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Resumen

La autoincompatibilidad sexual (Al) es un mecanismo que desarrollaron las angiospermas
para evitar la autofecundacion y favorecer la polinizacion cruzada, rechazando su propio
polen, lo que evita la endogamia y sus problemas genéticos y a su vez promueve la
variacion genética en las generaciones futuras. En la familia Solanaceae, la Al se controla
a nivel genético por el locus S,l. el cual es multialélico y alberga a las determinantes de
especificidad femenina (S-RNasa) expresada en el pistilo y a la masculina (SFL)
expresada en el polen. La interaccion S especifica de estas determinantes en el tubo
polinico conduce al rechazo del polen propio cuando un alelo S coincide con alguno de
los alelos S del pistilo, si la planta es heterdciga. Ademas de las S-RNasas y SLF, se
requieren otras proteinas, codificadas por genes modificadores para que se lleve a cabo
el rechazo del polen. Hasta ahora se han identificado cinco de estos genes: 120K, HTB,
NaStEP, NaSIPP y NaTrxh.

En el afio 2020 se identificé una linea mutante autocompatible (AC) de Nicotiana alata
(4936). El genotipo S de la mutante es Sci10Saz, por lo que expresa en el estilo tanto la
Sci0-RNasa como la Sa>-RNasa. Cuando la mutante 4836 es autopolinizada, forma frutos,
ratificando su fenotipo AC. Notablemente, cuando la mutante se polinizé con polen de
una planta Al de N. alata homdciga Sa>Sa2 se formaron frutos, mientras que cuando se
polinizé con polen Scio la planta lo rechazd, sugiriendo que la Scio-RNasa era funcional,
pero no la Sa>-RNasa. Para probar esta hipotesis, se clonaron los genes de la Sa2>-RNasa
y la Sci0-RNasa a partir de DNA gendmico de la mutante 4936, para determinar si existia
mutaciones de pérdida de funcion en la Sa>-RNasa. Ambos genes se secuenciaron y el
analisis de las secuencias indicé que ninguna de las S-RNasas presentaba mutaciones.
Sin embargo, aun quedaba la posibilidad de que el gen de la Sa2-RNasa no se estuviera
expresando, por lo que se procedié a determinar si la Sa2-RNasa se expresaba nivel de
proteina correctamente en el pistilo de la mutante 4936. Para esto se realizé un
inmunoanalisis mediante ensayos de Western-blot utilizando anticuerpos anti Saz-y anti
Scio-RNasa. Los resultados indicaron, que tanto la Sa>-RNasa como la Scio-RNasa,
acumulan niveles normales de ambas ribonucleasas en el pistilo maduro de la mutante
4936, por lo que se descartd que eso fuera el motivo del fenotipo de compatibilidad

observado en la mutante 4936. Otra posibilidad que explicara el fenotipo de
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compatibilidad de la mutante 4936, es que genes modificadores conocidos 120K, HT-B,
NaStEP y NaTrxh), no se expresaran correctamente, por lo que se realiz6 un
inmunoanalisis, para estos genes modificadores, encontrandose niveles normales de las
proteinas codificadas en estos genes en el pistilo de la mutante. Para determinar si la
mutacion que confiere compatibilidad se encuentra fuera del locus S, se realizd un
analisis genético con la progenie derivada de la autopolinizacién de la mutante 4936. Los
resultados indicaron que la mutacion se encuentra en un gen modificador ubicado fuera
del locus S. Finalmente se determind que la temperatura podria estar modificando el
fenotipo de compatibilidad/incompatibilidad, ya que solo a altas temperaturas (31-35 °C)
la mutante 4936, acepta su propio polen, lo cual no ocurre a temperaturas de 15 °C a
20°C.
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Introduccioén

Estructura de la flor.

Dentro del reino Plantae uno de los grupos genéticamente mas diverso son las
angiospermas. Su principal caracteristica es la presencia de la flor como estructura
reproductiva, que promueve la biodiversidad y es el puente para la reproduccion sexual
funcionando en los procesos de polinizacion y fecundacion que llevan a la formacion de

semillas (Cruz et al., 2013).

La flor (Figura 1) esta constituida por cuatro verticilos florales (érganos): Caliz, Corola,

androceo y gineceo.

Estigma

—Lstilo
Tubos Polinicos|
Gineceo

Androceo

«~— Antera

Ovario

«— Filamento),

~— Sépalo

Pétalo

Figura 1. La flor con sus diferentes érganos. Las anteras conforman el androceo
y el gineceo compuesto por el estigma, el estilo y el ovario. Tomado y modificado (Garcia-
Valencia et al., 2013)

Estructuras no reproductivas de la flor

El caliz y corola son estructuras que no tienen funciones reproductivas, pero cumplen la
funcién de proteccion para los 6rganos fértiles y conforman el perianto.

El céliz esta conformado por sépalos que es el verticilo mas externo de la flor, su funcién

es proteger a los 6rganos sexuales de agentes patdogenos y de condiciones ambientales
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adversas. Asimismo, mantienen las condiciones necesarias para la maduracion y
comunmente tienen colores diversos.
La corola es el conjunto de pétalos que estan adentro de los sépalos (caliz) y puede

reflejar colores, asi como secretar compuestos que atraen a los polinizadores.

Organos sexuales.
En el caso de las angiospermas un numero importante de especies tienen flores

hermafroditas donde coexisten el androceo y el gineceo.

Androceo
El androceo es la parte masculina y esta compuesta por dos partes: la antera y el
filamento. En la antera se produce el polen haploide que contiene la célula vegetativa y

la reproductiva, las cuales estan cubiertos por la intina y la exina (Mauseth, 1998).

Polen
En las angiospermas el polen se desarrolla en el interior de las anteras, el proceso
comienza con la produccién de microsporas que se maduran dentro del microsporangio
y por divisiones mitéticas de células diploides conllevan al origen de dos células. Dentro
del grano de polen estan dos células espermaticas y una célula vegetativa (Mauseth,
1998).

Gineceo

El conjunto de estructuras femeninas se llama gineceo, normalmente estan localizadas
en la parte central de la flor. El estigma es la parte mas externa donde el polen es
depositado y es esencial para su germinacion. Le sigue el estilo, que es un conducto que
conecta al estigma con el ovario, a lo largo de este crecen los tubos polinicos hasta
alcanzar algun ovulo. La unidad basica de la parte femenina es el carpelo, un 6érgano
foliar modificado que incluye uno o mas ovulos. La estructura mas interna de la parte
femenina es el ovario, donde se almacenan y maduran todos los évulos. ElI gametofito

femenino, el saco embrionario, se desarrolla dentro del évulo contenido en el ovario de
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la flor a partir de una célula madre que es diploide, y que por meiosis produce cuatro

células haploides (Hodson y Bryant, 2012).

Angiospermas y hermafroditismo

El proceso de fertilizacion del 6vulo comienza cuando el grano de polen es liberado de la
antera y dispersado por el viento o animales hasta llegar al estigma de la flor, en donde
grano de polen se hidrata y germina causando la elongacion del tubo polinico que crece
por la matriz extracelular de las células del tejido de transmision, que son las que forman
la pared del estilo, hasta llegar al gametofito femenino, liberando asi los nucleos
esperméticos y fecundando la ovocélula en el saco embrionario causando la formacién
de un embrién (Lord, 2000).

Lo anterior es muy probable que ocurra en la misma flor debido al hermafroditismo. En
muchos casos, la germinacién del polen se da indistintamente entre los individuos; sin
embargo, la fecundacion del évulo en las angiospermas es un evento que se cumple
Gnicamente cuando los organismos son de la misma especie o0 de especies
genéticamente muy relacionadas. Si la autofecundaciéon sucediese de manera recurrente
y sin ningan control habria depresién genética por endogamia en la especie, en
consecuencia, la variacién genética en generaciones futuras disminuiria. No obstante, las
angiospermas han desarrollado mecanismos para poder reconocer y rechazar su propio

polen.

Endogamia y mecanismos de prevencion de la endogamia

La endogamia se refiere al cruzamiento sexual entre individuos genéticamente muy
relacionados dentro de una comunidad o poblacién aislada genéticamente. En varias
especies vegetales esto es un fendbmeno comdn debido al hermafroditismo. La unién
entre individuos estrechamente relacionados o consigo mismo no es favorable para la
especie debido a que la diversidad genética disminuiria. Para evitar la endogamia, las
plantas han evolucionado con diferentes estrategias como lo es la maduracién a
diferentes intervalos de tiempo de los Organos sexuales llamada dicogamia. La

separacion de los 6rganos sexuales de la planta dentro de la misma flor que se denomina
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hercogamia, por ejemplo, un pistiio de mayor tamafio de las anteras evita la
autopolinizacion. No obstante, la estrategia que ha tenido mas relevancia y que evita de
manera muy efectiva la autofecundacién y por ende la endogamia, es un sistema genético

conocido como Al sexual.

Sistema de autoincompatibilidad

La autoincompatibilidad ha sido definida como “La incapacidad de una planta
hermafrodita fértil para producir cigotos después de la autopolinizacion” (de Nettancourt
1977). El polen reconocido como ‘propio’ es rechazado por el pistilo. El proceso por el
cual el crecimiento de los tubos polinicos es inhibido en el estigma o en el estilo (Cruz et
al., 2013).

La Al sexual es un mecanismo que desarrollaron las angiospermas para evitar la
autofecundacion y favorecer la polinizacion cruzada, lo que, en consecuencia, promueve
un incremento en la variabilidad genética de la especie.

La Al esta controlada genéticamente por el locus S y determina la especificidad de la
reaccion de las partes femenina y masculina, el nimero de alelos S es variable entre las

especies (de Nettancourt, 2001).

Locus S

El locus S esta conformado por dos genes fuertemente ligados que albergan a los genes
responsables del rechazo del polen propio. Uno de ellos codifica la determinante
masculina, expresada en el polen y el otro para la determinante femenina, expresada en
el pistilo. E locus S es multialélico y muy polimorfico. EI mecanismo de herencia de las
dos determinantes sigue un mecanismo mendeliano porque no hay recombinacion entre
las determinantes debido a su cercania en el locus.

El control genético de rechazo del polen puede ser esporofitico o0 gametofitico. Para fines

de esta investigacion profundizaremos en el sistema gametofitico del rechazo del polen.
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Incompatibilidad gametofitica

En el sistema de Al gametofitico (AIG) presente en las familias Solanaceae, los
componentes que determinan la incompatibilidad provienen del propio grano de polen,
descrito como un sistema de reconocimiento interespecifico. En este sistema de
incompatibilidad, el rechazo del polen se presenta cuando el alelo S, que porta el polen,
es igual a uno de los dos alelos presentes en el pistilo diploide de la planta receptora,
provocando asi que el crecimiento del tubo polinico se inhiba generalmente en el estilo
(Garcia-Valencia et al., 2013, Cruz et al., 2013).

Autoincompatibilidad Gametofitica

-8 8

,

Pistilo $1S2

Figura 2. Rechazo del polen en el sistema de Al esporofitica (AIE). Tomado y
modificado (Garcia-Valencia et al., 2013). “El polen incompatible usualmente germina,

pero su crecimiento es inhibido en el estilo, determinado por el haplotipo S”.

En el caso de Nicotiana alata (Solanaceae) presenta AIG y entre sus caracteristicas se

encuentran (Cruz et al., 2013):

El fenotipo de reconocimiento del polen esta determinado por su genotipo haploide.
Codominancia de la actividad del alelo S en el estilo y el polen.

El sitio donde se lleva a cabo la respuesta de Al es el tejido de transmision del estilo.
La respuesta de Al se manifiesta con la inhibicion del crecimiento del tubo polinico.

Caracteristico de especies con polen bicelular y estigmas humedos.
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Determinantes de especificidad S-RNasas y SLF

S-RNasas

En la familia solanacea la determinante femenina es la S-RNasa. Esta ribonucleasa se
sintetiza en las células del tejido de transmision del estilo y se secreta a su matriz
extracelular (ME) por donde el tubo polinico crece hacia el ovario.

Una vez que las S-RNasas entran al tubo polinico, si la cruza es incompatible (mismo
haplotipo) degradan su RNA inhibiendo su crecimiento, su mecanismo se explicara
adelante (Cornish et al., 1987; Anderson et al., 1989; McClure et al., 1989; McClure et al.,
2006).

SLF (S-locus F-box protein)

SLF (S-locus F-box protein) es la determinante masculina en el rechazo del polen en
Solanaceas como N. alata. En la actualidad se sabe que la determinante masculina es
un conjunto de genes paralogos de SLF (Sijacic et al., 2004; Kubo et al., 2010). Los
paralogos de SLF codifican para una proteina con una caja F hacia su extremo amino
terminal, la cual pertenece a la familia de las enzimas ligasas tipo E3. Su funcién es
ubiquitinar las proteinas para su degradacion a través del proteasoma 26S (Goring et al.,
(2022). Las enzimas E3 ligasas representan un paso crucial en el control de la
ubiquitinacién de la proteina blanco, E3 reconoce la sefial de ubiquitinacién en la proteina
blanco y coordina la transferencia de la ubiquitina desde la enzima E2 ligasa a un residuo
de lisina de la proteina blanco. EI mecanismo del rechazo del polen involucra la
interaccidn entre SLF y las S-RNasas en el tubo polinico, para inducir la degradacion de

las S-RNasas que no comparten el alelo S, via el proteasoma 26S.

Genes que participan en la via del rechazo del polen y son partes del control
gametofitico.

Ademas de la participacion de las determinantes de especificidad SLF y la S-RNasa, las
evidencias genéticas y bioquimicas indican que hay otros genes fuera del locus S,
conocidos como genes modificadores (GM) que son esenciales en el mecanismo de la

Al sexual en Solanaceae. A la fecha se han identificado en el pistilo los GMs 120K
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(Hancock et al., 2005), HT-B (McClure et al., 1999), NaTrxh (Juarez-Diaz et al., 2006) y
NaStEP (Busot et al., 2008; Jimenez-Duran et al., 2013) y en el polen a NaSIPP (Garcia-
Valencia et al., 2017).

HT-B: El gen (High-Top Band) codifica para la proteina HT-B en N. alata, Petunia, y
Solanum (Sassa y Hirano et al., 2006). Tiene una expresion especifica en el estilo y
alcanza su nivel maximo en la antesis. HT-B es crucial en la Al, ya que cuando esta
suprimida la proteina las plantas ya no rechazan el polen propio. Lo anterior fue
demostrado con plantas transgénicas de Nicotiana en donde se suprimio la expresion de
HT-B y la capacidad de rechazar polen propio fue nula. Esto fue esencial para clasificar

a HT-B como un GM en la Al.

La proteina HT-B se transporta de la ME del tejido de transmision del estilo al interior del
tubo polinico y si la cruza es compatible, HT-B es degradada en el tubo polinico, mientras
que, si la cruza es incompatible, HT-B la proteina permanece estable en el interior del
tubo polinico, por lo que se propone que HT-B es esencial en la via del rechazo del polen
propio (Goldraij et al., 2006).

120-K: Es una glicoproteina abundante en la ME del tracto de transmision del estilo de
N. alata. 120K también se transporta al citoplasma del tubo polinico (Goldraij et al., 2006).
En experimentos in vitro 120 forma complejos con las S-RNasas (Cruz-Garcia et al.,
2005). Experimentos de pérdida defuncion en hibridos transgénicos entre N.
plumbaginifolia x Al N. alata demuestran que la supresién de 120K provoca que estos
hibridos pierdan la capacidad de rechazar el polen propio (Hancock et al., 2005).

NaStEP: El gen (N. alata Stigma Expressed Protein) codifica para una proteina que es
un inhibidor competitivo tipo Kunitz (Busot et al., 2008). Se localiza abundantemente en
estigmas de N. alata Al. NaStEP forma complejos con la proteina el polen NaSIPP
(Garcia-Valencia et al., 2017); y con canales dependientes de voltaje (VDC) (Cruz-
Zamora et al., 2020). La supresion de NaStEP en plantas transgénicas de Nicotiana

rompe la Al. En el tubo polinico, NaStEP protege la degradacion de HT-B lo cual indica
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gue NaStEP tiene un papel esencial y coordinado con que HT-B pueda realizar su funcién
(Busot et al., 2008; Jiménez Duran et al., 2013).

NaTrxh: ElI gen NaTrxh codifica para la tiorredoxina tipo h que se expresa
preferencialmente en el pistilo de N. alata. NaTrxh se secreta a la ME del tejido de
transmision del estilo (Juarez-Diaz et al., 2006) y forma complejos con las S-RNasas
reduciendo de manera especifica uno de los cuatro puentes disulfuro de la S-RNasa lo
cual provoca un aumento de siete veces en su actividad de ribonucleasa. La coexpresion
de una version mutada en el sitio activo de NaTrxh en plantas transgénicas, provoca que

se pierda la capacidad de rechazar su propio polen (Torres Rodriguez et al., 2020).

Modelos actuales del rechazo del polen

Modelo citotéxico del rechazo del polen dependientes de S-RNasas

El modelo citotoxico del rechazo del polen que esta distribuido en las familias Solanaceae
y Rosaceae, entre otras, es llamado de esa forma debido a que se degrada el RNA de
los tubos polinicos incompatibles que se reconoce como propio en una autopolinizacion
incompatible, recordando que una polinizacién es incompatible porque los alelos polen-
pistilo son idénticos. La determinante femenina del locus S codifica para una S-RNasa.
La proteina que es traducida tiene caracteristicas de glicoproteina la cual tiene cinco
regiones conservadas y dos regiones hipervariables las cuales dan la especificidad a las
S-RNasas (McClure and Franklin-Tong et al., 2006).

Los productos alélicos de locus S que son las S-RNasas de la parte femenina y
determinantes genéticas de rechazo del polen tienen interaccidén con las proteinas SLF
que es la parte masculina dentro del tubo polinico. Una vez que ambas son secretadas
por las células del tejido de transmision hacia la matriz extracelular del estilo donde se
desarrolla el tubo polinico que esta en contacto constante y aleatorio con las S-RNasa.
Una vez que se activa el mecanismo en el cual la proteina SLF ubiquitina a la S-RNasa
propias de la planta se desencadena la degradacion del RNA con el que tubo

reconocimiento alelo S-especifico inhibiendo que el RNA proveniente del polen logre
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expresarse y el tubo polinico llegue al 6vulo. Si las S-RNasas no presentan actividad el

rechazo del polen no se lleva a cabo (Huang et al., 1994).

Modelo del rechazo del polen en sistemas basados en S-RNasas
En la actualidad existen dos modelos que proponen dos mecanismos bioquimicos de
como ocurre la respuesta del rechazo del polen alelo S-especifica. El modelo de la

degradacion y el de la compartimentalizacion de las S-RNasas.

Degradacion de las S-RNasas

Cuando las S-RNasas entran al tubo polinico provenientes de la ME de estilo forman
complejos en su citoplasma con alguna de las variantes de SLF (Hua et al., 2006; Kubo
et al., 2010). Evidencias in vitro sugieren que SLF interactia con mayor afinidad con la
S-RNasa de un haplotipo S diferente al suyo. Por ejemplo, en una cruza incompatible en
un pistilo S1S2 polinizado con el polen S, ambas S-RNasas ingresan al tubo polinico
donde se van a formar complejos SLF1:Si1-RNasa y SLF1:S2-RNasa. El segundo complejo
es de alta afinidad, por lo que sera translocado al complejo SCF (SK1, Cullin, F-box)
donde la S2-RNasa sera ubiquitinada y degradada por el proteosoma 26 S. Por otra parte,
debido a que el complejo SLF1:Si-RNasa es labil, y el equilibrio se desplaza a la forma
libre de la Si-RNasa que degradara el RNA del tubo polinico, lo que provocara la
inhibicién de su crecimiento (Sijacic et al., 2004; Kubo et al., 2010).

Modelo de compartimentalizacion de las S-RNasas

Este modelo fue planteado en primera instancia por Goldraij et al. (2006) y
complementado por Goring et al. (2022). Aqui se plantea que las S-RNasas entran al
tubo polinico independientemente de su haplotipo S, asi como los productos de los genes
modificadores 120K, NaTrxh, NaStEP y HT-B. Una vez en el citoplasma del tubo polinico
tanto las S-RNasa como 120-K y HT-B son translocados a una vacuola (Goldraijj et al.,
2006), mientras que NaStEP una fraccion de esta proteina permanece en el citoplasma,
otra se relocaliza a la mitocondria donde interactia con el transportador de fosfatos
NaSIPP (Garcia-Valencia et al., 2017). Finalmente, NaTrxh al parecer permanece en el
citoplasma, donde interactia con la S-RNasa reduciendo uno de sus puentes disulfuro e
incrementando su actividad de ribonucleasa alrededor de siete veces (Torres-Rodriguez

et al., 2020). Tomando en cuenta la S-RNasa, a SLF y a los productos de los genes
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modificadores, el modelo de la compartimentalizacion propone que en una cruza
incompatible las S-RNasas que estan almacenadas en una vacuola del tubo polinico, van
a ser liberadas a su citoplasma debido a la ruptura de la vacuola, la cual dependera de la
interaccion S-especifica entre la S-RNasa y SLF. Esta interaccion permitird de alguna
manera que la proteina NaStEP se estabilice y que con su actividad de inhibidor de
proteasa inhiba a la proteasa que degrada a HT-B. Por otra parte, la fraccion de NaStEP
que se transloca a la mitocondria interactuard con el transportador de fosfatos
interfiriendo con la sintesis de ATP, lo que desestabilizard a la mitocondria liberando
factores de muerte. Los factores de muerte inducirdn un programa de muerte celular
programada que provocara la ruptura de la vacuola y liberacion de las S-RNasas al
citoplasma del tubo polinico. Ya en el citoplasma, las S-RNasas incrementaran su
actividad de ribonucleasa potenciando la degradacion masiva de RNA y la muerte del
tubo polinico. Asimismo, se propone que la ruptura de la vacuola que contiene a las S-
RNasas también podria estar mediada por HT-B o ser complementada por la

desestabilizacion de la mitocondria.

El escenario en una cruza compatible postula que la inactivacion de la proteina NaStEP
seria crucial, ya que, de no estar presente en el citoplasma del tubo polinico, por su
degradacion o inactivacion por algin mecanismo aun desconocido, la proteina HT-B se
degradaria, la mitocondria permaneceria estable y la vacuola que contienen a las S-
RNasas contendria su actividad citotoxica, permitiendo la traduccion del RNAm vy el

crecimiento del tubo polinico al ovario.
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Antecedentes inmediatos

En el periodo de abril a junio del afio 2020 en el grupo del Dr. Felipe Cruz Garcia, se
identifico una linea mutante de N. alata (4936) que es AC, ya que no rechaza su propio
polen. El genotipo S de la mutante es Sci10Sa2.

Debido a que esta mutante no ha sido estudiada a profundidad, el presente proyecto se
enfoco en dilucidar la causa de la perdida de la Al, es decir, si se debe al abatimiento de
la expresion de la S-RNasa; a la pérdida de su actividad de ribonucleasa; a que algun
gen modificador conocido no se exprese; o por ultimo, a mutaciones en un gen

modificador no descrito a la fecha.

Hipotesis
La mutante autocompatible 4936 de Nicotiana alata, acepta su propio polen debido a

mutaciones en el locus S o fuera de este.

Objetivo general

Determinar si el locus S y/o genes modificadores estan afectados en la mutante 4936 de
N. alata.

Objetivos particulares

* Evaluarsila SC1O-RNasa y/o la SAz-RNasa presentan mutaciones de

pérdida de funcién.

* Determinar si la Scm-RNasa y la SAZ-RNasa se acumulan a niveles

normales en el pistilo de la mutante 4936 de N. alata.

» Determinar mediante analisis genético si la mutacion(es) que confieren
compatibilidad en la mutante 4936, estan fuera del locus S.

» Evaluar si las proteinas 120K, NaTrxh, NaStEP y HT-B se acumulan en
niveles normales en el pistilo de la mutante 4936.

* Determinar si el ambiente afecta las relaciones de

compatibilidad/incompatibilidad en la mutante 4936.
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Materiales y Métodos

Material vegetal

Las plantas utilizadas en este trabajo de investigacién fueron Nicotiana alata Al
(genotipos Sa2Sa2, Sci0Scio). Nicotiana alata AC con genotipo Sci10Sa2. Una poblacion de
Nicotiana alata (genotipos Sa2Saz, Sci0Scio Y Sci10Sa2). Todas las plantas se mantuvieron
en un invernadero de ambiente controlado a temperatura de 19 a 22 °C y el sustrato que
se ocupo fue Berger BM6®. Los experimentos de polinizacidén a temperaturas altas se
realizaron en una cadmara de crecimiento con temperatura controlada desde 31 hasta 38

°C. El riego en ambos casos fue con agua corriente cada dos dias.

Métodos

Purificacion de DNA gendmico y amplicones de las S-RNasas.

La purificacion de DNA gendmico de alto peso molecular de N. alata se hizo a partir de
hojas jovenes utilizando el protocolo de GC, Allen et al. (2007) véase Anexos. Para
determinar el genotipo S de las plantas en este trabajo de investigacion se utilizaron los
oligonucleotidos que amplifican una region interna de la Scio-RNasa y Sa>-RNasa.

(Garcia G., 2002) mencionados a continuacion.

Sa2>-RNasa sentido Tm: 52. 5’- AAA GTA CCATCG CGACTT CG -3’
Sa2>-RNasa antisentido Tm: 50.2. 5’- TGT GAA GTT ATT CAT CGT CGG -3’
Scio-RNasa sentido Tm: 51.2. 5’- GAC CTA ACC ACC GCA GAAAC -3’
Scio-RNasa antisentido Tm: 52.2 5’- CAT CGA GTC GAA ACA TAT GCC -3’

5 pL 5x PCRBIO amortiguador HiFi

0.5 pL Oligonucledtido sentido (10uM)
0.5 pL Oligonucledtido antisentido (10uM)
1 uL DNA Temblado

3 pL H20 grado PCR

Reaccion total de 10 L
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Disefio de oligonucleétidos.

Para amplificar por PCR las S-RNasas se disefiaron oligonucleotidos con la especificidad
adecuada utilizando el programa AmplifX y Primer3Plus.

La amplificacion de todo el marco de lectura abierto de cada una de las S-RNasas es
posible con los siguientes oligonucleotidos:

Sa>-RNasa sentido Tm: 61. 5- ATG CTT AAT TCA CAG ATT ACG TCA GCT GTT CTC -3’
Sa2>-RNasa antisentido Tm: 63. 5- GAA CAA AAT CTT CGT AAT GCC CGT TTC -3’
Sci0-RNasa sentido Tm: 64. 5-ATG CTT AAC TCA CCG CTC ACATCA GTC CTC-3’
Sci0-RNasa antisentido Tm: 58. 5-ATG GAA ACT TAA TCT CAT TAC TTC CCG-3’

Se utilizé la DNA polimerasa de alta fidelidad, PCRBIO HiFi Polymerase para evitar Se
adicioné mutaciones durante la elongacién de la reaccion de PCR.

La reaccion para PCR se realizo de la siguiente manera:

5 uL 5x PCRBIO amortiguador HiFi

2 uL Oligonucleodtido Sentido (10uM)

2 pL Oligonucledtido Antisentido (10uM)
2.5 pL DNA Temblado

13.25 pL H20 grado PCR

Reaccion total de 25 pL

Se utilizé la secuencia del vector pJET 1.2/blunt (Thermo Scientific®) y las secuencias
modelo reportadas para hacer la construccion en el programa UGENE de forma in silico,

donde se observa la insercion de la secuencia en el vector y que la enzima Bglll de

. ., i .- . . . . .
restriccion 20—L se puede utilizar para los experimentos siguientes (Anexos). Si bien el
u

vector se encuentra abierto y no requiere hacer una digestion para insertar el fragmento
de DNA, sirvio para saber como observar que estuviera el inserto. Por otro lado, ver las
construcciones sirven de soporte para discernir que es posible utilizar los oligonucledtidos

hechos en el laboratorio para realizar la secuenciacion.
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Clonacioén de las S-RNasas

Se amplificaron las secuencias de la Scio-RNasa y Sa>-RNasa de la mutante 4936 y se
separaron electroforéticamente en un gel de agarosa, las bandas fueron escindidas del
gel y purificadas por separado utilizando el kit Zymoclean Gel DNA Recovery Kit.

Ambas muestras fueron cuantificadas en el biodrop. Finalmente las muestras se clonaron
en el vector pJET 1.2/blunt utilizando el kit CloneJET PCR Cloning Kit (Thermo
Scientific®) en células de E.coli XL-10gold quimiocompetentes por choque térmico.

Las células transformadas crecieron en placas con medio LB sélido, mas ampicilina
ug : : , . .
100 - De las colonias que crecieron se seleccionaron dos, se picaron y crecieron en

medio LB liquido por separado toda la noche, luego se purificd plasmido utilizando el kit
ZymoPURE Plasmid Miniprep Kit de cada una de ellas. El analisis de ambas colonias se
hizo por PCR utilizando los oligonucleétidos que amplifican un fragmento de la region
interna de las S-RNasas.

Secuenciacion y alineamiento

Se usaron 15 pL de cada plasmido purificado mas el oligonucle6tido sentido para
secuenciar, la secuenciacion tipo Sanger se realizdé en el Instituto de Biotecnologia,
UNAM, y la informacion se trat6 con el programa Chromas para obtener el formato Fasta
de la secuenciacion. Después, con el software Translate tool de Expasy se convirtio la
secuencia de pares de bases a aminoacidos tanto de las secuencias experimentales
como las que se usaron como modelo. De esta forma la alineacion se realizé en el
software de Clustal Omega y se determiné si habia mutaciones en el sitio activo de las
S-RNasas.

Genotipificacion por reacciones de PCR

Se estudio a la progenie de la mutante 4936 con analisis genético por PCR, para
determinar la segregacion de los haplotipos Sa2 y Scio mediante la amplificacion del DNA
de los genes de la Scio-RNasa y Sa>-RNasa de los 26 individuos que comprendieron la

progenie F1 derivada de esta autopolinizacion.
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Expresion proteica de las S-RNasas

Se hicieron extractos de proteina total del estilo de la mutante 4936 de N. alata para una
primera electroforesis de SDS poliacrilamida tomando 15 pL de cada muestra, seguido
de una tincién con azul de Coomassie para comprobar que la cantidad de proteina es
equivalente en cada extraccion.

En un segundo gel de poliacrilamida también se separaron a las proteinas en condiciones
desnaturalizantes pero esta vez, se transfirieron a una membrana de PVDF para
inmunodetectar mediante un analisis de Western-blot con anticuerpos especificos a las
proteinas HT-B 8.6 kDa McClure et al., 1999, 120-K 120 kDa Hancock et al., 2005,
NaStEP 25 kDa Busot et al., 2008, NaTrxh 12-17 kDa Juarez-Diaz et al., 2017, Scio-
RNasa Zurek et al., 1997 y Sa>-RNasa McClure et al., 1999.

Polinizaciones manuales en la mutante 4936
Para corroborar los fenotipos de rechazo de polen y el efecto de la temperatura se
hicieron dos acciones:
Primera, se hicieron autopolinizaciones y polinizaciones en N. alata Al con genotipos
Sa2Sa2, Sc10Scio ¥ N. alata AC con genotipo Sc10Sa2 con la siguiente metodologia:
a) Las flores con estilo receptivo y 15 cm de largo provenientes de las plantas arriba
mencionadas se polinizaron con el polen de la linea 4936 siempre a las 10:00 a.m a
una temperatura de 22 °C. También se realizaron pruebas control.
b) Se recolectaron las flores y se separé el pistilo polinizado pasadas 48 horas, para
observar los fenotipos de rechazo en las cruzas incompatibles y el cuajado del fruto
en las cruzas compatibles a través de la visualizacion de los tubos polinicos con
tinciones con azul de anilina 0.1% disuelta en una solucién de KsPO4 - KOH 0.1 M
pH=11y se visualizaron en un microscopio de epifluorescencia.
Segunda, para evaluar el fenotipo de la planta mutante 4936 de N. alata se hicieron
polinizaciones manuales a diferentes temperaturas desde los 16 °C hasta los 38 °C
registrada por un HOBO (colocado arriba de la mesa de experimentacion donde estaban
las plantas) y un termometro a las 11:00 a.m. donde se hacian los ensayos en el
invernadero de cactaceas de la Facultad de Ciencias, UNAM y en el invernadero de la
Facultad de Quimica, UNAM.
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Se utiliz6 a la homoéciga N. alata Al Sa2Sa2 como control negativo, ambas plantas se
evaluaron en las mismas condiciones ambientales durante la etapa de polinizacion y
floracion observando si existe la formacion de fruto recibiendo Gnicamente riego con agua
corriente cada dos dias.

Las polinizaciones se hicieron en tres rondas a alta temperatura y tres a temperatura
ambiente, teniendo un minimo de nueve flores al finalizar el experimento por cada
categoria. También se tenian dos modalidades de autopolinizacion, geitonogamia
(utilizando su propio polen) y polinizaciones cruzadas (utilizando el polen de la planta en
la otra planta), a la planta N. alata Al Sa2Sa2 no se polinizo con el polen de la 4936 porque

tiene el alelo Scio, el cual puede formar fruto.
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Resultados

Se conoce que N.alata presenta un mecanismo que le da la capacidad de reconocer y
rechazar su propio polen. Este sistema esta controlado por el locus S que es multialélico
y codifica a las determinantes masculina, SLF y la femenina, la S-RNasa (Goring et al.,
(2022). Ademaés, existen genes fuera del locus S que participan en la via del rechazo del
polen, denominados genes modificadores que se describieron anteriormente en la
introduccidn; no obstante, existe evidencia genética que indica que estos no son los

anicos que participan en la via.

En la busqueda de estos genes dentro del grupo del Dr. Felipe Cruz Garcia se hicieron
los siguientes hallazgos:

En la primavera del afio 2020 se realizaron autopolinizaciones manuales en una
poblacion de N. alata que procedia de una planta con genotipo Sci0Sa2. Esta planta
cuando se autopolinizaba formaba frutos, es decir, era una planta mutante que aceptaba
su propio polen. No obstante, cuando la mutante se polinizé con el polen dos diferentes
plantas homaocigas una Sci10Scio0y otra Sa2Saz, se obtuvieron los siguientes casos.

En el primer caso en donde se utiliz6 polen de una planta homdéciga Sci0Scio hubo
rechazo del polen, por lo que no se formaron de semilla. Por el contrario, en el caso de
las polinizaciones con el polen de la planta homdciga Sa2Sa2 no hubo rechazo del polen
y debido a eso se formaron semillas. Estos resultados llevaron a la hipotesis de que la
mutacion podria afectar al alelo Saz en el pistilo, lo que sugeria que la Sa>-RNasa tenia
mutaciones de pérdida de funcion, pero no en la Scio-RNasa. La planta mutante de

N.alata, fue nombrada 4936.

Determinando el genotipo S de la mutante 4936 de Nicotiana alata.
Lo primero que se realizé fue confirmar el genotipo S de la mutante 4936 utilizando los
oligonucleotidos que Unicamente amplifican regiones internas de las Scio-RNasa o la Saz-

RNasa.

En la Figura 3 se muestran los amplicones de las S-RNasas después de la reacciéon de
PCR.
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Figura 3. Genotipo S de la mutante 4936 de N. alata. Separacion electroforética
en un gel de agarosa de los amplicones de la Sci0-RNasa con 300 pb, de la Sa>-RNasa

con 400 pb. MM corresponde al marcador de peso molecular.

De lo anterior se concluye que el genotipo S de la mutante 4936 es Sa>Scio0. Ademas, fue
importante la amplificacion de ambas S-RNasas porque indica que dentro del genoma de

la linea mutante 4936 estan codificadas ambas S-RNasas.

Evaluacion de la expresion de las S-RNasas a nivel protéico de la mutante 4936.

Para determinar si la Sa2-RNasa se estaba expresando en el pistilo de la mutante 4936,
se realizé un inmunoanalisis mediante un ensayo de Western blot. En la figura 4 se
observa que tanto la Sa2-RNasa como la Scio-RNasa se acumulan en niveles normales
en los estilos maduros de la mutante 4936, estableciendo que el fenotipo de
compatibilidad en la mutante no se debe a fallas en la expresién y traduccion de los genes

de estas ribonucleasas S.
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Figura 4. Inmunodeteccion de las proteinas Scio-RNasa y Sa>-RNasa en
extractos proteicos de pistilos maduros de la mutante 4936 con anticuerpos
especificos. En el primer carril se inmunodetecté a la proteina Scio-RNasa de la

mutante 4936; en el segundo carril se inmunodetecté a la proteina Sa>-RNasa de la

mutante 4936, por ultimo, en el tercer carril el marcador de peso molecular.

El hecho de que la Sa2-RNasa se acumule en niveles normales en el pistilo de la mutante
4936 y a que esta planta acepta el polen Saz, se podria pensar que esta S-RNasa no es
funcional debido a mutaciones de pérdida de funcién que afectan su actividad de

ribonucleasa.

Mutaciones de pérdida de funcién en la region codificadora de las S-RNasas.

Para definir si hay mutaciones de pérdida de funcion en la region codificador de las Sa2-
RNasa se disefiaron oligonucleétidos tomando de molde el gen completo de la Scio-
RNasa de 814 pb y en el caso de Sa>-RNasa de 933 pb; donde la especificidad abarcé
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todo toda la region codificadora del gen de las S-RNasas, lo que incluyd un intron
(Apéndice 1), estos productos fueron secuenciados. Los resultados en la Figura 5 indican
gue se pudieron amplificar dos amplicones, uno 783 pb para la Sa>-RNasa y otro de 756
pb para la Scio-RNasa. Se utilizaron también oligonucleotidos para amplificar regiones

internas de ambos genes como controles positivos de amplificacion.

1000

700
500

300

Figura 5. Amplificacion de los genes Sa>-RNasa y Scio-RNasa. Separacion
electroforética de amplicones en un gel de agarosa. El primer carril es el marcador de
peso molecular (MM), el segundo y tercer carril corresponden a los amplicones de los
genes completos para Sa>-RNasa (carril 2) y para Scio-RNasa (carril 3). En los carriles 4
y 5 se muestran los amplicones derivados de las regiones internas de ambos genes.
Cada amplicon es sefialado con una flecha naranja con el fin de ubicar cada amplicon de
las S-RNasas. Los amplicones para cada S-RNasa, se purificaron y clonaron para su

posterior secuenciacion.

Se clonaron los productos amplificados y de las colonias transformantes para los genes
Sa2-RNasa y Scio-RNasa se seleccionaron algunas clonas, se corrobor6 la presencia de
los genes mediante PCR, como se observa en la Figura 6, donde se observan amplicones
de DNA de 783 pb y 756 pb que corresponde a cada una de las S-RNasas.
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Figura 6. Analisis por PCR del plasmido purificado. Separacion electroforética de

amplicones en un gel de agarosa.

En el primer carril se observa en el marcador de peso molecular de 1 kb, en el segundo
y tercer carril corresponde a la presencia de la Sa2-RNasa, y en el cuarto carril los
oligonucledtidos para la Scio-RNasa siendo el control negativo respectivo. En el quinto
carril se observa la presencia de la Scio-RNasa y en el sexto los oligonucleétidos para la
Sa2-RNasa siendo el control negativo respectivo (Figura 6). Un hecho importante es que
los controles habian sido genotipificados con antelacion a nivel genético y de proteina
para tener un control negativo confiable. En esta situacion el control negativo sirvié para
comprobar que efectivamente fueran amplificadas las secuencias de ambas S-RNasas y
que los oligonucleotidos no amplificaran inespecificidades antes de la secuenciacion.
Con el resultado de la secuenciacién, se realizaron los siguientes alineamientos con las
secuencias reportadas para ambas S-RNasas.
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Busqueda de mutaciones en las secuencias aminoacidicas de la Sa>-RNasa y
Scio-RNasa de la mutante 4936.

Los alineamientos de la secuencia de la mutante 4936 en contra de la secuencia de la S-

RNasa tipo silvestre después del tratamiento de datos son los siguientes:
Scio-RNasa

*

o vere MLNSPLTSVLFVLLFVLSPTYGAFEYMOLVLOWPTAFCHTTPCKRTPNNFTIHGLAPDNV 60
B, RNasa —— - PIYGAFEYMQLVLOWPTAFCHTTPCKRIPNNFTIHGLWPDNV 42
Experimenta| hhkhkkhkhkkhkdkhkhbhbhbbhbhhkhbhkddhbdbhbhrhbhbhkhbhkbd bbb bbbk b hkt

STTLNYCAAKENFKNIEVSLIH FLRTCMFPC-F-FIFFQFSLLLFLYLODDTKKDDLYK 118
STTLNYCAAKENFKNIEVSLOI[FLRTCMFPC-F-FIFFOQFSLLLFLYLODDTKKDDLYK 100

khkkhkkhkkhkhkhhkhbhbhbhkhbhbhbrhkdbhbdt khkhkhhdhkdkdhkdhrbhbhdhkddhddbdrbhkdhbhkdbikdhbhbhhkhh

RWPDLTTAETYCKOHONFWEHE YNKHGKCCSESYNREQYFDLAMALKDKFDLLSSLRNHG 160

khkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhbhbhhbhhbhbhkbhbhkbhbhbkhbhbhdhkhkdbhkbbhbhbhbhkbhddbdrdrbhbhkhbhbhkhbhkhhhkhhhhh

* *
RWPDLTTAETYCKQHQNFQIHEYNKHGKCCSESYNREQYFDLAMALKDKFDLLSSLRNHG178

ITPGRGMKYTVQKINSTIKKITQGYPNLSCTKGIMELVETIGICFDSMVKNVINCPHPKTC 238
ITPGRGMKYTVQKINSTTIKKTITQGYPNLSCTKGIMELVETIGTCFDSMVKNVINCPHPKTC 220

LRSS S S SRS SRR S S SRS S SRS RS EEREREREEEEEEEEEEEEEE SRR S S

Figura 7. Alineamiento de las secuencias de la Scio-RNasa obtenidas de la mutante

4936 y la S-RNasa silvestre.

Para el caso de la Scio-RNasa los sitios relevantes son His(31), Trp(34), Arg(86), His(87),
Lys(90), His(91) que son aminoacidos que participan en la catalisis y son resaltados en
la Figura 7; (Murfett et al., 1996; Ida et al., 2001).

Se observa que para la Scio-RNasa en los aminoacidos que participan en la catalisis no
hay mutaciones; sin embargo, encontramos una mutacion conservada ya que cambia de
treonina a isoleucina, dos aminoacidos hidrofébicos. No obstante, se hipotetiza que esta

mutacion no es de pérdida de funcién, ya que la planta sigue rechazando el polen Scio.
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Para la Sa2-RNasa los sitios relevantes son His(55), Trp(58), Asp(60), Ser(111), GIn(115),
Asp(116) que constituyen a los aminoacidos cataliticos y son resaltados en la (Figura 8;
Maclintosh 2011).

Saz2-RNasa

. *
Saz R1asa 1RO MINSQITSAVLFLL E‘ALSPIYGDFDYMQLVLTWPASFCYPKNFCSRIAPKNFTIHGLIPD 60

~RNasa - FDYMOLVLTWXXXFCYPKNFCSRIAPKNFTIHGLWPD 37

Experimental * ok ok ok ok ok ok ok ok K ok Kk ok kK K ok ok ok ok ok kR ok K ok ok ok ok ok ok ok

KVRGRLOQFCTSEKYVNFAQVITTLITSRISKFYFSFQ-FAFPEFCFLLMNELFS-CSQDSP 118
KVRGRLOQFCTSEKYVNEFAQVITTLITSRISKFYFSFQO-FAFPFCFLLMNELEFS-CSQDSP 95

ok ok ok ok ko ok ok ok ok ke ke ke ke ke ke ke ok ok ok ke ke ok ke ke ok ke ke ke ke sk ke ke ke ke ke ke ok ke ok ke ok ke ok ke ok ok ok ok ok ok ke

*
TLDDLDHHWMOQLKYHRDFGLENQFLWRGQYQKHGTCCTPRYNOMOYFLLAMRLKDKFDLL, 178
ILDDLDHHWMQLKYHRDFGLENQFLWRGQYQOKHGTCCIPRYNOMOYFLLAMRLKDKEDLL 155

LR R R AR R R R R R R R R R R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE]

ATLRTHGITPGTKHTENETRDAIKTVTNQVDPDLKCVEHIKGVRELYEIGICEFTPTADSE
ATLRTHGITPGTKHTENETRDATKTVTNQVDPDLKCVEHIKGVRELYETIGICFTPTADSE

% Sk ke ok ke Sk %k ke sk sk ke sk ke Sk sk ke ke ke ke sk ke ke sk ke sk ke e sk ke ke sk e ke sk sk Sk ke ke sk sk ke ke ke sk sk ok e ok ke Sk ok ke ke ok ke ke ke ke

NN

= W
(6]

Figura 8. Alineamiento de las secuencias de la Sa2-RNasa obtenidas de la mutante

4936 y la S-RNasa silvestre.

En el caso de la Sa2-RNasa no hay mutaciones en los aminoacidos cataliticos, tampoco

presenta ninguna mutacion con respecto a la secuencia tipo silvestre.

Esto indica que ni la Sa>-RNasa ni la Scio-RNasa presentan mutaciones de pérdida de
funcién en su regién codificante, por lo que el fenotipo de compatibilidad de la mutante
4936 debe ser responsabilidad de la afectacion de otros genes que participan en la
respuesta del rechazo del polen en Nicotiana. A estos genes se les conoce como genes
modificadores (GM)y algunos ejemplos de ellos son: HT-B (McClure et al., 1999), 120-K
(Hancock et al., 2005), NaStEP (Busot et al., 2008) y NaTrxh (Juarez-Diaz et al., 2017).
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Por tal motivo el siguiente paso fue demostrar si GMs conocidos se expresan en la
mutante 4936 de N. alata, si esto no fuera asi el fenotipo de autocompatibilidad se

atribuiria a la falta de uno o varios de éstos.

Acumulacion de las proteinas 120K, HT-B, NaTrxh y NaStEP en el pistilo maduro
de la mutante 4936.

Para evaluar los niveles de las proteinas 120K, HT-B, NaTrxh y NaStEP en el pistilo de
la mutante 4936, se realiz6 un inmunoanalisis mediante de Western-blot. Los niveles de
estas proteinas en la mutante se compraron con los niveles en los estilos de la planta
homéciga Sci10Scio de N.alata Al. En la Figura 9, se muestra que los niveles de todas las
proteinas evaluadas en el pistilo de la mutante 4936, son equiparables en cantidad con
estas mismas proteinas en la homociga Al Sci0Scio de N. alata, por lo que al parecer esta

no es la cusa del fenotipo de compatibilidad de la mutante 4936.

Los productos que provienen de los genes modificadores pistilares involucrados en el
fenbmeno de la autocompatibilidad fueron encontrados con inmunodeteccion y
comparados en cantidad con respecto a plantas homdcigas que demostraban

invariablemente el mismo nivel de proteina.

o
a) s b) c) d) e & i
o* \9‘&9 » 095’6 () © ¥ o‘““\e
1,\’b’g @° ,8@ (\\2 w b‘qq’ \ b‘g": »- ?Q\Q o o®
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aHT-B aNaStEP al120-K aNaTrxh

Figura 9. Inmunodeteccion las proteinas a) HT-B, b) NaStEP, c) 120-K y d)
NaTrxh en el pistilo de la mutante 4936 de N.alatay e) Gel teiiido con azul de
coomassie. La muestra de extractos de proteina total de pistilo proveniente de la

mutante 4936 de N.alata y de N. alata Al Sci0Sci0. Se prepararon extractos proteicos
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totales los cuales se separaron electroforéticamente por SDS poliacrilamida. Las
proteinas en los geles se transfirieron a una membrana PVDF para el inmunoanalisis
utilizando anticuerpos especificos contra las proteinas HT-B, NaStEP, 120-K y NaTrxh y
las cuales son sefialadas con flechas naranjas tanto para la mutante 4936 como para el
control positivo. €) Como control de carga se muestra un gel teflido con azul de

Coomassie.
Analisis genético en la progenie de la mutante 4936 de N. alata

Para determinar si la mutacién que confiere compatibilidad en la mutante 4936 esta en el
locus S o fuera de él, se realizé un analisis genético, mediante la autopolinizacion de la
mutante 4936, para determinar en la progenie la segregacion de los haplotipos Sa2 y Scio
mediante la amplificacibn de DNA gendmico por PCR de los genes de la Scio- Y Saz-
RNasa de los 26 individuos que comprendieron la progenie Fi1 derivada de esta

autopolinizacion.

Los resultados que se pueden esperar podrian ubicarse en cuatro escenarios posibles
(Figura 10).

Escenario 1. Si la cruza es Al no habria progenie ya que toda la via funciona
correctamente, asimismo, el polen es rechazado. Este escenario es descartado debido a
que si hay progenie, dado que la mutante es AC.

Escenario 2: Si la Sa2-RNasa fuera funcional se generarian individuos homoécigos Sa>Saz
(25%) y heterécigos (50%) Sc10Saz2, que representa el total de la progenie posible. No

existiran individuos homécigos Sci1oScio.

Escenario 3: Si la Scio-RNasa es no funcional produciria homocigos (25%) Sc10Scio Y

heterocigos (25%) Sci10Sa2. No existiran individuos homaécigos Sa2Sao.

Escenario 4: Si la mutacion esta fuera del locus S, se tendrian 25 % de homécigos
Sc10Sc10 50 % de heterocigos Sci0Sa2. Y 25 % de homaocigos Sci10Scio, 10 que indicaria

gue la mutacion que confiere compatibilidad en la mutante 4936 esta fuera del locus S.
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Escenario 1: Auto-incompatible. S,,-RNasa y 5.,,-RNasa funcionales

Estilo 5,,5¢:0 Saz Sc1o i
No hay progenie
Saz R R
Sci0 R R

Escenario 2: S,,*-RNasa No funcional

Estilo 5,,5.10 Saz Scio Progenie
1y . 54,78
4 -<2A2 2A2
SAZ * SAZ *SA2 sAZ *SCJG 1 %
/fl . SAZ SCIU
SCIO SAZSCIU R 1/4 . SAQSCID
Escenario 3: S.;,*-RNasa No funcional Progenie
Estilo S,,5¢40 Sa2 Scio Yy - Sc10*Sc1o
S R S US 1/4 - SCIO*SAZ
4z cromaz Y4+ Sc105a2
SCIU* SCID*SAZ SCID*SCIO

Escenario 4: Mutaciones en el pistilo en Genes Modificadores (M)
y S-RNasas funcionales

Progenie
Estilo 5,,5¢0 Spz Scio
%‘ - SAISCID
S 5,55, 5,55
A2 AZ-A2 AZCC10 %SAZSAZ
SCID SAZSCIO SC]DSC.IU 1/4 SC.IOSCJO

Figura 10. Escenarios posibles para determinar si la mutacion esta dentro o fuera

del locus S en la mutante 4936 de N. alata.

Las semillas provenientes de la autopolinizacion de la mutante 4923 fueron recolectadas
y sembradas. El primer hecho notable durante las primeras semanas del estudio fue que

la mayoria de los individuos tuvo baja adaptacion al ambiente, ya que muy pocas de las
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plantulas alcanzaron la madurez; sin embargo, fue posible purificar DNA, para determinar

su genotipo S (Figurall).

Figura 11. Crecimiento de plantas de N.alata en el Invernadero 1-404 Facultad
de Quimica. Dentro de camara del invernadero se tienen del lado izquierdo plantas de
N. alata con genotipo Sa2Sa2, en el centro hay plantas con los genotipos Sa2Saz, Sc10Sc1o

y Sc10Saz2Y, por ultimo, del lado derecho plantas con genotipo Sci0Scio.

Genotipos S de la progenie F1 proveniente de la autopolinizacion de la mutante

4936 de Nicotiana alata.
La genotipificacién por PCR de las 26 plantas se realiz6 con oligonucleétidos especificos

para la Scio-RNasa o0 a la Sa2-RNasa, los cuales generaron amplicones de 300 pb y 400
pb, respectivamente (Figura 12).
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Figura 12. Genotipificacion por PCR de algunas plantas de la progenie F1 derivada

de la autopolinizacion de la mutante 4936 de N. alata.

En la figura 12 se observan los amplicones del estudio realizado con los oligonucledtidos
para la amplificacion de una region interna de la Scio-RNasa utilizando DNA genomico
dentro de los primeros seis carriles. En los carriles 7 a 15 los productos de PCR que se
obtuvieron con los oligonucleétidos que amplifican para una region de la Sa>-RNasa
utilizando la misma muestra de DNA gendmico aislada de hojas jévenes. Se tienen dos
grupos representativos que dividen al tipo de la S-RNasa que se estudié separados por

un caurril.

En la Tabla 1 se presenta el resultado de la genotipificacion de la progenie F1 que consta

de 26 individuos mas la mutante 4936.
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Tabla 1. Genotipificacion de la progenie proveniente de la autopolinizacion
de la mutante (AC) 4936 de N. alata. En amarillo estan sefialados las plantas con

genotipo Sa2Sa2, en azul plantas con genotipo Sci10Scio y sin color las plantas con

genotipo S heterocigo.

# IDENTIFICADOR  METODO GENOTIPO # IDENTIFICADOR METODO GENOTIPO
PLANTA PLANTA
4936 Inmunodeteccion / | Sp; X Scig 15 PCR Spz X Sas
PCR
16 PCR Spr X Sero
1.2 Inmunodeteccion/  Sp; X Scig
PCR 17 Inmunodeteccién  Sp, X Scqp
2.2 PCR Spy X S 20 bCR SRS
3.2 | deteccid S XS
nmunodeteccion/ Sy, X Sps 21 PCR Sus X Seas
PCR
5.2 Inmunodeteccion/  S,; X Su, 24 PCR Sp2 X Scio
PCR
25 PCR Sa2 X S
6.2 PCR Sas X Scao Azt
27 PCR Sa XS
7 PCR ENEEm Azt ree
1 PCR Sa2 XS
8 PCR Sas X Scio a2t e
2 PCR Sa2 X S
9 PCR Spr X Sco A2 man
3 PCR Saz XS
11 Inmunodeteccion Saz X Scig A2 7o
4 PCR Sp XS
12 PCR Scio X Sco Az oCI0
5 PCR Sa2 X S
13 Inmunodeteccion Saz X Scio Az L0
14 PCR Sas X Scip 6 PCR Sa2 X Sc1o

En los resultados de la Tabla 1 se aprecia que en la progenie segregan los tres genotipos
posibles (Sa2Sa2, Sci10Sa2 Y Sci10Sci0) dentro de la poblacién, siendo tres individuos
Sc10Sc10, 19 Sc10Sa2 y cuatro Sci0Scio (Figura 13). Para determinar si estos valores se
ajustan a una distribucién genotipico 1:2:1, se realiz6é una prueba de X? (Ji cuadrada) con

los valores esperados para una segregacion genotipica 1:2:1 (Figura 14).
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El resultado de la X?= 5.6, indican que los valores observados no se desvian de manera
significativa a la segregacion 1:2:1 a una probabilidad (o)) de 0.05, lo que indica, que la

mutacion que confiere compatibilidad en la mutante 4936 no esta ligada al locus S.

Por el contrario, se analiza que la mutacion esta en algin GM y esta idea se refuerza con
el andlisis estadistico, para conocer si los resultados pueden corresponder a este

escenario se comparo lo siguiente.

Genotipos esperados: Genotipos observados:
6.5ind.S S 4ind.5 5.,
A2 A2
. 3ind.S_ S
6.5ind. Sczosczo c10 c10
13ind. S S 19 ind. SAzscm
A2 C10

Figura 13. Genotipos esperados de la progenie Fi1 derivada de la
autopolinizacion de la mutante 4936 de N.alata. Se obtuvo una poblacién
mayoritariamente heterdciga de genotipo Sci10Sa2 con diecinueve individuos, cuatro

individuos homacigos SazSaz y tres individuos Scio0Scio.

Estos resultados indican que estadisticamente no hay diferencia entre el escenario cuatro

y los genotipos esperados.

La temperatura como modificador en el fenotipo en la autoincompatibilidad de

Nicotiana alata.

Los estudios de polinizacion para determinar el fenotipo de AI/AC de la mutante 4936 se
realizaron en el invernadero durante la primavera, cuando la temperatura es cercana a
30 °C. Bajo estas temperaturas la mutante se comporté como (AC). Sin embargo, cuando
se repitieron las autopolinizaciones en el otofio a temperaturas promedio de 20 °C, el
fenotipo de la mutante 4936 fue de autoincompatibilidad, es decir, rechaz6 su propio
polen. Esto fue un resultado inesperado y sorprendente en la investigacion, ya que
sugeria que la mutacion que conferia compatibilidad podria ser temperatura dependiente

0 que la temperatura podria afectar la germinacién de los granos de polen en el estigma
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de la mutante. En congruencia con esto, se hicieron polinizaciones y se evaluo la

germinacion del polen en el estigma de la mutante.

La Figura 14 muestra los resultados de autopolinizaciones en la mutante 4936 realizadas

a 22 °C, donde se aprecia que los granos de polen germinan, indicando que la

temperatura no afecta su viabilidad. Sin embargo, cuando se determiné el crecimiento de

los tubos polinicos en el estilo, se encontré que éstos detienen su crecimiento en el primer

tercio del estilo, indicando claramente que son rechazados.

Estigma

a) Polen Sa2

b) Polen Sc1o

Estigma

c) Autopolinizacion

Estigma

a)

Base del estilo

b)

Base del estilo

c)

Base del estilo

\ J
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Figura 14. Rechazo de polen propio en mutante 4936 de N. alata. Después de
72 horas se recolectaron las flores y se separo el pistilo polinizado, se tifiieron los tubos
polinicos con azul de anilina al 0.1% para ser observados en un microscopio de
epifluorescencia. Con esto se examinaron las partes del estigma y estilo. a) Cruza polen
Sa2Sa2 X Planta Sc10Sa2 b) Cruza polen Sc10Scio X Planta Sc10Sa2 ¢) Cruza polen ScioSa2
X Planta Sci10Sa2. Las germinaciones de los granos de polen son sefialadas con flechas

amarillas y en la ultima fila se observan los cortes que se hicieron para la figura.

Por el contrario, cuando el experimento de autopolinizacién de la mutante 4936, se realizé
en una camara (Figura 15) a temperaturas que fluctuaban entre los 35°C y 38°C (Figura
16) se observo lo siguiente: En color morado estan los dias que se realiz6 cada ronda de

polinizaciones durante los 21 dias de estudio.

40.00

35.00 3457

30.00

31.20

25.00

TEMPERATURA °C

20.00

15.00
0 5 10 15 20

DIiAS DE ESTUDIO
*La linea morada indica fechas de polinizaciones

Figura 15. Registro de temperaturas durante el estudio en N. alata 4936 en

temperaturas mayores a 30 °C.
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A)

Figura 16. Planta 4936 Nicotiana alata y planta control con genotipo Sa2Sa2 durante
polinizaciones a temperaturas mayores de 30 °C. A) Planta con genotipo Sa2Sa2B)

Linea 4936 con genotipo ScioSaz.

De las 15 autopolinizaciones de la mutante 4936 de N.alata 14 formaron fruto, mientras
gue por polinizacién cruzada se realizaron tres polinizaciones utilizando polen de N.alata
Al Sa2Sa2, una por ronda de polinizaciones y en todos los casos hubo formacién de fruto
(Figura 17). No obstante, cuando se autopolinizaron nueve flores de la planta N.alata Al

ninguna forma fruto, indicando que el defecto esta en la mutante 4936.
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Figura 17. Autopolinizacion de Nicotiana alata 4936 Sc10Sa2xSc10Saz en temperatura

alta. Se observa la formaciéon de fruto.

En resumen, el experimento fue concluyente, para la planta control Al con genotipo
Sa2Sa2 no hubo formacion de fruto en ninguna ocasion. En cambio, para la planta mutante
4936 de N. alata si hubo formacion de fruto en cada uno de los casos, importante
mencionar que el fruto formado es de menor tamafio y, por lo tanto, se obtienen menos

semillas (Figura 18).
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Figura 18. Formacion de fruto y recoleccion de semillas de la mutante 4936

de N. alata.

Por otra parte, cuando el experimento anterior concluyé, la planta mutante se transfirio a
un cdmara con temperatura fluctuando de 15 °C a 23 °C (Figura 19). Se autopolinizaron
12 y ninguna de ellas formo fruto (Figura 20), observandose el fenomeno de Al. Lo mismo
se observo en N. alata Al, ya que de las nueve flores que se autopolinizaron ninguna
formé fruto. En la siguiente figura se muestra el grafico de la temperatura durante el
experimento registrado por personal de la Facultad de Quimica y complementado por la

base de datos del meteorolégico nacional de la Ciudad de México.
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23.00

23.00

21.00

19.00

TEMPERATURA °C

17.00
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*La linea morada indica fechas de polinizaciones

Figura 19. Registro de temperaturas durante el estudio en N. alata 4936 a
temperatura a temperaturas no mayores a 23 °C.

Figura 20. Autopolinizacion de N, alata 4936 Sci0Sa2 X Sci10Sa2 en
temperaturas de los 15 °C a 23 °C. Se observa que no hay formacién de fruto en

donde sefala la flecha roja.
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Discusion

En esta investigacion se estudio y caracterizo a la mutante natural 4936 de N. alata, la
cual acepta su propio polen. Las plantas de N. alata silvestres son generalmente Al, ya
gue expresan niveles normales de las determinantes de especificidad masculina (SLF)
en el polen y a la femenina (S-RNasa) en los pistilos maduros. Sin embargo, hay
evidencias genéticas y bioquimicas que demuestran que otros genes no codificados en
el locus S son esenciales en la via genética y bioquimica del rechazo del polen en varias
especies. Estos factores son conocidos como genes modificadores (GM) y a la fecha se
han identificado en la parte estilar a HT-B (McClure et al., 1999), 120K (Hancock et al.,
2005), NaStEP (Busot et al., 2008) y NaTrxh (Juarez-Diaz et al., 2006).

Cuando se inici6 la caracterizacion de la mutante AC 4936 de N. alata con genotipo
Sa2Scio, esta planta fue polinizada independientemente con polen Scio y con polen Sao.
De manera inesperada, la mutante aceptd el polen Sa2 pero no el Scio, lo que sugiere
que podria haber un defecto en la Sa2-RNasa, debido a mutaciones de pérdida de funcion
0 a mutaciones que afectaran su expresion. Esta hipétesis se basoé en el hecho de que
en poblaciones naturales de Lycopersicon peruvianum se encontré que mutaciones que
afectan el sitio catalitico de las S-RNasas confieren compatibilidad (Royo et al., 1994).
Las S-RNasas tiene en su sitio catalitico dos histidinas que son responsables en gran
medida de la catélisis (Maclntosh et al., 2011), pero que, en plantas de esta poblacién
AC, la mutacion provoca el cambio de una de las dos histidinas del sitio activo por una

arginina, lo que lleva a la pérdida de su actividad de ribonucleasa.

En congruencia con lo anterior, en el analisis se encontré que la region codificadora de
la Sa2-RNasa no presenta mutaciones de pérdida de funcion en su sitio activo, es decir,
los sitios importantes no estaban alterados, ni hay afectaciones en sus niveles de
expresion en el pistilo, comparados con N. alata Sa2Saz Al silvestre, por lo que estos
resultados llevaron a descartar la hipotesis de la pérdida de funcion y la falta de expresion
de la Sa>-RNasa en la mutante 4936. Derivado de estos resultados una hipoétesis que
pudiera explicar la pérdida de reconocimiento y rechazo del polen Saz, es que la mutacién
gue confiere compatibilidad en la mutante 4936 podria estar afectando un gen fuera del
locus S.
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Para determinar que la mutacién que afecta a la mutante 4936 esta fuera del locus S, se
realizd un analisis genético, generando una progenie derivada de la autopolinizacion de
la mutante 4936. La genotipificacion de las 26 plantas de la progenie mostré que en la
poblacion segregaron los genotipos Sa2Saz (25%) Sa2Scio (50%) Y Sc10Scio (25%), lo cual
es congruente con una mutacién fuera del locus S, probablemnte en un gen modificador,
ya que si la mutacion estuviera en el gen Sa2-RNasa o en el de la Scio-RNasa, por

ejemplo, no se hubieran recuperado homaocigos Sa2Sa2 ni ScioScio.

Para probar si los niveles de proteina de alguno de los GMs como HT-B, 120K, NaSteP
y NaTrxh que son esenciales en la respuesta de Al, estaban afectados, se evaluaron sus
niveles de proteina de cada uno de ellos, encontrandose que la cantidad de proteina en
el pistilo maduro de la mutante 4936 es similar a la cantidad en estilos de N. alata Al
Sci10Scio, aunque en este trabajo no se evalud si estos genes tenian mutaciones de
perdida de funcion, en el grupo del Dr. Cruz se esta estudiando esta posibilidad. En
consecuencia, es probable que el responsable de la AC en la mutante 4936 sea en un

GM diferente a los estudiados.

Para corroborar los resultados del andlisis genético se repitieron las autopolinizaciones
en la mutante 4936; sin embargo, se obtuvo un resultado inesperado, la mutante se
comporté como Al, es decir rechazé su propio polen.

El analisis genético que se describio en los resultados se realizé en el periodo de marzo-
abril, cuando las temperaturas del invernadero estaban por arriba de los 30°C. No
obstante, cuando se repitio el experimento fue en el mes de octubre, ya con temperaturas
alrededor de los 25 °C. Por lo tanto, los datos indicaban que la mutacion en la mutante

4936 podria ser sensible a la temperatura.

Para definir el efecto de la temperatura sobre el fenotipo de
compatibilidad/incompatibilidad, la mutante 4936 fue trasladada a una camara donde la
temperatura oscildo entre 31 °C y 38 °C. Bajo estas condiciones, el resultado de las
autopolinizaciones fue la formacién de frutos. Por el contrario, cuando las polinizaciones

se realizaron a temperaturas entre 15 °C y 23 °C no hubo formacién de frutos,
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presentandose el fenotipo de incompatibilidad. Estos resultados confirman la hipotesis de
la mutacidon que confiere compatibilidad en la mutante 4936 es termosensible a

temperaturas superiores a los 31 °C.

Se ha estudiado en Hordeum vulgare que la exposicidn al aumento en la temperatura en
su ambiente desencadena un mecanismo de defensa a las especies reactivas de oxigeno
que se producen, a la desestabilizacién de la membrana celular y deshidratacién para
que la planta pueda resistir el choque térmico (Abou-Elwafa et al., 2016).

Entre los elementos que componen al sistema de defensa esta la sefalizacion de
chaperonas y activacion transcripcional de proteinas de choque térmico que ayudan al
plegamiento de proteinas para mantener la homeostasis celular y prevenir la
desnaturalizacion (Wahid et al., 2007).

Sin embargo, si existiera una mutacion de pérdida de funcion en estas proteinas
protectoras o bien, no pudieran contener la situacion, conlleva a que los sitios cataliticos
de algunas proteinas que dirigen reacciones bioquimicas fundamentales sean alterados
porque las moléculas que forman estructuras tridimensionales en las proteinas en
condiciones de altas temperaturas aumentan su vibracion haciendo que los enlaces se
rompan. Por consiguiente, un mal plegamiento o la desnaturalizacion de la proteina, en
ambos casos se pierde su funcion como puede ser el caso de algin GM en la mutante
4936.

El efecto de la temperatura en las relaciones de compatibilidad/incompatibilidad se han
estudiado en otras especies Prunus persica, Citrus clementina, Cicer arietinum L.,
Mangifera indica L. y Persea americana L. (Distefano et al., 2012; Distefano et al., 2012,
Caruso et al., 2012; y Gentile et al., 2012), la relacion que se ha establecido con estas
especies es que tienen un comportamiento como Al o AC dependiendo la temperatura.
Al contrario de la mutante 4936, las cruzas Al se comportan como AC a temperaturas de

15 °C que es diez grados debajo de la Optima de crecimiento y no por encima.

De acuerdo con analisis histologicos el rechazo del tubo polinico se lleva a cabo en la

parte superior o media del estilo como en el sistema AlIG de Nicotiana, sin embargo, no
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se han descubierto el o los gene(s) que estén relacionados a este comportamiento,
Unicamente se tienen datos acerca del aumento de Ca?* libre que ocasiona el aumento
de transglutaminasas (TGa) y la union de poliaminas (PA) como factor regulador de la Al
como en papaver (Aloisi et al., 2020).

Otro ejemplo interesante en el sistema de Al de C. clementina es que, a temperaturas de
15 °C durante el periodo de floracién, afecta el desarrollo del polen, lo que causa una
reduccion en los niveles de polen, y que el sistema de Al no sea eficiente.

Esto quiere decir que el fendmeno de AC en cruzas no compatibles esta ampliamente
diseminado por la naturaleza, asimismo, se lleva a cabo cuando la planta con AIG se
encuentra fuera de la temperatura Optima de crecimiento, y que entre las especies

debieran seguir mecanismos moleculares similares.

De corroborarse estos resultados en otro ciclo de experimentos que evallen el efecto de
la temperatura sobre las relaciones de compatibilidad/incompatibilidad en N. alata, y la
identificacion del gen afectado en la mutante 4936, seria un hallazgo muy relevante, ya
que se estarian dando evidencias de como el ambiente modificaria un genotipo Al a AC,
lo que evitaria que una poblacion con limitacidon de cruzas compatibles se extinguiera por

un bajo nimero de alelos S.

Conclusiones

e La mutante 4936 presenta mutaciones en el locus M (modificador) que no es parte
del locus S, las cuales confieren compatibilidad.

e Estas mutaciones son sensibles a temperaturas superiores a los 30°C, por lo que
podrian afectar la estabilidad y funcionalidad de la proteina codificada en el locus
M, o deberse a una regulacion epigenética ya que, cuando las autopolinizaciones
se realizan a una temperatura superior a 30 °C, la planta es incapaz de rechazar
su propio polen. Sin embargo, cuando la mutante 4936 es autopolinizada a

temperaturas cercanas a los 20 °C la planta presenta un fenotipo incompatible.
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Perspectivas

Unicamente se estudié a la poblacién F1 de N. alata 4936 y a la planta principal; sin
embargo, es necesario evaluar si esta poblacién F1 es Al y si las semillas conseguidas a
temperaturas mayores a 30 °C generan individuos que pueda alcanzar la madurez.
Ademas, que sea complementado por un estudio en donde se busque determinar cual es

el umbral de temperatura en donde el fenotipo cambia de Al a AC.

Se requiere identificar el gen modificador afectado en la mutante 4936 de N. alata para
determinar que aminoacidos son los afectados en la proteina y explicar su
termosensibilidad. La identificacion del factor 4936 podria hacerse por clonacion

posicional.

Las inmunodetecciones de Scio-RNasa y Sa2-RNasa, asi como,de las proteinas 120K,
HTB, NaStEP, y NaTrxh, se realizaron en horas prepolinizacién, por lo que seria
necesario evaluar su estabilidad de todo este entorno genético horas posteriores a las

polinizaciones a temperaturas de 35 °C

Por otro lado, la poblacién proveniente de la linea 4936 de N.alata no ha alcanzado la
madurez adecuada para realizar autopolinizaciones y comprobar que el fenotipo es 100%

compatible.
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Anexos

Apéndice I: Experimentacion in silico

Secuencias de la Scio-RNasa y de la Sa>-RNasa
Scio-RNasa retomado de McClure No publicado:
>Sc10-Rnase Wild Type 814 pb

ATGCTTAACTCACCGCTCACATCAGTCCTCTTCGTATTGCTTTTTGTTCTTTCGCCCA
TTTATGGGGCATTCGAGTACATGCAACTGGTGTTACAATGGCCAACAGCTTTTTGCC
ACACCACTCCCTGCAAAAGAATTCCAAACAACTTTACAATCCATGGGCTTTGGCCGG
ATAACGTGAGCACAACTCTCAATTACTGCGCTGCCAAAGAAAACTTTAAAAATATAGA
AGTAAGTTTAGACACTATCTTCCTAAGGACCTGTATGTTTCCATGTTGATTTTAATTTAT
TTTTTTTCAGTTCAGCTTATTACTTTTCCTATATCTACAGGATGACACGAAAAAAGATG
ATCTATATAAACGCTGGCCAGACCTAACCACCGCAGAAACATATTGTAAGCAACATCA
AAATTTCTGGAGACATGAATATAATAAGCACGGAAAGTGTTGTTCAGAGAGCTACAAC
CGAGAACAATATTTTGATTTAGCCATGGCCTTAAAAGACAAGTTTGATCTTTTGTCATC
TTTGAGAAATCACGGAATTATTCCTGGAAGGGGAATGAAATACACCGTTCAGAAAAT
CAATAGCACCATCAAGAAAATAACTCAAGGGTATCCTAACCTGTCATGCACTAAAGGA
ATAATGGAACTTGTGGAGATAGGCATATGTTTCGACTCGATGGTTAAAAATGTAATTAA
TTGTCCTCATCCCAAGACATGCAAACCTACGGGAAGTAATGAGATTAAGTTTCCATG
ACAATATGTTTTACTTTTGTCTATTTATGCTATGTAATAAAAAATGTACTATATCTAGA

Verde: Lugar de union de los oligonucleotidos.

RBIBH ntron.

Sa>-RNasa retomado de McClure No publicado:
>Sa2-RNAse Wild Type 933 pb

ATGCTTAATTCACAGATTACGTCAGCTGITCICTTCTTGCTTTTCGCTCTTTCTCCCAT
TTATGGTGATTTTGATTACATGCAACTCGTTTTAACATGGCCGGCATCATTTTGTTACC
CTAAAAATTTTTGTAGCAGAATAGCTCCAAAAAACTTTACGATTCATGGGCTTTGGCC
GGACAAGGTGCGCGGACGTCTGCAGTTCTGCACTTCCGAAAAGTATGTAAACTTTG
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CACAGGTAATTACCACATTGATTACATCTAGAATTTCTAAATTTTATTTTTCATTTCAATA
GTTTGCATTTCCATTTTGTTTTCTTTTAATGAACGAACTGTTTTCCTGATGTTCACAGG
ATAGTCCTATACTCGATGATCTGGACCACCACTGGATGCAATTAAAGTACCATCGCGA
CTTCGGTTTAGAAAATCAATTTCTCTGGAGAGGTCAATACCAAAAGCATGGAACGTG
TTGTATTCCGCGCTATAATCAGATGCAATATTTTTTACTAGCTATGAGACTAAAAGATAA
GTTTGATCTTTTGGCAACTCTCAGAACTCATGGAATTACTCCTGGAACAAAGCATACA
TTTAATGAAACCCGAGATGCCATCAAGACGGTTACTAATCAAGTGGATCCGGACCTG
AAGTGCGTCGAACATATCAAAGGGGTACGGGAACTATATGAGATAGGCATATGTTTTA
CCCCGACGGCCGATAGTTTTTTTCCATGTCCTCACAGTAACACATGTGATGAAACGG
GCATTACGAAGATTTTGTTCCGACGATGAATAACTTCACATTTCTTACTTTCAGTTGGT
TCATGCTAAGATTAATAAAATACATAACTACCAGAATATAGGAGATCATCTTCTGAAGG
ATTTCGTTGTGAAACCAATTGAAGTAAATTTATTGTGAAAGAAAATCATTATTTACT

Verde: Lugar de union de los oligonucleétidos.

-Intr(')n.

Construcciones bioinforméticas del trabajo de investigacion.

10k 1.3k 1.4k rep_origin (pMB1)
1.5k
Ak
1.6k
Promotor Lac 1.7k

Operon Lac. ™

EF694056
2974 bp

'Amp R

2074 0k ok 27K

Figura 21. Mapa del vector pJET 1.2/blunt.
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Representacion en UGENE del vector de clonacion, sin el inserto y en el cual se

afiadieron los sitios donde corta la enzima de restriccion Bgl Il.

A)

S-RiNasa SAZ

ecod71R
", _Ecod71R

S0 EF&54056
3760 bp 1450

B)

S-RNase SC10

100 EFE%4056 1350
3730 bp

Figura 22. Construccion del plasmido con la secuencia de las S-RNasas.
realizada in silico con las secuencias de interés y enzima de restriccion a utilizar, se

observa como se interrumpe el gen letal eco471R.
A) Construccion de la S-RNasa Saz dentro del vector pJET 1.2/blunt

B) Construccion de la S-RNasa Scio dentro del vector pJET 1.2/blunt
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Chromatogram view (zoom in to see base calls) 0TaGoCoA
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CITTa0CCaCATANCETOAGEACARCTCTCART TACTGCCTACCARRGARAACTT TARAAATATAGRAGT AN OTTT AGACATTATCY TCCTARGUACCTGTATATETCCATOTTOATTTTAATTTAY

ACATACAAAGGTACAACTAARATTAAATA

To1 GAGTTAATG, GACGGTTTCTTTTGAAATTTTTATATCTTCATTCARATCTGTAATAGARGGATTC

TTTTTTTCAGTTCAGCTTATTACTTTTCCTATATCTACAGGATGACACGAARAARGATGATCTATATAARC GETGGCCAGACCTARCCA “AGARACATATTGTAAGCAACATCARARTTTCTGGA

275 250 2i5 250 25 305 30 3 3 5 34 380 35 30 3 i ae EE
RAARARAGTCAAGT CGAATAATGAARAGGATATAGATGTCCTACTGTG T TTT T TCTACTAGATATAT I TGCGACCGGTCTGEATTGET6GCGT CTTTGTATAACATTEGTTGTAGTTT TAAAGACET

Cromatogramas de la secuenciacion de la Scio-RNasa y Sa>-RNasa. Se utilizo6 UGENE
como visualizador y fue el primer paso empezar a aclarar.
Tabla 2. Registro de temperaturas a las cuales se realizaron los experimentos de

autopolinizacion.

Dia Temp, °C Dia Temp, °C
1 35.40 1 16.0
2 35.10 2 18.0
3 33.70 3 19.0
4 34.65 4 18.0
5 34.60 5 18.0
6 33.86 6 19.0
7 38.12 7 20.0
8 31.20 8 16.0
9 31.54 9 15.0
10 32.74 10 15.0
11 33.68 11 17.0
12 35.93 12 18.0
13 37.29 13 20.0
14 34.60 14 23.0
15 33.89 15 20.0
16 35.74 16 20.0
17 32.74 17 20.0
18 33.86 18 20.0
19 35.58 19 20.0
20 35.66 20 20.0
21 34.57 21 18.0

A) Registro de temperatura correspondiente al invernadero de cactaceas en la Facultad

de Ciencias.

B) Registro de temperaturas correspondiente al invernadero 1-404
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Apéndice Il: Metodologia

Extraccion de DNA genomico con CTAB

La extraccion de DNA genomica a las plantas de Nicotiana alata se realiz6 por el método

de CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) amortiguador al 3%

Procedimiento

1.

Se trituré 0.2 g de hojas congeladas con nitrégeno liquido y se transfirié a un tubo
de 2 mL congelado.

Al momento se prepararon 1.2 mL del amortiguador CTAB con 1% de (3-mercapto
etanol y mezclar.

Se adicion6 amortiguador de extraccién precalentado a 65 °C a los tubos de 2 mL
por 30 minutos e invertir tubo cada 5 minutos.

Se centrifugo a 13,500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente.

5. Se transfiri6 fase acuosa a un tubo nuevo

Se adicion6 800 pL de fenol:cloroformo: alcohol isoamilico, mezclar con el equipo
vortex.

Cerrar y mezclar los tubos invirtiéndolos por 20 minutos a temperatura ambiente.

Se separaron las fases por centrifugacion a 13, 500 rpm por 10 minutos a
temperatura ambiente.

Se tomé fase acuosa superior a un tubo nuevo que contenga 800 pL de
isopropanol a -20 °C.

10.Mezclar invirtiendo los tubos e incubandolos a temperatura ambiente por 10

minutos.

11. Se centrifug6 la mezcla por 10 minutos a 13, 500 rpm.

12.Remover sobrenadante y se resuspendio el botén en 250 pL de TE a temperatura

ambiente.

13.Se afadi6 2.5 uL de RNasa a 20 % e incubar a 37 °C por 30 minutos.

14.Se adicion6 800 uL de fenol:cloroformo: alcohol isoamilico, mezclar con vortex.

15.Cerrar y mezclar los tubos invirtiéndolos por 20 minutos a temperatura ambiente.

16.Separar las fases por centrifugacion a 13, 500 rpm por 10 minutos a temperatura

ambiente.
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17.Tomar fase acuosa superior a un tubo nuevo.

18.Se adiciono 25 uL de acetato de sodio 3, pH = 5.5y 600 yL de etanol a -20 °C.

19.Mezclar e incubar a -20 °C por 20 minutos.

20.Se centrifugo a 13, 500 rpm.

21.Remover sobrenadante y afadir 500 yL de etanol 70% (v/v) a -20 °C, Se
resuspendio el boton.

22.Se centrifugd a 13, 500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente y remover el
etanol sobrenadante.

23.Secar el botén de DNA dejando a temperatura ambiente toda la noche.

24.Se resuspendio el boton con 30 pL agua grado PCR.

25. Cuantificar el DNA utilizando BioDrop.

26.Almacenar a -20 °C

Preparacion del Amortiguador de extraccion con CTAB

1. En un frasco con tapén que cuente con capacidad para contener 250 mL del
amortiguador de extraccion Se adiciond las siguientes disoluciones:

25 mL de Tris1 M, pH =8.0

70 mL de NaClI5 M

20 mL de EDTAO0.5 M

5 g CTAB de alta pureza

Llevar al punto de aforo de 250 mL

N o o A~ w D

Anadir 1 % BME al amortiguador de extraccion minutos antes de ser utilizado,
evitar a toda costa Se adicionélo antes evitando la posibilidad de oxidacién.

Purificacion de plasmido de E. coli para la miniprep se utilizé Zyppy ™ Plasmid Miniprep
Kit (Zymo Research)
1. Se centrifugé 5 mL de cultivo de bacterias crecidas en medio LB fresco la noche
anterior a 37 °C en un tubo nuevo a 13,00 rpm y desechar sobrenadante.
2. Se resuspendio boton celular en 600 uL en agua desionizada.
3. Se adicion6 100 uL del 7x amortiguador de lisis e invertir el tubo de 4 a 6 veces 'y

dejar reposar 2 minutos.
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4. Se adicion6 350 uL del amortiguador de neutralizacion frio y mezclar por
inversion hasta que la coloracidén azul desaparezca.

Se centrifug6 a 11, 000 rpm por 4 minutos

Se transfirio el sobrenadante a la columna Zymo-Soin ™ [IN.

Colocar la columna sobre el tubo de coleccion y Se centrifugd por 15 segundos.

© N o O

Descartar lo colectado y volver a colocar el tubo de coleccidon abajo de la

columna.

9. Afadir 200 uL del Endo-Wash Amortiguador a la columna y Se centrifugd por 30
segundos

10. Se adicion6 400 uL del Zyppy ™ Wash Amortiguador a la columna y Se
centrifug6 1 minuto.

11.Se transfirio la columna dentro de un tubo nuevo y afadir 30 uL del Zyppy ™
Elution Amortiguador directamente a la matriz de la columna y dejar reposar 5
minutos a temperatura ambiente.

12.Se centrifug6 30 segundos para eluir el plasmido.

13. Cuantificar el DNA en BioDrop.

Purificacion de DNA a partir de un gel de agarosa utilizando NYZGelpure (nzytech)

1. Escindir la banda del gel de agarosa que tiene el DNA y pesar en un tubo limpio.

2. Se adicion6 300 uL del amortiguador de unién por cada 100 mg del peso del gel.

3. Incubar a 55 °C 5 minutos o hasta qué se disuelva la agarosa completamente y
agitar ocasionalmente. El medio tendra una coloracion amarilla.

4. Cargar a la NZYTech columna toda la mezcla y posteriormente, a un tubo
colector.

5. Se centrifugd por 30 segundos y descargar lo colectado.

6. Afiadir 600 uL del amortiguador de lavado y Se centrifugo por 1 minuto.
Descartar lo colectado.

7. Se centrifugd 1 minuto para secar la membrana de la columna NZYTech del

etanol.
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8. Poner la columna en un tubo nuevo y afiadir 50 uL del amortiguador de elucién a
la matriz de la columna.

9. Se centrifugd 1 minuto para eluir el DNA.

10. Cuantificar el DNA en BioDrop.

11.Almacenar el DNA purificado a -20 °C.

Reaccion de ligado de DNA con el vector pJET 1.2/blunt utilizando CloneJET PCR
Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific®)

1. Comprobar en una electroforesis en gel de agarosa al 1% que se tengan al
menos 0.15 pmol del fragmento de DNA de interés. Se utiliza bromuro de Etidio
para revelar

2. En hielo poner todos los componentes de la reaccion.

A. 5 uL del amortiguador de reaccion 2X
B. 0.5 uL de muestra de DNA
C. 0.5 uL de pJET 1.2/blunt Cloning Vector
D. 0.5 uL de T4 DNA ligasa
E. 3.5 uL de Agua libre de nucleasas.

3. Mezclar con el equipo vortex 3 segundos.

4. Incubar la mezcla de ligacién 3-5 segundos a temperatura ambiente.

Transformacién en células quimiocompetentes de E.coli XL10-Gold por choque térmico.
1. Sacar vial con células en hielo.
2. Se adiciono 1 uL del plasmido pJET 1.2/blunt Cloning Vector con el inserto de

interés

Incubar en hielo 30 minutos.

Dar choque térmico 42 °C por 45 segundos.

Incubar en hielo 1 minuto.

Se adicion6 400 uL de medio SOC

N o g &~ w

Incubar en agitacion a 37 °C por 2 horas.

pag. 58



8. Se centrifugd a 11, 000 rpm por 30 segundos.

9. Eliminar sobrenadante.

10. Se resuspendio el botén en 100 uL de LB

11.Plaquear e incubar a 37 °C en cajas de medio LB con Ampicilina 50 ug/mL

Observacion de tubos polinicos por medio de fluorescencia

1. Extraer el pistilo de la flor y colocar en un tubo nuevo.

2. Se adicion6 solucion fijadora de acido acético y etanol en relacion 1:3
respectivamente.

3. Dejar reposar 24 horas a temperatura ambiente.

4. Realizar disolucion de sulfito de sodio 10% y meter en autoclave 5 minutos a
121°Cy 15 psi.

5. Desechar la solucién fijadora y afiadir la disolucion de sulfito de sodio 10%

6. Conservar a temperatura ambiente 24 horas.

7. Colocar pistilos en una solucion de anilina al 0.1% disuelta en KsPO4 - KOH 0.1
My dejar toda la noche.

8. Colocar tejido sobre un portaobjetos.

9. Colocar cubreobjetos y aplastar empezando por el estigma.

10. Sellar con barniz transparente para evitar desecacién por las esquinas.

11.0Observar en microscopio de epifluorescencia.
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