considerado que las S-RNasas y su actividad de ribonucleasa son esenciales para el
rechazo de polen alelo S especifico (Huang et al., 1994; Royo et al., 1994); aunque se ha
demostrado que la actividad de ribonucleasas por si sola no es suficiente para provocar el rechazo
del polen y que, por lo tanto, las S-RNasas deben presentar otras adaptaciones especiales para

interactuar con el sistema de reconocimiento y rechazo del polen (Beecher et al., 1997).

Las S-RNasas entran al citoplasma de tubos polinicos in vitro e inhiben la biosintesis de
proteinas (Gray et al., 1991) y se ha observado que después de una polinizacién incompatible el
RNA de los tubos polinicos se degrada (McClure et al., 1990). Esto ha llevado a la propuesta de
gue las S-RNasas actian como citotoxinas alelo S especificas que atacan el aparato de sintesis de
proteinas en los tubos polinicos (McClure et al., 1990; Gray et al., 1991; Lee et al., 1994; Kao y
McCubbin, 1996). También se ha demostrado in vivo que en los sistemas de autoincompatibilidad
gametofiticos, las S-RNasas pasan del estilo al citoplasma del tubo polinico, sea compatible o no
(Luu et al., 2000) y que la S-RNasa es incorporada a un compartimento vacuolar en los tubos

polinicos (Goldraij et al., 2006).

En cuanto a la determinante masculina, el locus S contiene al gen SLF (S-locus F-box) que
se expresa de manera especifica en el polen y que presenta diversidad especifica al haplotipo S

(Lai et al., 2002; Entani et al., 2003, Ushijima et al., 2003; Ikeda et al., 2004). La caja F (F-box) es
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una regién que funciona como sitio para interacciones entre proteinas y fue identificada por
primera vez en componentes que se unen a sustratos para realizar la protedlisis mediada por

ubiquitina, aunque también puede llevar a cabo otras funciones (Kipreos y Pagano, 2000).

La demostracion de que los genes SLF codifican para la determinante de
autoincompatibilidad del polen se realizd por primera vez en Petunia inflata (Sijacic et al., 2004).
En el mecanismo de esta especie esta involucrado un solo gen de S-RNasa con una alta diversidad
alélica y multiples genes SLF, cada uno con una baja diversidad alélica (Wang y Kao, 2012). Otras
especies de plantas autoincompatibles en Plantaginaceae (Zhou et al., 2003), Rosaceae (Entani
et al., 2003; Hassa et al., 2007; Minamikawa et al., 2010) y Solanaceae (Wheeler y Newbigin,
2007; Williams et al., 2014a; Bombarely et al., 2016) también presentan un solo gen para S-RNasa
expresada en el estilo y multiples genes SLF en el locus S expresadas en el polen. En el caso de
Nicotiana alata esta presenta 10 genes relacionados a SLF ligados al locus S (Wheeler y Newbigin,

2007).

En estos sistemas los genes SLF detoxifican S-RNasas compatibles pero son incapaces de
detoxificar S-RNasas incompatibles (Zhao et al., 2022). Se ha observado que las proteinas SLF en
P. inflata tienen una interaccion mas fuerte con las S-RNasas no propias que con las propias (Hua
et al., 2007) y se ha observado que en los grupos de genes SLF involucrados en la especificidad
del polen el producto de cada gen solo interactia con un subconjunto de S-RNasas no propias
(Kubo et al., 2010; Williams et al., 2014b). Adicionalmente, se ha reportado que la duplicacién de
distintos alelos de SLF en el polen llevan a la pérdida de autoincompatibilidad, un fenémeno
conocido como interaccién competitiva (Entani et al., 1999; Qiao et al., 2004a; Tsukamoto et al.,
2005). La observacion de que en Antirrhinum las S-RNasas compatibles sufren niveles elevados
de ubiquitinacién comparado con las incompatibles también ha llevado a modelos que proponen
qgue en el rechazo del polen hay un mecanismo mediado por SLF que lleva a la ubiquitinacién y

degradacion de las S-RNasas, neutralizando su citotoxicidad (Qiao et al., 2004b; Hua y Kao, 2006).

1.3. Los genes modificadores
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Aparte de las S-RNasas y SLF existen otros factores codificados por los genes
modificadores que son esenciales para la autoincompatibilidad. Ejemplos de genes
modificadores hasta ahora identificados son: HT-B (McClure et al., 1999; O’Brien et al., 2002;
Goldraij et al., 2006) y 120K (Cruz Garcia et al., 2005; Hancock et al., 2005). En Solanaceae se han
identificado tres mecanismos distintos de rechazo del polen dependientes de S-RNasas que

utilizan distintos genes modificadores (Bedinger et al., 2017).

HT-B es una proteina pequeia de 8.6 kDa rica en asparaginas expresada en el pistilo de
N. alata y su expresién coincide con el inicio del rechazo de polen S especifico (Kondo y McClure,
2008). Se ha demostrado que HT-B es necesario para el rechazo S-especifico en Nicotiana
(McClure et al., 1999). También se ha demostrado que un homdlogo de HT-B de Nicotiana se

expresay es necesario para la autoincompatibilidad en Solanum chacoense (O’Brien et al., 2002).

Mientras tanto, la proteina de 120 kDa (120K) es una glicoproteina rica en hidroxiprolina
purificada por primera vez a partir de N. alata que se expresa de manera abundante en la matriz
extracelular del estilo y que se conserva en varias otras especies de solanaceas (Lind et al., 1994).
Se ha demostrado que la proteina 120K es introducida al tubo polinico de N. alata in vivo (Lind
et al., 1996). Su expresidn es necesaria para la autoincompatibilidad alelo S especifica en hibridos
de N. alata y N. plumbaginifolia, pero su supresién no afecta el rechazo interespecifico de polen
de N. plumbaginifolia, (Hancock et al., 2005). En contraste. la expresion de HT-B si es necesaria
para el rechazo interespecifico del polen de N. plumbaginifolia, indicando que este rechazo

ocurre por mecanismos distintos (Hancock et al., 2005).

Como se ha mencionado previamente durante una cruza la S-RNasa es incorporada al
tubo polinico y transportada a compartimentos vacuolares (Goldraij et al., 2006). Se ha
observado que la proteina 120 kDa también se asocia a estas vacuolas (Goldraij et al., 2006). En
tubos polinicos compatibles HT-B es degradada y la S-RNasa se mantiene en los compartimentos
vacuolares; si se suprime la expresion de HT-B o de otro factor conocido como factor 4936 la S-
RNasa se mantiene en estos compartimentos y no se lleva a cabo el rechazo del polen (Goldraij

et al., 2006).
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Otro gen modificador es una tiorredoxina descrita en N. alata (NaTrxh) que interactta de
manera especifica con la S-RNasa y la reduce in vitro (Juarez-Diaz et al., 2006). En particular se ha
visto que reduce un enlace disulfuro en la Scip-RNasa, aumentando significativamente su
actividad de ribonucleasa, y que la expresidén de una variante inactiva de la NaTrxh suprime el
rechazo del polen alelo S especifico y el rechazo de polen de N. plumbaginifolia en N. alata

(Torres-Rodriguez et al., 2020).

NaStEP es una proteina homéloga a inhibidores de proteasas tipo Kunitz que es
detectable en los estigmas de especies autoincompatibles de Nicotiana, pero no en especies
autocompatibles (Busot et al., 2008). Se ha demostrado que durante la polinizacion NaStEP se
incorpora a los tubos polinicos, que la supresiéon de su expresién en hibridos transgénicos
interfiere con el rechazo del polen S especifico y que su presencia es necesaria para la estabilidad
de HT-B durante el rechazo del polen (Jiménez-Duran et al., 2013). Sin embargo, todavia no se

sabe sobre cudl molécula actta esta proteina (Torres-Rodriguez et al., 2020).

Como ultimo ejemplo, NaSIPP es una proteina mitocondrial con actividad de
transportador de fosfatos expresada en el polen maduro de especies de Nicotiana (Garcia-
Valencia et al., 2017). Se ha observado que NaSIPP interactia con NaStEP y se la ha implicado en
el transporte de NaStEP del citoplasma a las mitocondrias del tubo polinico (Garcia-Valencia et
al., 2017). Esto combinado con el descubrimiento de que la supresién de NaSIPP interfiere con la
autoincompatibilidad ha llevado a que se proponga un modelo en el cual la interaccién entre
NaSIPP y NaStEP en tubos polinicos incompatibles puede desestabilizar a las mitocondrias y

contribuir a que se detenga el crecimiento del tubo polinico (Garcia-Valencia et al., 2017).

1.4. Los principales modelos propuestos para el sistema de autoincompatibilidad basado en S-

RNasa

Los estudios sobre la autoincompatibilidad controlada por el locus S ha llevado a la

propuesta de dos modelos principales: el modelo colaborativo y el de compartamentalizacion.
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El modelo colaborativo de reconocimiento de polen no propio (Figura 2) propone que el
conjunto de proteinas SLF codificadas por un haplotipo S reconoce y detoxifica (por medio de su
ubiquitinacion y degradacién) a todas las S-RNasas no propias; y que la autoincompatibilidad
ocurre porque la S-RNasa codificada por ese haplotipo S no es reconocida y evade la degradacion

(Kubo et al., 2010).

El modelo de compartamentalizacién (Figura 2) propone que para resistir a las S-RNasas
el polen las secuestra en compartimentos vacuolares y degrada a HT-B, es decir, el rechazo del
polen ocurre cuando HT-B se mantiene estable, los compartimentos se degradan y las S-RNasas
se liberan al citoplasma del polen, donde pueden ejercer su efecto citotéxico (Goldraij et al.,

2006).

Cruza compatible Citosol del TP
S-RNasa es degradada

Modelo

R-Nasa libre
colaborativo (mayor actividad)

NaTrxh
S-RNasa R-Nasa libre / ‘
(Matriz Cruza incompatible —— (actividad
extracelular ‘ "

del estilo) ‘ ‘

Modelo de
compartamentalizacién Degradacién de

Cruza compatible
S-RNasa es secuestrada
“”P’\ Inhibicién de

crecimiento del
i

Figura 2. Esquema simplificado del modelo colaborativo y del modelo de compartamentalizacién. Imagen

modificada de Torres Rodriguez et al., 2020.

1.5. Incompatibilidad interespecifica y la regla de unilateralidad

El rechazo del polen se complica ain mas cuando se incluye la incompatibilidad

interespecifica, la cual puede ser muy compleja con la accién de multiples mecanismos y una
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superposicion parcial en los productos involucrados y la especificidad presentada (Murfett et al.,

1996; McCubbin y Kao, 1999).

Las S-RNasas también pueden participar en el rechazo del polen interespecifico (McClure
et al., 2000; Beecher et al., 2001) y este tipo de rechazo a menudo es menos especifico, con una
sola S-RNasa capaz de rechazar multiples tipos de polen de otras especies (Beecher et al., 1997).
Esto puede ser adicionalmente afectado por otros factores como la especie en la que ocurre el
rechazo interespecifico. Por ejemplo, la Scio-RNasa y la Seg11-RNasa de N. alata presentan
eficiencias similares en el rechazo de polen en N. tabacum pero presentan eficiencias muy
distintas en N. plumbaginifolia (Beecher et al., 2001). Factores como el nivel de expresion de las
S-RNasas también son especialmente importantes para su funcionamiento en este tipo de
rechazo (Beecher et al., 2001). También se ha visto que al menos una S-RNasa quimérica que es
incapaz de participar en el rechazo de polen alelo S especifico (Con5-RNasa) (Zurek et al.,1997)
aun es capaz de provocar rechazo parcial del polen en N. tabacum (Beecher et al., 2001),

recalcando la complejidad de este proceso.

El rechazo interespecifico frecuentemente sigue la regla de la unilateralidad, la cual indica
gue en las cruzas entre especies una especie autoincompatible va a rechazar el polen de una
especie autocompatible, pero en la cruza reciproca el polen serd aceptado (Murfett et al., 1996;
Cruz-Garcia et al., 2003; Li y Chetelat, 2010; Baek et al., 2015). La incompatibilidad interespecifica
unilateral se ha reportado en especies de Solanaceae (Baek et al., 2015), Liliaceae (Ascher y
Peloquin, 1968; Harder et al., 1993), Brassicaceae (Hiscock y Dickinson, 1993), Poaceae (Duvall y
Biesboer, 1988) y Orchidaceae (Pinheiro et al., 2015), y existen ejemplos de sistemas con

unilateralidad tanto dependiente como independiente de S-RNasas (Bedinger et al., 2017).

En Solanaceae se ha observado que factores controladores de la incompatibilidad
interespecifica unilateral con una alta similitud a factores de autoincompatibilidad de Petunia
interactian con un gen en o cercano al locus S en especies de Solanum, indicando que la
autoincompatibilidad y la incompatibilidad interespecifica poseen mecanismos bioquimicos

similares (Li y Chetelat, 2010).
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En el caso de Nicotiana la S-RNasa también puede provocar incompatibilidad
interespecifica unilateral entre la especie autoincompatible N. alata y las especies
autocompatibles N. plumbaginifolia y N. tabacum (Murfett et al., 1996). En el caso de N.
plumbaginifolia, para que rechace su propio polen se requiere la participacion de la S-RNasa, de
SLF y de los genes modificadores NaStEP, HT-B, 120K y NaTrxh, como ocurre de manera natural
con N. alata (McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005; Jiménez-Duran et al., 2013; Torres-
Rodriguez et al., 2020). En contraste en N. tabacum, la expresidon de Sa;-RNasa o Scio-RNasa sin
otros factores de N. alata es suficiente para provocar el rechazo de su propio polen y del polen
de N. glutinosa (Murfett et al., 1996). La expresion de Seg11-RNasa sin otros factores en N.
tabacum también es suficiente para que esta rechace su propio polen (Beecher et al., 2001). Todo
esto indica una via en el rechazo interespecifico del polen que no ha sido lo suficientemente

explorada.

1.6. Mecanismos de rechazo del polen propuestos

En concordancia con lo anterior, es posible proponer que el rechazo del polen intra e

interespecifico ocurre por tres vias:
a) La via dependiente de SLF, de las S-RNasas y de genes modificadores,
b) la via dependiente Unicamente de genes modificadores, y

c) la via dependiente Unicamente de la S-RNasa, como se ha observado en Nicotiana

tabacum.

Las dos primeras vias ya se estan estudiando en Nicotiana, Petunia y Solanum, pero este
no es el caso con la via de rechazo del polen que solo depende de la S-RNasa. Todavia no se sabe
cuales son los cambios bioquimicos y celulares que conducen a la muerte del tubo polinico en
este tipo de sistemas. A la fecha no hay respuesta, pero una posibilidad es que ocurra por muerte
celular programada, como sucede en Papaver rhoeas durante el rechazo del polen. En P. rhoeas
la autoincompatibilidad también es gametofitica, pero el rechazo del polen depende de la

interaccion especifica entre la determinante femenina PrsS, que es una proteina expresada en el
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estigma, y la determinante masculina PrpS, una proteina membranal expresada en el polen

(Thomas y Franklin-Tong, 2004; Wang et al., 2019).

Este trabajo busca generar lineas de plantas transgénicas de N. tabacum que expresen
especificamente en los estilos a la Scio-RNasa y lineas donde la Scip-RNasa se encuentre fusionada
a la proteina reportera fluorescente mPlum para servir como material bioldgico para estudios
futuros que tendran como objetivo aclarar las bases moleculares y celulares del rechazo del polen

dependiente Unicamente de S-RNasas en esta especie.
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2. JUSTIFICACION

La via de rechazo del polen dependiente Unicamente de S-RNasa no ha sido investigada a
fondo. Para realizar estudios futuros que aclaren los mecanismos celulares y moleculares de esta
via es necesario generar lineas de N. tabacum (especie que presenta la via dependiente
Unicamente de S-RNasa) que expresen en sus estilos a la Scip-RNasa, preferiblemente fusionada
a un marcador fluorescente que facilite la observacion de su movimiento y actividad en el pistilo

maduro a lo largo de la polinizacién.

3. OBJETIVO GENERAL

Transformar N.tabacum con una construccidn que porte a la Scio-RNasa y otra donde la

Sci0-RNasa se encuentre fusionada a la proteina reportera fluorescente mPlum.

4. OBJETIVOS PARTICULARES

e Disefiar las dos construcciones moleculares (con y sin fusién a mPlum)
e Clonar las construcciones en un vector binario
e Transformar Agrobacterium tumefaciens con las construcciones disefiadas

e Transformar hojas de N. tabacum con ambas construcciones
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5. METODOLOGIA

5.1. Plasmidos utilizados

Se utilizé el vector pJET1.2/blunt (Figura 3) de la compafiia Thermo Fisher Scientific como
vector de clonacion. Es un vector de 2974 pb en el que se puede introducir cualquier fragmento
de DNA con extremos romo a través de una reaccidén de ligado. Ademas, contiene el gen letal
eco47IR, el cual es neutralizado al introducirse el fragmento de interés, permitiendo una

seleccidon positiva de los plasmidos recombinantes. Adicionalmente, confiere resistencia a

ampicilina.
(2612) PstI BbsI (2654)
! Dralll (2728)
" _BfuAI - BspMI (2813)
pJET1.2 forward sequencing primer (2913 .. 2935)
(2223 Eagl - NotI (2932)
— BSpEI (2946)
(2104) Scal ~_Aval - BsoBI - PaeR7I - PspXI - XhoI (2955)
<EcoRV> (2574)
_<EcoRV> (0)
(1994) Pvul Y Xbal (6)
/ & “.BtgI - Ncol - StyI (37)
“, BspDI - ClaI (47)
(1B46) Fsp[ - || pJETl.Z}'bII.IrIt ) pJET1.2 reverse sequencing primer (34 ..57)
(1772) NmeAIIl |1 2974 bp " HindIII (253)
(i%i‘;}a:g;l: —A | —— BbvCI - Bpul0I (347)
Liai e - BsmI (351)
(1251‘-‘:;5)5';'::! g . BsmBI - Esp3I (374)
' / | Pmel (393
(1664) BmrI / . ( _}
(1624) AhdI . (lac operator|
Mfel (521)

'BspQI - SapI (615)

“DrdI (839)

(1147) AlwNI BseVI (1035)

Figura 3. Mapa del vector pJET1.2/blunt

Para transformar a N. tabacum se utilizé el vector binario pK2GW?7 (Figura 4). Este es un
vector de 11,168 pb que contiene al promotor CaMV 35S, al gen tdxico ccdB y otorga resistencia

a espectinomicina en bacterias y a kanamicina en plantas.
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(0)

Stul (192)

(11,166) Eco53kI
(11,148) BspHI* A
(10,970) Bsu36I

NeoR/KanR| PshAI (787)

Spel (1058)
' [aHRI)
_|lac UV5 promoter

(10,211) RsrII
(9991) AfIII

LB T-DNA repeat _BspEI (1512)
\, ~— EcoRI (1516)

_MIuI (1963)

(8971) BStEIL __ \ _ BbvCI (2241)

\\ TspMI - Xmal (2385)
\  Smal - Srfl (2387)

~ BstXI (2504)

pK2GW7.0

Zral (3022)
11,168 bp

/ AatII (3024)
./~ PspOMI (3026)
i .- Apal (3030)

. HindIII {3032)
Pmel (3079)

(7020) SgrAI

(6732) Agel
(6551) EcoNI

(6122) BsiWI

Figura 4. Mapa del vector pK2GW7

5.2. Diseiio y sintesis de construcciones

Se utilizo la base de datos GenBank (Clark et al., 2016) y se obtuvieron las secuencias para
la proteina fluorescente roja mPlum (Kriz et al., 2010) con numero de acceso de GenBank
HQ398619 y la secuencia de la Scip-RNasa de N. alata con niumero de acceso de GenBank
U45959.1. También se utilizd la secuencia para el promotor ChiP de quitinasa de jitomate

(Murfett et al., 1994). Estas secuencias se pueden observar en los Anexos 1 — 4.

Utilizando estas secuencias se disefiaron dos construcciones:

1) Una con el promotor ChiP, seguido por el péptido sefial de la Scizo-RNasa, la secuencia
de mPlum y finalmente por la Scio-RNasa (ChiP_mPlum_Scio) (Anexo 5).
2) Una segunda construccién idéntica a la primera, con la excepciéon de que no

presentaba la secuencia de mPlum (ChiP_Scio) (Anexo 6).

Estas construcciones fueron sintetizadas por la empresa GenScript y se entregaron en el

vector pUC57, un plasmido de 2710 pb que otorga resistencia a ampicilina.
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5.3. Transformacion de las células competentes XL-10 Gold con las construcciones en pUC57

Los vectores pUC57 con las construcciones se utilizaron para transformar células

ultracompetentes XL-10 Gold (Agilent #200315) con el siguiente protocolo:

1. Se agregd el vector con la construccién al medio con las células competentes, se
mezclé suavemente y se incubd en hielo por 30 min.

2. Las células se incubaron a 42 °C por 45 s e inmediatamente se pasaron a hielo
dejandolas 2 min.

3. Se agregaron 400 pL de medio SOC [medio Luria-Bertani (LB) con glucosa 20 mM] y se
incubaron las células en agitacién constante a 220 rpm por 1 h a 37 °C.

4. Finalmente, las células se centrifugaron a 7200 g por 2 min, se desechd el
sobrenadante y se resuspendieron en medio LB liquido (1% de peptona, 0.5% de
extracto de levadura, 0.5%de cloruro de sodio) y se plaquearon en cajas con medio

LB sdlido (LB con 1.5% de agar) y ampicilina (100 pg/mL).

5.4. Purificacién de plasmidos

A partir de las células transformantes se purificaron los plasmidos con las construcciones

usando el kit NZYMiniprep (Nzytech #MB01001), siguiendo las instrucciones del proveedor.

5.5. Ensayo de restriccion de las construcciones en pUC57

Se realizé un ensayo de restriccion con las enzimas EcoRI-HF (New England Biolabs
#R3101S) y Nhel-HF (New England Biolabs #R3131S) para confirmar la presencia de las

construcciones en pUC57.
La reaccion de restriccion se preparo de la siguiente manera y se incubé a 37 °C por 1 h.

1. 1 pL rCutSmart Buffer 10X (New England Biolabs #B6004)
2. 0.5 uL EcoRI-HF
3. 0.5 uL Nhel-HF
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4. 200 ng vector con construccion

5. Ajustar el volumen a 10 pL con H;0

5.6. Disefo de oligonucledtidos para agregar sitios de restriccion

Se disefiaron oligonucledtidos para agregar por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
los sitios de restriccion de las enzimas Sacl (GAGCTC) y Xmal (CCCGGG) a las construcciones, en

los extremos 5’ y 3’, respectivamente, para su posterior clonacion en el vector pK2GW?7.
Oligonucledtido sentido con sitio de restriccién Sacl:
pK2 F: 5'- GAGCTCAGATCTCTTTTGTACTTTTCCC-3’
Oligonucledtido antisentido con sitio de restriccion Xmal:
pK2 R: 5'- CCCGGGCTAGATATAGTACA-3’

Los oligonucledtidos fueron sintetizados por la empresa T4 Oligo.

Nota: Los oligonucledtidos se disenaron de manera que pudieran eliminar al promotor

CaMV 35S de pK2GW?7 durante la clonacion.

5.7. Generacion por PCR de las construcciones con los sitios de restriccion Sacl y Xmal
La mezcla de reaccién para la amplificacidon por PCR se realizé de la siguiente manera:

- 0.5 pL oligonucleétido pK2 F (10uM)

- 0.5 pL oligonucleétido pK2 R (10uM)

- 5 pL PCRBIO VeriFi Mix (PCRBIOSYSTEMS #PB10.43-01) compuesto de polimerasa
PCRBIO VeriFi, 6mM MgCl,, 2mM dNTPs, enhancers y estabilizadores.

- 100 ng vector con construccién

- Volumen total: 10 uL
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Para la amplificacidn por PCR se emplearon las condiciones indicadas en la Tabla 1.

Tabla 1. Condiciones empleadas para la amplificacion de las construcciones con los oligonucledtidos pK2 Fy pK2 R
para agregar los sitios de restriccion de Sacl y Xmal. Nota: Se utilizaron las temperaturas de desnaturalizacion y
elongacién recomendadas en el manual de PCRBIO VeriFi Mix. La temperatura de alineamiento se eligié basado en

la secuencia de los oligonucleétidos pK2 F y pK2 R.

Fase Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacion inicial | 95 3 min -
Desnaturalizacion 95 45s

Alineamiento 60 45s 30

Elongacién 72 1min30s

Elongacidn final 72 5 min -

5.8. Clonacidn de los productos de la amplificacion en pJET1.2/blunt

Para clonar las construcciones en pJET1.2/blunt se utilizé el kit CloneJET PCR Cloning

(Thermo Fisher Scientific #1231) siguiendo las instrucciones del proveedor.

Posteriormente, con los vectores resultantes se transformaron células competentes
como se describid previamente (seccién 5.3). Eventualmente, se purificod este pldasmido como se

describe en la seccion 5.4.

5.9. Clonacién de las construcciones en el vector pK2GW7

Para clonar las construcciones en el vector pK2GW?7 se hizo una reaccién de restriccion
para extraerlas de pJET1.2/blunt y ligarlas a pK2GW7 previamente digerido con las mismas
enzimas. La reaccion se realizd en condiciones iguales a las descritas en la seccion 5.5. con la
excepcion de que se usaron las enzimas Sacl-HF (New England BiolLabs #R3156S) y Xmal (New

England BioLabs #R0180S).
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Tanto los insertos como el plasmido pK2GW?7 digeridos se purificaron a partir de gel de
agarosa 1% después de haber realizado una electroforesis. Se utilizé el kit Zymoclean Gel DNA

Recovery (Zymo Research #D4008), siguiendo el protocolo del proveedor.

Cada construccion se ligd a pK2GW7 con la T4 DNA ligasa (Thermo Fisher Scientific
#ELOO11) siguiendo las instrucciones del proveedor y se transformaron células XL-10 Gold

(seccidn 5.3).

5.10. Transformacidn de Agrobacterium tumefaciens

Las células de la linea C58 de Agrobacterium tumefaciens se transformaron con el vector
pK2GW?7 que contenia las construcciones de interés. Las transformaciones se realizaron de la

siguiente manera:

1. Se descongelaron las células en hielo, se agregé el vector con las construcciones y se
mezcl6 suavemente.

2. Se congelaron las células en nitrégeno liquido por 5 min.

3. Seincubaron las células a 37 °C por 25 min.

4. Se agregd 1 mLde LBy se incubaron las células en agitacion constante a 225 rpm por
3 horas a 28°C.

5. Finalmente, se plaquearon las células LB sdlido con rifampicina (50 pg/mL) vy

espectinomicina (50 pug/mL).

5.11. Secuenciacion

Para confirmar la presencia de las dos construcciones en pK2GW?7 purificadas de células
transformantes de E. coli XL10GOLD se enviaron a secuenciar a la Unidad de Biologia Molecular
del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM. Las construcciones se secuenciaron por el método

de Sanger con terminadores fluorescentes y electroforesis capilar.
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Para la secuenciacién las muestras se prepararon en agua: ChiP_mPlum_Scio a de 176.5
pug/uL y ChiP _Scio a 129.13 pg/uL. Se utilizaron los oligonucledtidos pK2F (secuencia: 5'-
GAGCTCAGATCTCTTTTGTACTTTTCCC-3’) y pK2R (secuencia: 5- CCCGGGCTAGATATAGTACA-3’)
junto con un oligonucledtido sentido que se une al péptido sefal de la Scio-RNasa (SC10 F,
secuencia: 5° — ATGCTTAACTCACCGCTCACATCAGTCCTC — 3’). Se prepararon 20 uL de cada

oligonucledétido a 10 uM en agua.

5.12. Analisis de secuencias

Para el andlisis de los resultados de la secuenciacién se utilizaron como referencia
secuencias de ChiP (Murfett et al., 1994), mPlum (numero de acceso de GenBank HQ398619) y

la Scio-RNasa (numero de acceso de GenBank U45959.1).

Los archivos ABI de la secuenciacidn se analizaron de manera preliminar en Unipro UGENE

(Version 42.0, 2022) para determinar la calidad de la secuenciacion.

Posteriormente, estos archivos se convirtieron a formato FASTA utilizando Abi to Fasta
Sequence Converter (http://sequenceconversion.bugaco.com/converter/biology/sequences/
abi_to_fasta.php). Para las secuencias que se obtuvieron con los oligonucledtidos antisentido se
utilizé Reverse Complement (http://reverse-complement.com/) para obtener su complemento

inverso.

Las secuencias obtenidas se alinearon con las secuencias de referencia utilizando Clustal

Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/).

5.13. Confirmacién de la clonacién de las construcciones por PCR a partir de colonias de A.

tumefaciens

Se realizaron reacciones de PCR de 3 colonias de A. tumefaciens transformadas con

ChiP_mPlum_Scio y de 3 colonias transformadas con ChiP_Scio con los oligonucledétidos pK2 Fy
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pK2 R para confirmar la presencia de estas construcciones. Para cada colonia la mezcla para PCR

se realizé de la siguiente manera (la colonia se puso directamente en el tubo de reaccién):

- 0.5 uL oligonucleétido pK2 F (10 uM)
- 0.5 pL oligonucledtido pK2 R (10 uM)

- 5 uL PCRBIO VeriFi Mix (PCRBIOSYSTEMS #PB10.43-01) (compuesto de polimerasa

PCRBIO VeriFi, 6mM MgCl,, 2mM dNTPs, enhancers y estabilizadores)

- Volumen total: 10 pL

Para la reaccion se emplearon las condiciones indicadas en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones empleadas para la PCR de las colonias de A. tumefaciens transformadas con las construcciones.

Fase Temperatura (°C) Tiempo Numero de ciclos
Desnaturalizacién inicial | 95 10 min 1
Desnaturalizacion 95 45s

Alineamiento 58 45s 30

Elongacion 72 1min30s

Elongacion final 72 15 min 1

5.14. Transformacidén de hojas de Nicotiana tabacum

Se obtuvieron hojas jovenes y sanas de plantas silvestres de N. tabacum cultivadas en

condiciones de invernadero.

Nota: Todo el trabajo se llevd a cabo en condiciones de esterilidad.

Para desinfectar las hojas se pusieron en agitaciéon por 15 minutos en una solucién con

10% de cloroy 1 mL de Tween-20. Posteriormente se realizaron multiples lavados con agua estéril

para eliminar el cloro y el Tween-20.

Para cada construccién se hizo lo siguiente:
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1. Se prepard un precultivo de la clona de A. tumefaciens con la construccidn de interés
en 5 mL de medio LB liquido con 50 pug/mL de espectinomicina y 50 pug/mL de
rifampicina.

2. Seinocularon 40 mL de LB liquido con 500 uL del precultivo y se dejé incubando a 30°C
hasta obtener una densidad 6ptica de 0.47 a 600 nm.

3. Las células se centrifugaron a 2800 g por 10 min y se resuspendieron en medio NAPs.
3 con acetosiringona (150 uM).

4. Se eligieron tres hojas desinfectadas de N. tabacum y se cortaron en cuadrados de 1
cm? evitando el tejido vascular. Con un bisturi se realizaron pequefias heridas en la
superficie de estas hojas.

5. Los explantes se incubaron con A. tumefaciens en agitacidn suave por 15 min.

6. Se elimind el exceso de bacterias de los explantes con papel filtro estéril.

7. Los explantes se colocaron con el haz hacia arriba en medio NAPs.3 con acetosiringona
y se mantuvieron en oscuridad a 25 °C por 3 dias.

8. Posteriormente se enjuagaron los explantes en medio liquido NAPs3 con los
antibidticos cefotaxima (250 mg/L) y vancomicina (250 mg/L) por 5 min.

9. Finalmente, se colocaron los explantes con el haz hacia arriba en medio NAPs.3 con

cefotaxima (250 mg/L), vancomicina (250 mg/L) y kanamicina (150 mg/L).

5.15. Cultivo de tejidos

Los explantes se mantuvieron en el medio NAPs3 con cefotaxima, vancomicina vy

kanamicina durante 2 semanas. Después se subcultivaron a medio nuevo.
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6. RESULTADOS

6.1. Construcciones disenadas

En la Figura 5 se presenta un esquema a escala de las dos construcciones: una con el
promotor ChiP, la Scio-RNasa y su péptido senal (ChiP_Scio) y otra construccion similar a la que se
agregé la secuencia de la proteina fluorescente roja mPlum (ChiP_mPlum_Scio). Las secuencias

de estas construcciones se pueden observar en los Anexos 5y 6.

a)
ChiP | | Sc10-RNasa
| s
b)
ChiP mPlum Scio-RNasa
Ps

[ I T |

Opb 1335 pb 1401 pb 2079 pb 2826 pb

Figura 5. Esquema a escala de las construcciones disefiadas. (a) Construccion con las secuencias del promotor de la
quitinasa del jitomate (ChiP), del péptido sefial de la Scio-RNasa (PS), y de la Scio-RNasa. (b) Construccion con las

secuencias de ChiP, de PS, de la proteina fluorescente roja (mPlum) y de la Scio-RNasa.

6.2. Presencia de las construcciones en pUC57

La presencia de estas construcciones en pUC57 se confirmd mediante el analisis de
restriccion con EcoRl y Nhel (Figura 6). EcoRl digiere en la secuencia interna de la Sczo-RNasa y
Nhel en la secuencia interna del promotor ChiP, por lo que se esperaban y obtuvieron fragmentos
de 2979 pb y 1714 pb en el caso de ChiP_mPlum_Scio; y fragmentos de 2979 pb y 1036 pb en el
caso de ChiP_Scio.
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Figura 6. Analisis de restriccion con las enzimas EcoRl y Nhel para confirmar la presencia de las construcciones
ChiP_mPlum_Sci0 Y ChiP_Scip en pUC57. En el caso de ChiP_mPlum_Scio se esperan fragmentos de 2979 pby 1714
pb. En el caso de ChiP_Sciose esperan fragmentos de 2979 pb y 1036 pb. M.P. indica el marcador de peso

molecular.

6.3. Presencia de los sitios de restriccion de Sacl y Xmal

En la Figura 7 se muestran los resultados del andlisis por electroforesis de la reaccion de
amplificacion por PCR de las dos construcciones realizada con los oligonucledétidos para introducir

los sitios de restriccion de las enzimas Sacl y Xmal.
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Figura 7. Andlisis por electroforesis de los productos de la PCR con los oligonucledtidos pK2 F y pK2 R de las
construcciones disefiadas en pUC57. Los recuadros negros marcan las bandas para ChiP_Scio (2148 pb) y
ChiP_mPlum_Sc10 (2826 pb), las cuales se cortaron y purificaron para su clonacion en pJET1.2/blunt. M.P. indica el

marcador de masa molecular.

6.4. Clonacion al vector pK2GW7

Los productos de la amplificacidn se purificaron y se ligaron en el vector pJET1.2/blunt.
Se hizo una reaccion de restriccidn de las construcciones en pJET1.2/blunt y del vector pK2GW7

con Sacl y Xmal (Figura 8) para su posterior ligacidn y transformacién a A. tumefaciens.
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Figura 8. Restriccidon con Sacl y Xmal de ChiP_Scio y del vector pK2GW?7 para su posterior ligacidn con la T4 ligasa.

En el caso de pK2GW?7 la banda deseada es de 8783 pb. Los recuadros negros marcan la banda para ChiP_Scio

(2148 pb) y la banda deseada de pK2GW?7 (8783 pb), las cuales se cortaron y purificaron para su posterior ligacion.

M.P. indica el marcador de peso molecular.

Se confirmd por secuenciacion la presencia de ChiP_SC10 y ChiP_mPlum_SC10 en el

vector pK2GW?7. Los resultados detallados del analisis de estas secuencias se pueden observar

en los Anexos 7 a 13. En la Figura 9 se presenta un esquema de los puntos en las construcciones

a las que se unieron estos oligonucledtidos utilizados.
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Figura 9. Esquema de los puntos en las construcciones a las que se unieron los oligonucledétidos pK2 F, pK2 Ry

SC10 F en la secuenciacion. (a) ChiP_Scio. (b) ChiP_mPlum_Scio.

6.5. Presencia de las construcciones en Agrobacterium tumefaciens

En la Figura 10 se muestran los resultados de una reaccién de PCR de tres colonias de A.
tumefaciens con los oligonucledtidos pK2 F y pK2 R para confirmar la presencia de ChiP_Sci. En

la Figura 11 se observan los resultados de la PCR similar para confirmar la presencia de

ChiP_mPlum_Scio.
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Figura 10. PCR de colonia con los oligos pK2 F y pK2 R para confirmar la presencia de ChiP_Scio (2148 pb) en

pK2GW?7 en Agrobacterium tumefaciens. M.P. indica el marcador de peso molecular.

3000 pb

2000 pb

Figura 11. PCR de colonia con los oligos pK2 F y pK2 R para confirmar la presencia de ChiP_mPlum_Sci0 (2826 pb)

en pK2GW?7 en Agrobacterium tumefaciens. M.P. indica el marcador de peso molecular.
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6.6. Transformacion de hojas de Nicotiana tabacum y cultivo de tejidos

Se transformaron los explantes de hoja de N. tabacum con las cepas A. tumefaciens que
portaban las construcciones en pK2GW7 (se utilizaron la colonia 2 de A. tumefaciens con
ChiP_Sci0 y la colonia 1 de A. tumefaciens con ChiP_mPlum_Scio en las Figuras 10 y 11,
respectivamente). En la Figura 12 se observan algunos de los explantes en medio NAP¢.3 con

cefotaxima, vancomicina y kanamicina.

Figura 12. Explantes de hoja de Nicotiana tabacum transformadas con Agrobacterium tumefaciens con la
construccidn ChiP_Scio en medio NAPs 3 con cefotaxima (250 mg/L), vancomicina (250 mg/L) y kanamicina (150

mg/L)

Finalmente, en el cultivo de tejidos se obtuvieron callos resistentes a kanamicina de N.

tabacum transformados con A. tumefaciens con cada una de las dos construcciones (Figura 13).
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Figura 13. Explantes de N. tabacum en cultivo de tejidos. (a) Explantes transformados con A. tumefaciens con
ChiP_mPlum_Sci0 que no desarrollaron callos. (b) Explantes transformados con A. tumefaciens con
ChiP_mPlum_Scio que desarrollaron callos. (c) Explantes transformados con A. tumefaciens con ChiP_Scio que

desarrollaron callos.
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7. DISCUSION

En N. tabacum la expresion Unicamente de la Sa>-RNasa o Scig-RNasa es suficiente para
provocar el rechazo de su propio polen y del polen de N. glutinosa (Murfett et al., 1996), y la
expresion Unicamente de la Seg11-RNasa es suficiente para provocar el rechazo de su propio polen
(Beecher et al., 2001), indicando la presencia de una via de rechazo del polen dependiente
Unicamente de S-RNasa. El objetivo de este trabajo fue generar lineas de N. tabacum que
expresen a la Scio-RNasa para ser utilizadas en estudios futuros que permitan definir los

mecanismos moleculares y celulares involucrados en esta via.

Al diseiar las construcciones (Figura 5) se decidid utilizar el promotor ChiP porque este
dirige una alta expresidén de los genes bajo su control de manera especifica en el tejido de
transmisién del estilo maduro (Harikrishna et al., 1996) y se ha utilizado exitosamente para
obtener altos niveles de expresion de la S-RNasa y provocar rechazo del polen en plantas de

Nicotiana transgénicas (Murfett et al., 1994).

Los péptidos sefial son secuencias amino-terminales esenciales para guiar y aumentar la
eficiencia del transporte transmembranal de algunas proteinas (Izard y Kendall, 1994; Owiji et al.,
2018). Las proteinas maduras en su destino ya no contienen al péptido senal (Owiji et al., 2018).
El péptido sefal de la Scio-RNasa funciona como otros, por lo que en la construccion en la que la
mPlum se encuentra fusionada a la Scio-RNasa, el péptido seiial se introdujo antes de mPlum.
Dado que los péptidos sefial son eventualmente cortados (Owji et al., 2018) no deberian interferir

con la funcién de las proteinas que acompanan.

Para poder observar la localizacién de la Scio-RNasa durante la polinizacién y durante el
rechazo del polen se decidid utilizar una proteina fluorescente que iba a estar fusionada a esta.
En el laboratorio del Dr. Felipe Cruz se cuenta con lineas de N. tabacum transgénicas que
expresan un marcador verde fluorescente para diferentes componentes subcelulares, por lo que
se decidid utilizar a mPlum, una proteina roja fluorescente con propiedades que permiten su
observacion en tejidos in vivo (Faraji y Krylov, 2015) y la expresion de proteinas en células (Kriz
et al., 2010). Es importante mencionar que mPlum y la Scio-RNasa poseen tamaiios similares

(aproximadamente 25 kDa y 30 kDa, respectivamente). No se puede descartar que mPlum
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pudiera interferir con el transporte o la actividad de la Scio-RNasa ya que existe evidencia de que
las proteinas reporteras fusionadas pueden interferir con la actividad de la proteina de interés
(Kobayashi et al., 2014). Por esta razdon se disefid la segunda construccion que presenta
unicamente a la Scio-RNasa. En este caso la Scio-RNasa se podra detectar con anticuerpos

especificos para ésta.

El vector binario que se eligié6 para transformar a N. tabacum, pK2GW?7 (Figura 4),
presenta al promotor CaMV 35S. Este promotor se utilizaba antes en estudios del rechazo alelo
S especifico, pero se ha observado que puede dirigir la expresién de S-RNasa a tejidos vegetativos
y puede provocar una baja expresion en tejidos reproductivos (Williamson et al., 1989; Murfett
et al., 1995). Por esto, y para evitar conflictos con el promotor ChiP de las construcciones
disefiadas se decidié eliminarlo de pK2GW?7. Adicionalmente, pK2GW7 presenta el gen toxico
ccdB, el cual se utiliza como un sistema de seleccion positiva de vectores recombinantes (Green
y Sambrook, 2021). Si este gen se mantiene intacto causa la muerte de la célula en la que se
encuentra, por lo que su eliminacion del vector también era importante. Para resolver estos
problemas se disefiaron los oligonucledtidos PK2 F y PK2 R con los sitios de restriccion de Sacl 'y
Xmal, ya que pK2GW?7 presenta estos sitios, y al cortarlos se elimina el promotor CaMV 35S y se
neutraliza a ccdB. El hecho de que Sacl y Xmal dejan extremos cohesivos al cortar el DNA, y que
por lo tanto permite elegir el sentido en el que entraran las construcciones, también promovio
el que se eligiera utilizar a estas enzimas para introducir ChiP_Scio y ChiP_mPlum_Scio al vector

binario.

Adicionalmente, se eligid utilizar a pJET1.2/blunt como un vector de clonacion para los
productos de PCR con los sitios de Sacl y Xmal. Este paso facilitd la clonacidn de las construcciones

en el vector pK2GW?7.

GenScript garantiza la presencia de las construcciones sintetizadas por secuenciacién.
Fuera de esto se confirmé la identidad de estas en pUC 57 a través de un analisis de restriccién
utilizando EcoRl, la cual corta en la secuencia de SC10, y Nhel, la cual corta en la secuencia de

ChiP (Figura 6). No se poseia una enzima de restriccion capaz de cortar en la secuencia de la
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proteina mPlum en la construcciéon que la poseia, pero se pudo asumir su identidad por los

tamanos de los fragmentos observados.

La identidad de las construcciones a lo largo del proceso se confirmd por andlisis de

restriccion y el uso de los sistemas de seleccidn positivos de pJET1.2/blunt y pK2GW?7 (Figura 8).

Después de transformar a A. tumefaciens y antes de transformar a N. tabacum se
confirmd la identidad de estas construcciones de manera definitiva por secuenciacién con el
método de Sanger (Anexos 7 a 13). En esta secuenciacidon los primeros 100 nucleétidos
(aproximadamente) no son confiables y los siguientes 600 son confiables. Con el oligonucledtido
pK2 F se pudo confirmar la presencia del promotor ChiP de las dos construcciones y con pK2 R se
pudo confirmar la presencia de la Scio-RNasa. El oligonucledtido SC10 F se une de manera
especifica al péptido seial de la Scio-RNasa, lo cual permitié confirmar la presencia de mPlum en

ChiP_mPlum_Scio.

En cuanto a la transformacion de los explantes, N. tabacum ha sido utilizada como
organismo modelo en estudios de biologia molecular y cultivo de tejidos (Lang et al., 2020; Taalat
et al., 2021) y los explantes de hoja de N. tabacum se pueden utilizar para generar callos en
cultivo de tejidos con una eficiencia elevada (Hussein et al., 2020). La acetosiringona se utilizd
porgue activa a A. tumefaciens y aumenta la eficiencia de la transformacién de plantas
(Sheikholeslam y Weeks, 1987; Shiboleth y Tzfira, 2012). Los antibidticos cefotaxima vy
vancomicina se utilizaron para eliminar a las bacterias de los explantes de N. tabacum. El vector
pK2GW?7 otorga resistencia a kanamicina, por lo cual se utilizd este antibidtico para seleccionar

a las plantas transformantes.

Finalmente, dado que durante el cultivo de tejidos los explantes siempre estuvieron en
presencia del marcador de seleccién (kanamicina), indicando que contenian a pK2GW7, y que se
confirmd la presencia de las construcciones en pK2GW?7, es altamente probable que los callos
resistentes portan la construccién y que en un futuro se pueda expresar la Scio-RNasa en N.

tabacum.
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8. CONCLUSION

Se transformaron hojas de N. tabacum utilizando A. tumefaciens portando al vector
binario pK2GW7 con dos construcciones: una que dirige la expresién de la Scip-RNasa con su
péptido sefial bajo el control del promotor ChiP; y otra a la proteina de fusién mPlum-Scio-RNasa
con el péptido sefial de la RNasa y bajo el control del promotor ChiP. Estos explantes se
encuentran en cultivo de tejidos en medio con kanamicina y han generado callos que
eventualmente dardn lugar a plantas maduras que expresen cada construccidén y que serviran
para estudios futuros sobre las bases moleculares y celulares del rechazo del polen dependiente

Unicamente de S-RNasa en N. tabacum.

9. PERSPECTIVAS

* Evaluar si a partir de los callos de N. tabacum se pueden diferenciar plantas en las que
se pueda analizar la via del transporte de la Scio-RNasa durante la polinizacion y el rechazo del

polen.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Secuencia de ChiP

AGATCTCTTTTGTACTTTTCCCGTCTTCTTCATAATTCTTTAAGAATAAAACAATCGTGGTGATAATATGTT
ATGAAATTATATAAAATTTAGAAGAAGAAGAAAATAGGAAAAAGAGAAAAGATTTCTTATTTATCTTGA
AGTATATTCAGGATTCATTAATCTTTCACAAATCGTATTTACAATGAAGGAAAACCTTCATTTATAGGGAA
AACCTTACTTGGTCCCCAAATAAGATTACTAACCATATCCTACAAGAACTCCACATAATTAGACATTCACT
GTAATACAAAATTGTTTATAACACATTCCATATTTTGTCTCTCAAATGTGTTAACAATCACAAAGTGAAAG
CCGAACAGTAGAAATTAGTTGATCTGGTCTAAGTAATCAAGATACCAGAATGAAAGTGGAATATATATT
TTGTGATTGGCTAGCGTCAAACTTTTAAGAAATGCATTATGCATATCCATAAGTATATTAACTTTGTCGTT
AACTGGTAATTTTGAGTAGTATAAAATTAAATAAATAGACATATTCATTCTATATGACATTTTATATTAAA

GTTTTATGTTTTTTATGACGTTATACGTGTATTATATCATGTAACACATTATATATTTATTTATTTTATACAA
ATTTGAATTACCTGTACAATAAATTCAAAATTAAAAAATATAATTATCCGCTAAAATTAAATTAAAAATCA
TATTTATGTAATATGTCAAACGAAACAAAGACCAAAGTCAAAACCAGTAACAAATTGTTTATTCTTTAATT
ATTATTTTAAAAAATTCTTCTCAAGACTCGGTTAAAAGTCTTTTTCTGCCACTCCATTAAGTTAAAGACCG
ACTAAAATACATGTGATGTGTGGCCAAGAGCAAGCATACACAATGGGCTGTGTTAGGTTTAATTCAAAT

TATTTTAATTTTTTTTAAAATTTGATCCATAAGTAAATAATATTATTTGTAAAATATTTTATATATTATTTAG
ATAAATATTATCAAAGGTGGATGAAAAATAATAAAGAGGACACAATTAATACAAAAATGAAAAATAATA
AAGAGGACACAATTAATACAAAAGATTATTTTTGAAACTTATTTTCACTATATTCCTTAACATTCAGAGAC
GTTTTTTTCATTTTTAATAAACATAATCTATTAAAAAAAACATCTTCCTTTTGTACCAAACAGACCAAACAA
GTCATACTTCTCCACTCAGAATAAGTTAATACATGAAAATTCAATTGAAAATTCTTCACCTCTTCGTTCTAT
ATTTTTTCTCTATAAATACCAATCATTTTCTCAATTATAATAAAAAGAAAATAGATCT

Anexo 2. Secuencia de mPlum

ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGTCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGAGCACATGGAGGGCTCCG
TGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGC
CAGGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGATCATGTA
CGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGG
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CTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCC
TGCAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGGTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAA
TGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAA
GGGCGAGATGAAGATGAGGCTGAGGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCCGAGGTCAAGACCACC
TACATGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAAGACCGACATCAAGCTGGACATCACCTCC
CACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAGTACGAGCGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGLGLC

Anexo 3. Secuencia del péptido seial de la Scio-RNasa

ATGCTTAACTCACCGCTCACATCAGTCCTCTTCGTATTGCTTTTTGTTCTTTCGCCCATTTATGGG

Anexo 4. Secuencia de la Scio-RNasa

GCATTCGAGTACATGCAACTGGTGTTACAATGGCCAACAGCTTTTTGCCACACCACTCCCTGCAAAAGAA
TTCCAAACAACTTTACAATCCATGGGCTTTGGCCGGATAACGTGAGCACAACTCTCAATTACTGCGCTGC
CAAAGAAAACTTTAAAAATATAGAAGTAAGTTTAGACACTATCTTCCTAAGGACCTGTATGTTTCCATGT
TGATTTTAATTTATTTTTTTTCAGTTCAGCTTATTACTTTTCCTATATCTACAGGATGACACGAAAAAAGAT
GATCTATATAAACGCTGGCCAGACCTAACCACCGCAGAAACATATTGTAAGCAACATCAAAATTTCTGGA
GACATGAATATAATAAGCACGGAAAGTGTTGTTCAGAGAGCTACAACCGAGAACAATATTTTGATTTAG

CCATGGCCTTAAAAGACAAGTTTGATCTTTTGTCATCTTTGAGAAATCACGGAATTATTCCTGGAAGGGG
AATGAAATACACCGTTCAGAAAATCAATAGCACCATCAAGAAAATAACTCAAGGGTATCCTAACCTGTCA
TGCACTAAAGGAATAATGGAACTTGTGGAGATAGGCATATGTTTCGACTCGATGGTTAAAAATGTAATT
AATTGTCCTCATCCCAAGACATGCAAACCTACGGGAAGTAATGAGATTAAGTTTCCATGACAATATGTTT
TACTTTTGTCTATTTATGCTATGTAATAAAAAATGTACTATATCTAG

Anexo 5. Secuencia de ChiP_mPlum_Scio

AGATCTCTTTTGTACTTTTCCCGTCTTCTTCATAATTCTTTAAGAATAAAACAATCGTGGTGATAATATGTT
ATGAAATTATATAAAATTTAGAAGAAGAAGAAAATAGGAAAAAGAGAAAAGATTTCTTATTTATCTTGA
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AGTATATTCAGGATTCATTAATCTTTCACAAATCGTATTTACAATGAAGGAAAACCTTCATTTATAGGGAA
AACCTTACTTGGTCCCCAAATAAGATTACTAACCATATCCTACAAGAACTCCACATAATTAGACATTCACT
GTAATACAAAATTGTTTATAACACATTCCATATTTTGTCTCTCAAATGTGTTAACAATCACAAAGTGAAAG
CCGAACAGTAGAAATTAGTTGATCTGGTCTAAGTAATCAAGATACCAGAATGAAAGTGGAATATATATT
TTGTGATTGGCTAGCGTCAAACTTTTAAGAAATGCATTATGCATATCCATAAGTATATTAACTTTGTCGTT
AACTGGTAATTTTGAGTAGTATAAAATTAAATAAATAGACATATTCATTCTATATGACATTTTATATTAAA
GTTTTATGTTTTTTATGACGTTATACGTGTATTATATCATGTAACACATTATATATTTATTTATTTTATACAA
ATTTGAATTACCTGTACAATAAATTCAAAATTAAAAAATATAATTATCCGCTAAAATTAAATTAAAAATCA
TATTTATGTAATATGTCAAACGAAACAAAGACCAAAGTCAAAACCAGTAACAAATTGTTTATTCTTTAATT
ATTATTTTAAAAAATTCTTCTCAAGACTCGGTTAAAAGTCTTTTTCTGCCACTCCATTAAGTTAAAGACCG
ACTAAAATACATGTGATGTGTGGCCAAGAGCAAGCATACACAATGGGCTGTGTTAGGTTTAATTCAAAT

TATTTTAATTTTTTTTAAAATTTGATCCATAAGTAAATAATATTATTTGTAAAATATTTTATATATTATTTAG
ATAAATATTATCAAAGGTGGATGAAAAATAATAAAGAGGACACAATTAATACAAAAATGAAAAATAATA
AAGAGGACACAATTAATACAAAAGATTATTTTTGAAACTTATTTTCACTATATTCCTTAACATTCAGAGAC

GTTTTTTTCATTTTTAATAAACATAATCTATTAAAAAAAACATCTTCCTTTTGTACCAAACAGACCAAACAA
GTCATACTTCTCCACTCAGAATAAGTTAATACATGAAAATTCAATTGAAAATTCTTCACCTCTTCGTTCTAT
ATTTTTTCTCTATAAATACCAATCATTTTCTCAATTATAATAAAAAGAAAATAGATCTATGCTTAACTCACC
GCTCACATCAGTCCTCTTCGTATTGCTTTTTGTTCTTTCGCCCATTTATGGGATGGTGAGCAAGGGCGAG
GAGGTCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGAGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGA
GATCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAGGCTGAAGGTGACCAAG
GGTGGCCCCCTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGATCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGA
AGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGA
TGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATCT
ACAAGGTGAAGGTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGC
TGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATGAAGATGAGGC
TGAGGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCCGAGGTCAAGACCACCTACATGGCCAAGAAGCCCGTG
CAGCTGCCCGGCGCCTACAAGACCGACATCAAGCTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATC
GTGGAACAGTACGAGCGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGCCGCATTCGAGTACATGCAACTGGT
GTTACAATGGCCAACAGCTTTTTGCCACACCACTCCCTGCAAAAGAATTCCAAACAACTTTACAATCCATG
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GGCTTTGGCCGGATAACGTGAGCACAACTCTCAATTACTGCGCTGCCAAAGAAAACTTTAAAAATATAG
AAGTAAGTTTAGACACTATCTTCCTAAGGACCTGTATGTTTCCATGTTGATTTTAATTTATTTTTTTTCAGT
TCAGCTTATTACTTTTCCTATATCTACAGGATGACACGAAAAAAGATGATCTATATAAACGCTGGCCAGA
CCTAACCACCGCAGAAACATATTGTAAGCAACATCAAAATTTCTGGAGACATGAATATAATAAGCACGG
AAAGTGTTGTTCAGAGAGCTACAACCGAGAACAATATTTTGATTTAGCCATGGCCTTAAAAGACAAGTTT
GATCTTTTGTCATCTTTGAGAAATCACGGAATTATTCCTGGAAGGGGAATGAAATACACCGTTCAGAAAA
TCAATAGCACCATCAAGAAAATAACTCAAGGGTATCCTAACCTGTCATGCACTAAAGGAATAATGGAAC
TTGTGGAGATAGGCATATGTTTCGACTCGATGGTTAAAAATGTAATTAATTGTCCTCATCCCAAGACATG
CAAACCTACGGGAAGTAATGAGATTAAGTTTCCATGACAATATGTTTTACTTTTGTCTATTTATGCTATGT
AATAAAAAATGTACTATATCTAG

Anexo 6. Secuencia de ChiP_Scio

AGATCTCTTTTGTACTTTTCCCGTCTTCTTCATAATTCTTTAAGAATAAAACAATCGTGGTGATAATATGTT
ATGAAATTATATAAAATTTAGAAGAAGAAGAAAATAGGAAAAAGAGAAAAGATTTCTTATTTATCTTGA
AGTATATTCAGGATTCATTAATCTTTCACAAATCGTATTTACAATGAAGGAAAACCTTCATTTATAGGGAA
AACCTTACTTGGTCCCCAAATAAGATTACTAACCATATCCTACAAGAACTCCACATAATTAGACATTCACT
GTAATACAAAATTGTTTATAACACATTCCATATTTTGTCTCTCAAATGTGTTAACAATCACAAAGTGAAAG
CCGAACAGTAGAAATTAGTTGATCTGGTCTAAGTAATCAAGATACCAGAATGAAAGTGGAATATATATT
TTGTGATTGGCTAGCGTCAAACTTTTAAGAAATGCATTATGCATATCCATAAGTATATTAACTTTGTCGTT
AACTGGTAATTTTGAGTAGTATAAAATTAAATAAATAGACATATTCATTCTATATGACATTTTATATTAAA

GTTTTATGTTTTTTATGACGTTATACGTGTATTATATCATGTAACACATTATATATTTATTTATTTTATACAA
ATTTGAATTACCTGTACAATAAATTCAAAATTAAAAAATATAATTATCCGCTAAAATTAAATTAAAAATCA
TATTTATGTAATATGTCAAACGAAACAAAGACCAAAGTCAAAACCAGTAACAAATTGTTTATTCTTTAATT
ATTATTTTAAAAAATTCTTCTCAAGACTCGGTTAAAAGTCTTTTTCTGCCACTCCATTAAGTTAAAGACCG
ACTAAAATACATGTGATGTGTGGCCAAGAGCAAGCATACACAATGGGCTGTGTTAGGTTTAATTCAAAT

TATTTTAATTTTTTTTAAAATTTGATCCATAAGTAAATAATATTATTTGTAAAATATTTTATATATTATTTAG
ATAAATATTATCAAAGGTGGATGAAAAATAATAAAGAGGACACAATTAATACAAAAATGAAAAATAATA
AAGAGGACACAATTAATACAAAAGATTATTTTTGAAACTTATTTTCACTATATTCCTTAACATTCAGAGAC
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GTTTTTTTCATTTTTAATAAACATAATCTATTAAAAAAAACATCTTCCTTTTGTACCAAACAGACCAAACAA
GTCATACTTCTCCACTCAGAATAAGTTAATACATGAAAATTCAATTGAAAATTCTTCACCTCTTCGTTCTAT
ATTTTTTCTCTATAAATACCAATCATTTTCTCAATTATAATAAAAAGAAAATAGATCTATGCTTAACTCACC

GCTCACATCAGTCCTCTTCGTATTGCTTTTTGTTCTTTCGCCCATTTATGGGGCATTCGAGTACATGCAACT
GGTGTTACAATGGCCAACAGCTTTTTGCCACACCACTCCCTGCAAAAGAATTCCAAACAACTTTACAATC
CATGGGCTTTGGCCGGATAACGTGAGCACAACTCTCAATTACTGCGCTGCCAAAGAAAACTTTAAAAAT
ATAGAAGTAAGTTTAGACACTATCTTCCTAAGGACCTGTATGTTTCCATGTTGATTTTAATTTATTTITTTT
CAGTTCAGCTTATTACTTTTCCTATATCTACAGGATGACACGAAAAAAGATGATCTATATAAACGCTGGC
CAGACCTAACCACCGCAGAAACATATTGTAAGCAACATCAAAATTTCTGGAGACATGAATATAATAAGC
ACGGAAAGTGTTGTTCAGAGAGCTACAACCGAGAACAATATTTTGATTTAGCCATGGCCTTAAAAGACA

AGTTTGATCTTTTGTCATCTTTGAGAAATCACGGAATTATTCCTGGAAGGGGAATGAAATACACCGTTCA
GAAAATCAATAGCACCATCAAGAAAATAACTCAAGGGTATCCTAACCTGTCATGCACTAAAGGAATAAT
GGAACTTGTGGAGATAGGCATATGTTTCGACTCGATGGTTAAAAATGTAATTAATTGTCCTCATCCCAAG
ACATGCAAACCTACGGGAAGTAATGAGATTAAGTTTCCATGACAATATGTTTTACTTTTGTCTATTTATGC
TATGTAATAAAAAATGTACTATATCTAG
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Anexo 7. Alineamiento de ChiP y ChiP_mPlum_Sci0o en pK2GW?7 utilizando el oligonucleétido

pK2 F

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIE
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP enPK2 oPK2 F

CHIB
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIE
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP enPK2 oPK2 F

CHIE
CMP_enPK2 oPK2 F

agatctcttttgtacttttcccgtecttcocttcataattctttaagaataaaacaategtgg
------------------------ nnnnnnnnnnnnnnntctttagatanncaatcgtgg
* * * e e e ke e ek ok

tgataatatgttatgaaattatataaaatttagaagaagaagaaaataggaaaaagagaa

tgataatatgttatgaaattatataaaatttagaagaagaagaaaataggaaaaagagaa
FhEhhkkhr A bk F bbbk kb rrh bk kbbb bk Ak b d b hwbx

aagatttcttatttatcttgaagtatattcaggattcattaatctttcacaaatcgtatt

aagatttcttatttatettgaagtatattcaggattcattaatetttcacaaategtatt
FhEhhkkhr A bk F bbbk kb rrh bk kbbb bk Ak b d b hwbx

tacaatgaaggaaaaccttcatttatagggaaaaccttacttggtccccaaataagatta
tacaatgaaggaaaaccttcatttatagggaaaaccttacttggtccccaaataagatta
o ok g ek e ok ke e ok d e i e ok ok e ke Tk ok ok o o e ok e e ok e b o e e i e e ok e b o e ok ke e o ok ok o e e e ok ok

ctaaccatatcctacaagaactccacataattagacattcactgtaatacaaaattgttt

ctaaccatatcctacaagaactccacataattagacattcactgtaatacaaaattgttt
LR AR AR R R R R SR REEEEREREEREEEELEEEEREEEEEEEEEEEEEEREREEE RIS LRSS

ataacacattccatattttgtctctcaaatgtgttaacaatcacaaagtgaaagccgaac

ataacacattccatattttgtctctcaaatgtgttaacaatcacaaagtgaaagccgaac
T de g deod ok gk ok o de ke P e e o e ok o e e ko sk ke o e ok ke ok ek ke o e e ke e ke e ke ok e ek ok ke ok ek ok o

agtagaaattagttgatctggtctaagtaatcaagataccagaatgaaagtggaatatat
agtagaaattagttgatctggtctaagtaatcaagataccagaatgaaagtggaatatat

S e ok ek ok Kk ok e K Sk o e kb K ok k3 ok e ek ok ok ok ok ok ok ok Ok ok ok

attttgtgattggctagcecgtcaaacttttaagaaatgecattatgecatatccataagtata
attttgtgattggctagcecgtcaaacttttaagaaatgecattatgecatatccataagtata
e J 3k e ok d e e ok sk ek ok ok o ko e ok o e e ke ok ok Sk ok e e ok Sk sk e ok e ok Sk o ok ok e e e o e ok ke e e ok ok e ok kR b

ttaactttgtcgttaactggtaattttgagtagtataaaattaaataaatagacatatte

ttaactttgtcgttaactggtaattttgagtagtataaaattaaataaatagacatattc
FhkEk Ik rdr Ak I h bk k AT rh bk r kb rh bk Ak b dkhwbx

attctatatgacattttatattaaagttttatgttttttatgacgttatacgtgtattat
attctatatgacattttatattaaagttttatgttttttatgacgttatacgtgtattat
FhkEk Ik rdr Ak I h bk k AT rh bk r kb rh bk Ak b dkhwbx

atcatgtaacacattatatatttatttattttatacaaatttgaattacctgtacaataa
atcatgtaacacattatatatttatttattttatacaaatttgaattacctgtacaataa
e e e e ok e e ok e ok sk e ok Sk ok e ke o e ok sk e ke dhe ok ok o e e ke ok dk ke sk o ke ok e e ke o ke ke dke ke ok ok e ok ke e ok ok ok e ke o ke ok ke

attcaaaattaaaaaatataattatccgctaaaattaaattaaaaatcatatttatgtaa

attcaaaattaaaaaatataattatccgctaaaattaaattaaaaatcatatttatgtaa
LR AR AR R R R R SR REEEEREREEREEEELEEEEREEEEEEEEEEEEEEREREEE RIS LRSS

tatgtcaaacgaaacaaagaccaaagtcaaaaccagtaacaaattgtttattctttaatt

tatgtcaaacgaaacaaagaccaaagtcaaaaccagtaacaaattgtttattctttaatt
FhEkhhkkhhkr bk Fhhhr bk r kbR rrh bk kbbb bk Ak b d b hwbx

attattttaaaaaattcttctcaagactcggttaaaagtctttttctgccactccattaa
attattttaaaaaattcttctcaagactcggttaaaagtctttttctgccactccattaa
F de ok ok ok ek Kok ok ek gk ok ok ek e ok o e e ke ok ok ok ke ok e ok 3k e ok e ok ok e dk Tk ek T o e o e sk ke e ok ok ok ok ke ok ok o

gttaaagaccgactaaaatacatgtgatgtgtggccaagagcaagcatacacaatggget

gttaaagaccgactaaaatacatgtgatgtgtggccaagagcaagcatacacaatgggge
e e v ok e e o e ok sk e ok Sk ok e ke ol o ok ok e ke ke ke ok i e e Tk ok e ke ok e e o e e Sk e o ke ok e e e e ok ke b o e ok e e o e

gt-gttaggtttaattcaaattattttaa---ttttttttazaaatttgatccataagtaa

tgtgttaggtttaattcaaattatttttaattttttttttaaaatttgatccataagtaa
Fhdkhkkdhadrhhkrhrhhokrhhdd & LRSS SRR R SRR ERE SRR LRSS EEESEES]

60
36

120
96

180
156

240
216

300
276

360
336

420
396

480
456

540
516

600
576

660
636

720
696

780
756

840
816

900
876

956
936
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CHIP
CMP enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP enPK2 oPK2 F

CHTP
CMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
CMP_enPK2 oPK2 F

ataatattatttgtaaaatatttt-atatattatttagataaatattatcaaaggtgga-
ataatattatttgtaaaatatttttatatattatttagataaatattatcaannntggga
hhkhhkhhh bbb bbb b r bbb hr sk bk h A A r A AT AT RN LA AR ek

tgaaaaataataaagaggacacaattaatacaaaaatgaaaaataataaagaggacacaa
tgaaaaataataangaggacannattaatacaaaaaaatgaaaaaaataataaaagan--
e e e o ke ok e e ok ok ok e ke ok ok ke ke ok ok ok ok ok ok ek ok ke ke ek ko ok K * ok

ttaatacaaaagattatttttgaaacttattttcactatattccttaacattcagagacg

1014
996

1074
1054

1134
1054

1194
1054

1254
1054

1314
1054
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Anexo 8. Alineamiento de Scio y ChiP_mPlum_Scio en pK2GW?7 utilizando el oligonucleétido

pK2 R

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple seguence alignment

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

sC10
CMP enPK2 oPK2 R RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

SC10
CMP_enPK2 oPK2 R RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

SC10
CMP_enPK2 oPK2 R RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

5C10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

SC10
CMP_enPK2 oPK2 R RC

5C10
CMP enPK2 oPK2 R RC

SC10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

cggcgectacaagaccgacatcaagctggacatcacctcccacaacgaggactacaccat

---------------------------------------------- gcattcgagtacat
cgtggaacagtacgagcgcgccgagggeccgecactecaceggegecgcattegagtacat

F ko kR kR

gcaactggtgttacaatggccaacagcttttitgeccacaccactccctgcaaaagaattce

gcaactggtgttacaatggccaacagetttttgecacaccactecctgecaaaagaattce
Frddk d A ko d ok ke ok ke ok kb ok kb e ke bk Sk ok b ek ke Rk ko e e o ke ko ok ke e ek ke ke ke ke

aaacaactttacaatccatgggctttggeccggataacgtgagecacaactctcaattactyg
aaacaactttacaatccatgggctttggecggataacgtgagcacaactctcaattactyg
de gk vk v ke ok gk e e ke ke o ok ke e ok g ok ik e ok ok ok ke o Skt ok ok ok ok ok e o Sk ke ok ok ok ok Sk ok e o ke ke e ok ok ok o ok ke ok ok ok b ke

cgctgccaaagaaaactttaaaaatatagaagtaagtttagacactatcttecctaaggac

cgctgccaaagaaaactttaaaaatatagaagtaagtttagacactatcttectaaggac
IS AR S SRR SRR RS SRS RS ERS SR RS R AR SR REEERRESEREEEEERERESEEEES]

ctgtatgtttccatgttgattttaatttattttttttcagttcagettattacttttect
ctgtatgtttccatgttgattttaatttattttttttcagttcagecttattacttttcct

e ok o ok ok ek ok ok kS ok ok ok ok 3 ok ok ke ok Sk ok ok ok o 3 ok o ok ok ok ke kR ok

atatctacaggatgacacgaaaaaagatgatctatataaacgctggccagacctaaccac
atatctacaggatgacacgaaaaaagatgatctatataaacgctggccagacctaaccac
Frddk d A ko d ok ke ok ke ok kb ok kb e ke bk Sk ok b ek ke Rk ko e e o ke ko ok ke e ek ke ke ke ke

cgcagaaacatattgtaagcaacatcaaaatttctggagacatgaatataataagcacgg
cgcagaaacatattgtaagcaacatcaaaatttctggagacatgaatataataagcacgg
e e e e ok sk e e ke e e ok sk e ok ke ok e S ok ke e ke e ke ok ok ke ke e ok ke e ok ok ok ok ok ke i ok ke ke e ok ok ke o ok b ke ke ke ke

aaagtgttgttcagagagctacaaccgagaacaatattttgatttageccatggecttaaa

aaagtgttgttcagagagctacaaccgagaacaatattttgatttagccatggecttaaa
IS AR S SRR SRR RS SRS RS ERS SR RS R AR SR REEERRESEREEEEERERESEEEES]

agacaagtttgatcttttgtcatctttgagaaatcacggaattattecctggaaggggaat

agacaagtttgatcttttgtcatctttgagaaatcacggaattattcctggaaggggaat
R RS AAEE AR AR SRR EE RS AR EREEEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEE

gaaatacaccgttcagaaaatcaatagcaccatcaagaaaataactcaagggtatcctaa
gaaatacaccgttcagaaaatcaatagcaccatcaagaaaataactcaagggtatcctaa
Frddk d A ko d ok ke ok ke ok kb ok kb e ke bk Sk ok b ek ke Rk ko e e o ke ko ok ke e ek ke ke ke ke

cctgtcatgcactaaaggaataatggaacttgtggagataggecatatgtttcgactcgat
cctgtcatgcactaaaggaataatggaacttgtggagataggcatatgtttcgactcgat

e ok 3k ok Tk ok e ok ok ke ok e ok ok ok ok ok e a ok ok ok ke ok Sk T 3 ke ok sk ok e 3 ok ke ok ok o ok ok ok ok ok ok ok ok

ggttaaaaatgtaattaattgtcctcatcccaagacatgcaaacctacgggaagtaatga

ggttaaaaatgtaattaattgtcctecatcccaagacatgraaacctacgggaagtaatga
IS AR S SRR SRR RS SRS RS ERS SR RS R AR SR REEERRESEREEEEERERESEEEES]

60

120

180

240

300

14
360

74
420

134
480

194
540

254
600

314
660

374
720

434
780

494
840

554
900

614
960

674
1020
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5C10
CMP_enPK2_oPK2_R_RC

5C10
CMP enPK2 oPK2 R RC

gattaagtttccatgacaatatgttttacttttgtctatttatgctatgtaataaaaaat 734

gattaagtttccatgacaatatgttttanntntnnnnnnnngnnnnnnnnn
e 3 Je e de ok ke e ok e ke e ok e e ok e ok ke ok e ok L

gtactatatctag747
————————————— 1071

1071

63



Anexo 9. Alineamiento de la secuencia de mPlum y ChiP_mPlum_Sci0 en pK2GW?7 utilizando el

oligonucleétido SC10 F

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple seguence alignment

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP enPK2 oSCl0 F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP enPK2 oSCl0 F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP enPK2 oSCl10 F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_oSC10_F

mPlum
CMP_enPK2_ oSC10_F

——————————————————————————————————————————— atggtgagcaagggcga
nnnnnnnnnnnnnntgctttttgttctttegececcatttatgggatggtgagecaagggega

e e ek ke e e e ok ko ok ok ke

ggaggtcatcaaggagttecatgegettecaaggageacatggagggetecgtgaacggeca

ggaggtcatcaaggagttecatgegettecaaggageacatggagggeteegtgaacggeca
LA AR SRR R EE R R R SRR R R ELEREEEEREEEEELEERREEEEEEEEEEEEEREEES]

cgagttcgagatcgagggcgagggcgagggccgecectacgagggecacccagaccgecag
cgagttcgagatcgagggcgagggcgagggccgecectacgagggecacccagacegecag

dkkkkkkE kA k ko k ko ok ko hhokkkkkkkkkk Ak ko khhh ok ok ko hdh ok kdkdokokdkk ko

gctgaaggtgaccaagggtggccccctgeccttegectgggacatectgtecectecagat
gctgaaggtgaccaagggtggeccecectgeeccttegectgggacatecectgtecececctecagat

dd K K K K Kk K I K Kk ok ke ok kb K Kk Kk Rk I Rk e ke kb ok ok Kk ko

catgtacggctccaaggecctacgtgaagecacceccgecgacatceccgactacttgaaget

catgtacggctccaaggecctacgtgaagecacceccgecgacatececcgactacttgaaget
e e de e o e e ok dk e ke Sk ke e e e ok ok ok e o ok ok ok e e ok ke ke dke ok ok ok ke dle ok ke Sk ke ke dke o Sk e ke ke ok ok o de e ol ok o ok e ke o o

gtccttccecgagggcottcaagtgggagecgegtgatgaacttcgaggacggeggegtggt
gtccttcoccccgagggcttcaagtgggagegcgtgatgaacttcgaggacggocggogtggt

e 3 S ke 3k ok ok vk ke e ke ok ok ok ok e ok ke ok 3 Sk 3 ok 3 ok ok ok e e ke ok o Sk Sk e o ok ok o o o o ok o ok ok ok ok ok

gaccgtgacccaggactcctccectgcaggacggcgagttcatctacaaggtgaaggtgeg
gaccgtgacccaggactccteccctgcaggacggcecgagttcatctacaaggtgaaggtgeg
e e e e de e e e e e de Sk e e e e e ok o o e e ok ok ok e e ok ok ok e e ok ok o o o ke ke ke ke o Sk ke ke ke ke ok ok ke ke ke e ok ke ke ke e e e

cggcaccaacttccocteocgacggeccegtaatgecagaagaagaccatgggetgggagge

cggcaccaacttccocteocgacggeccegtaatgecagaagaagaccatgggetgggagge
LA AR R SRR R EE R R R R EEEREEEEREEEEELEEREEEEEEEEEEEEEEEEEES]

ctcctccgageggatgtaccecgaggacggegecctgaagggegagatgaagatgagget
ctccteccgageggatgtaccecgaggacggegecctgaagggecgagatgaagatgagget

dd K K K Kk Kk ke kb ke ok kb K Kk K ke ke kb ok ok Kk ko

gaggctgaaggacggcggcecactacgacgecgaggtcaagaccacctacatggecaagaa
gaggctgaaggacggcggecactacgacgccgaggtcaagaccacctacatggccaagaa

dd K K K Kk Kk ke kb ke ok kb K Kk K ke ke kb ok ok Kk ko

gcccgtgcagectgeccoggegectacaagaccgacatcaagectggacatcaccteccacaa
gccecgtgecagetgeccggegectacaagaccgacatcaagetggacatcaccteccacaa
e e e e e e ke ok g e e o e ke e e e ok ok ke e ok ok ok e i ok ke ke ke e ok ok ke e ke e e ke ke e ok ok e e e ok ok ok ke e ke ok ok ok ke e e

cgaggactacaccategtggaacagtacgagegegecgagggecgecactecacaggege

cgaggactacaccategtggaacagtacgagegegecgagggecgecactecacaggege
LR AR R S RS EE R R R SRR R R R RS R EEEEE R R

gcttattactttttecctatatctacnnnatgacacgaaaaaanatgatctatataaacge

17
60

77
120

137
180

197
240

257
300

317
360

377
420

437
480

497
540

557
600

617
660

677
720

678
780

678
840

678
3900

678
960

678
1020
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mPlum
CMP_enPK2 oSCl0_F

———————————————————————————————————————————————————— 678
tggcccaganctaaccenccgcannaaaacatnatttgnaagccaacaatnn 1072

65



Anexo 10. Alineamiento de Scio y ChiP_mPlum_Sci0 en pK2GW?7 utilizando el oligonucleétido

SC10 F

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

sc1o
CMP_enPK2_oSC10_F

sc1o
CMP_enPK2_o0SC10_F

sCL0
CMP_enPK2_oSC10_F

sc1o
CMP_enPK2 0SC10 F

sc1o
CMP_enPK2_oSC10_F

sc1o
CMP_enPK2_oSC10_F

scLo
CMP_enPK2_oSCl0_F

sclo
CMP enPK2 0SC10 F

sc1o
CMP_enPK2 0SC10 F

sc1o
CMP_enPK2_oSC10_F

sc1o
CMP_enPK2_oSCl0_F

sclo
CMP enPK2 oSC10 F

sc1o
CMP_enPK2 0SC10 F

sc10
CMP_enPK2 oSC10 F

sc1o
CMP_enPK2_o0SC10_F

scLo
CMP_enPK2_oSCl0_F

sc1o
CMP enPK2 oSC10 F

cgaggactacaccatecgtggaacagtacgagcgcgccgagggecgecactccaccggege

-gcattcgagtacatgcaactggtgttacaatggccaacagetttttgecacaccactee

cgcattcgagtacatgcaactggtgttacaatggecaacagctttttgecacaccactee
e ke e e ok e ke gk o e ok e ok ke e ke e ke ok ok ok sk e e ke ke ok ok ok i e ke ok ok e ke e e ok ok ke sk o i ke ke ok Tk ok ok e ke ok ok e ok o e

ctgcaaaagaattccaaacaactttacaatccatgggectttggeceggataacgtgagcac

ctgcaaaagaattccaaacaactttacaatccatgggctttggcecggataacgtgagcac
AR A AR R LR EREREREEEREEREEELEREREREERREEEERE SRR R

aactctcaattactgcgctgocaaagaaaactttaaaaatatagaagtaagtttagacac
aactctcaattactgecgctgccaaagaaaactttaaaaatatagaagtaagtttagacac
e ok e vk e e ok e o e e e o S ok e ok o o ke o o ok o e ok e ok Sk ok e i i ke ke e e e ke o e ok e e ok kR ok ok ok b

tatcttcctaaggacctgtatgtttccatgttgattttaatttattttttttcagtt-ca
tatcttcctaaggacctgtatgtttccatgttgattttaatttatttttttttecagttca

R R R R * ok k

gctta-ttacttttecctatatctacaggatgacacgaaaaaagatgatctatataaacge

gcttattactttttcctatatctacnnnatgacacgaaaaaanatgatctatataaacge
*kokkok o e e ok ok ok e ke e o dhe ok e ok ok o Yk g de ok ek de ok ok b e ok ok ke e b ok b e ok ok ok ke ok ok b

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

58
780

119
840

179
900

238
960

287
1020
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sclo
CMP_enPK2 oSC10 F

sCL0
CMP_enPK2_oSCl0_F

sc1o
CMP_enPK2 oSC10 F

scl0
CMP_enPK2_oSC10_F

sclo
CMP_enPK2 oSC10 F

sC10
CMP_enPK2_oSCl0_F

sc1o
CMP_enPK2 oSC10 F

5C10
CMP_enPK2_oSC10_F

tggccagacctaaccaccgcagaaacatatt--gtaagcaacatcaaaatttctggagac

tggcccaganctaacccnccgcannaaaacatnatttgnaagccaacaatnn--—------
* ok ok okok * ok K * * * ok * * kK * kkk

atgaatataataagcacggaaagtgttgttcagagagctacaaccgagaacaatattttg

355
1072

415
1072

475
1072

535
1072

595
1072

655
1072

715
1072
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Anexo 11. Alineamiento de ChiP y ChiP_Scio en pK2GW?7 utilizando el oligonucleétido pK2 F

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple segquence alignment

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2_ oPK2 F

CHIP
SMP enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2_ oPK2 F

CHIP
SMP enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2_ oPK2 F

CHIP
SMP enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2_ oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP enPK2 oPK2 F

agatctcttttgtacttttcccgtecttcttcataattctttaagaataaaacaategtgg
--------------------- nnnnnnnnnnnnnnnaattctttagannnacaatcgtgg
** * W kok ok ko R ok

tgataatatgttatgaaattatataaaatttagaagaagaagaaaataggaaaaagagaa

tgataatatgttatgaaattatataaaatttagaagaagaagaaaataggaaaaagagaa
e d ok gk ok ke ek bk ke ek e dk e ke ok ok ek b ok b ke kb b ek ek bk e ok kb ke kb ok ek ko ke

aagatttcttatttatcttgaagtatattcaggattcattaatctttcacaaatcgtatt

aagatttcttatttatcttgaagtatattcaggattcattaatctttcacaaatcgtatt
ek ke ke ok ok ok ok ek ke ke ok ok e sk ke ok ke e ok e e o ok gk ok ke ke ok ok o ke ok ok e o ok Sk ok ke ok ok ok ok ke ok o ok e ok ke ok ok

tacaatgaaggaaaaccttcatttatagggaaaaccttacttggtccccaaataagatta
tacaatgaaggaaaaccttcatttatagggaaaaccttacttggtccccaaataagatta
ek ke ke ok ok ok ok ek ke ke ok ok e sk ke ok ke e ok e e o ok gk ok ke ke ok ok o ke ok ok e o ok Sk ok ke ok ok ok ok ke ok o ok e ok ke ok ok

ctaaccatatcctacaagaactccacataattagacattcactgtaatacaaaattgttt
ctaaccatatcctacaagaactccacataattagacattcactgtaatacaaaattgttt
FhE I I AR A I I AT d Ik bbb r kbbb bRk bRk hhhk®ohk

ataacacattccatattttgtctctcaaatgtgttaacaatcacaaagtgaaagccgaac

ataacacattccatattttgtctctcaaatgtgttaacaatcacaaagtgaaagccgaac
e d ok gk ok ke ek bk ke ek e dk e ke ok ok ek b ok b ke kb b ek ek bk e ok kb ke kb ok ek ko ke

agtagaaattagttgatctggtctaagtaatcaagataccagaatgaaagtggaatatat
agtagaaattagttgatctggtctaagtaatcaagataccagaatgaaagtggaatatat

ok ko ok ko K KK K W Kk ok ko Kk K Kk ok ko ok ok Kk ok kb Kk ok ok ok ok Kk kb ok ek

attttgtgattggctagcgtcaaacttttaagaaatgecattatgcatatccataagtata
attttgtgattggctagcgtcaaacttttaagaaatgcattatgcatatccataagtata
ek ke ke ok ok ok ok ek ke ke ok ok e sk ke ok ke e ok e e o ok gk ok ke ke ok ok o ke ok ok e o ok Sk ok ke ok ok ok ok ke ok o ok e ok ke ok ok

ttaactttgtcgttaactggtaattttgagtagtatazaattaaataaatagacatattc

ttaactttgtcgttaactggtaattttgagtagtataaaattaaataaatagacatatte
FhE I I AR A I I AT d Ik bbb r kbbb bRk bRk hhhk®ohk

attctatatgacattttatattaaagttttatgttttttatgacgttatacgtgtattat
attctatatgacattttatattaaagttttatgttttttatgacgttatacgtgtattat

ok ko ok ko K KK K W Kk ok ko Kk K Kk ok ko ok ok Kk ok kb Kk ok ok ok ok Kk kb ok ek

atcatgtaacacattatatatttatttattttatacaaatttgaattacctgtacaataa
atcatgtaacacattatatatttatttattttatacaaatttgaattacctgtacaataa

ok ko ok ko K KK K W Kk ok ko Kk K Kk ok ko ok ok Kk ok kb Kk ok ok ok ok Kk kb ok ek

attcaaaattaaaaaatataattatccgctaaaattaaattaaaaatcatatttatgtaa
attcaaasattaaaaaatataattatccgctaaaattaaattaaaaatcatatttatgtaa
ek ke ke ok ok ok ok ek ke ke ok ok e sk ke ok ke e ok e e o ok gk ok ke ke ok ok o ke ok ok e o ok Sk ok ke ok ok ok ok ke ok o ok e ok ke ok ok

tatgtcaaacgaaacaaagaccaaagtcaaaaccagtaacaaattgtttattctttaatt

tatgtcaaacgaaacaaagaccaaagtcaaaaccagtaacaaattgtttattctttaatt
FhE I I AR A I I AT d Ik bbb r kbbb bRk bRk hhhk®ohk

attattttaaaaaattcttctcaagactcggttaaaagtctttttctgccactccattaa

attattttaaaaaattcttctcaagactcggttaaaagtctttttctgccactccattaa
FhE I I AR A I I AT d Ik bbb r kbbb bRk bRk hhhk®ohk

gttaaagaccgactaaaatacatgtgatgtgtggccaagagcaagcatacacaatgggcet
gttaaagaccgactaaaatacatgtgatgtgtggccaagagcaagcatacacaatggget
LR AR E AR AR LR EEEREEEEEREREREEEREEEEEREEERE R IR

gtgttaggtttaattcaaattattttaatttt-ttttaaaatttgatccataagtaaata

gtgttaggtttaattcaaattattttaatttttttttaaaatttgatccataagtaaata
ek ke ke ok ok ke ok ek ke ke ok kb ek ke ok ke e e g ek ok kb b ok ok o ke ok ok e o ok Sk ok ek ok ok ke ok ke ok o ok e ok ke ok ok

atattatttgtaaaatattttatatattatttagataaatattatcaaaggtggatgaaa

atattatttgtaaaatattttatatattatttagataaatattatcaaaggtggatgaaa
FhE I I AR A I I AT d Ik bbb r kbbb bRk bRk hhhk®ohk

60
39

120
99

180
159

240
219

300
279

360
339

420
399

480
459

540
519

600
579

660
639

720
699

780
759

840
819

900
879

959
939

1019
999
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CHIP
SMP enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP enPK2 oPK2 F

CHIP
SMP_enPK2 oPK2 F

aataataaagagg-acacaattaatacaaaaatg-aaaaataataaagagg-—-acacaat

aaataataaagaggacacaatttaatannaaaanggaaaaanaaataaaggagggaccnn
* & * ok * kk ok ok d ok k ok * ke ok * ok kok * ok ok hkok *

taatacaaaagattatttttgaaacttattttcactatattccttaacattcagagacgt

caattaattacn-———————————
ok ke * *

ttttttcatttttaataaacataatctattaaaaaaaacatcttccttttgtaccaaaca

1075
1059

1135
1071

1195
1071

1255
1071

1315
1071

69



Anexo 12. Alineamiento de Scio y ChiP_Sci0 en pK2GW?7 utilizando el oligonucleétido pK2 R

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple segquence alignment

sC10
SMP_enPK2 oPK2 R RC

sc1o
SMP enPK2 oPK2 R RC

sC10
SMP enPK2 oPK2 R RC

sC10
SMP_enPK2 oPK2 R RC

5C10
SMP_enPK2 oPK2_R_RC

sC10
SMP enPK2 oPK2 R RC

5C10
SMP_enPK2 oPK2 R RC

5C10
SMP_enPK2 oPK2_R_RC

sC10
SMP enPK2 oPK2 R RC

5C10
SMP_enPK2 oPK2 R RC

5C10
SMP_enPK2 oPK2_R_RC

5C10
SMP_enPK2_ oPK2 R _RC

5C10
SMP_enPK2 oPK2 R RC

5C10
SMP_enPK2 oPK2_R_RC

5C10
SMP_enPK2_ oPK2 R _RC

5C10
SMP_enPK2 oPK2 R RC

SC10
SMP_enPK2 oPK2 R RC

tctcaattataataaaaagaaaatagatctatgcttaactcaccgetcacatcagtecte

------------------------------------ gcattcgagtacatgcaactggtg
ttcgtattgetttttgttctttcgeccatttatggggcattcgagtacatgcaactggtyg

Fe e e e ok e e e ek ke ok ke ok ke ke ke ok Sk ok ok ok ke

ttacaatggccaacagctttttgccacaccactccctgcaaaagaattccaaacaacttt

ttacaatggccaacagctttttgeccacaccactecctgecaaaagaatteccaaacaacttt
Fedk dr e e ok e e e b o e e o e d ek e vk ok R S Sk ok b b ok e e e ke o e e R b o e e e e o R e e ok ok ke e e ko o ke

acaatccatgggctttggcecggataacgtgagcacaactcectcaattactgegetgecaaa
acaatccatgggctttggccggataacgtgagecacaactctcaattactgegetgecaaa
ok e e e e vk e e ok e ok ok e ke ok e ok o o ok ok e e o e Sk ok o ol ok dk ol e e ok e o e e ok ok e ke e e ke e e e ok e e e e b ok e ok

gaaaactttaaaaatatagaagtaagtttagacactatcttcctaaggacctgtatgttt

gaaaactttaaaaatatagaagtaagtttagacactatcttcctaaggacctgtatgttt
RS S SRS SRS SRS E R SRS EEREEEREEEEEEEEEEEEEEEEEEE SRR EESS

ccatgttgattttaatttattttttttcagttcagecttattacttttcctatatctacag
ccatgttgattttaatttattttttttcagttcagettattacttttectatatetacag

o de e e g vk e e e e ok ok e ke ok e ok e o ok ok gk e e g Tk ok e ok ok o e e ok e e e e ok o e e e ke ok e ke ok ok ke ke e ke ok e ok

gatgacacgaaaaaagatgatctatataaacgctggccagacctaaccaccgcagaaaca
gatgacacgaaaaaagatgatctatataaacgctggccagacctaaccaccgcagaaaca
ok e e e e vk e e ok e ok ok e ke ok e ok o o ok ok e e o e Sk ok o ol ok dk ol e e ok e o e e ok ok e ke e e ke e e e ok e e e e b ok e ok

tattgtaagcaacatcaaaatttctggagacatgaatataataagcacggaaagtgttgt
tattgtaagcaacatcaaaatttctggagacatgaatataataagcacggaaagtgttgt
e ke e e e e e e e e e ok sk e ke sk e ke e ke ke ok e e e e ke ok dke o ok b o e ke ok e ke e ke ok ok e ke e e ke e ke ke ok e ke ke ke ke ok ke e

tcagagagctacaaccgagaacaatattttgatttagccatggecttaaaagacaagttt

tcagagagctacaaccgagaacaatattttgatttagecatggecttaaaagacaagttt
ok d % e o dk ek e ok o e e ok ek ok ok ke sk sk ke e Sk ke ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok o e ek ke ok o ok ke ok ke ke ok ke ok ok ok ke

gatcttttgtcatctttgagaaatcacggaattattcctggaaggggaatgaaatacace

gatcttttgtcatctttgagaaatcacggaattattcctggaaggggaatgaaatacacc
ok e e e e vk e e ok e ok ok e ke ok e ok o o ok ok e e o e Sk ok o ol ok dk ol e e ok e o e e ok ok e ke e e ke e e e ok e e e e b ok e ok

gttcagaaaatcaatagcaccatcaagaaaataactcaagggtatcctaacctgtecatge
gttcagaaaatcaatagcaccatcaagaaaataactcaagggtatcctaacctgtecatge
e ke e e e e v e de e e ok sk e ke sk e ke e dke ke ok e e e e ke ok dke ol ok gk o e ke ok e ke o ke ok ok e ke e e ke e e ke ok e ke ke ke ke ok ke e ok

actaaaggaataatggaacttgtggagataggcatatgtttcgactcgatggttaaaaat

actaaaggaataatggaacttgtggagataggcatatgtttcgactegatggttaaaaat
ok d % e o dk ek e ok o e e ok ek ok ok ke sk sk ke e Sk ke ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok o e ek ke ok o ok ke ok ke ke ok ke ok ok ok ke

gtaattaattgtcctcatcccaagacatgcaaacctacgggaagtaatgagattaagttt

gtaattaattgtcctcatccecaagacatgecaaacctacgggaagtaatgagattaagttt
LA RS R SR RS SRR SRR AR AR SRR RERREESERESERREEE R REEEERESSEEESES]

60

120

180

240

300

24
360

84
420

144
480

204
540

264
600

324
660

384
720

444
780

504
840

564
900

624
960

684
1020
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sC10
SMP_enPK2 oPK2 R RC

sCLo
SMP_enPK2 oPK2 R RC

ccatgacaatatgttttacttttgtctatttatgectatgtaataaaaaatgtactatate 744

ccatgacaatatgttntacnntnnnnnnonnnnnnnnnnonnn--—-——-—-=-———————— 1062
dhkdkwhkhhk kR okdrkwk kok ok *

tag 747
--=- 1062
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Anexo 13. Alineamiento de Scio Y ChiP_Sci0 en pK2GW?7 utilizando el oligonucleétido SC10 F

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment
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