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Introduccion.

La organogénesis floral de Arabidopsis thaliana esta determinada por cinco genes
homedticos, cuatro de los cuales pertenecen a la familia de factores de transcripcién
MADS-box. Estos factores de transcripcién desempefian una gran cantidad de funciones
relacionadas con el desarrollo y transduccién de sefiales en diversos linajes eucariontes,
como la diferenciacién del misculo cardiaco, sistema nervioso, activacién de la etapa litica
del virus Epstein Barr en mamiferos, y en plantas son responsables de eventos
morfogéneticos de la flor, hoja, raiz, semilla, etc. Todos estos genes presentan una regién
denominada caja MADS que codifica para un dominio involucrado en la unién a secuencias
especificas del DNA ( cajas C Ar G) y en la formacién de dimeros. Nosotros estamos
interesados en la regulacién post-transcripcional de las proteinas codificadas por uno de
ellos, AGAMOUS que es responsable de la determinacién del ‘meristemo floral y de la
formacién de estambres y carpelos en flores de Arabidopsis thaliana. Derivado de la
secuencia MADS de AGAMOUS se sintetizé un decapéptido (TTNRQVTFCK) que
presenta una secuencia reconocida por proteinas cinasas (RXXT) y proteinas fosfatasas
(RXVXT). A partir de flores e inflorescencias de Arabidopsis thaliana se purificaron dos
proteinas de 38 kDa y 29 kDa. La secuencia de dos oligopéptidos resultantes de los mapas
tripticos de cada una de las protefnas revelaron que la de 38 kDa es una proteina con
motivos repetidos ricos en leucina (LRR) especifica de flor y la de 29 kDa es una proteina
descrita como de almacenamiento vegetativo (VSP, vegetative storage protein) especifica
de carpelos. Las protefnas LRR (leucine rich repeat) han sido descritas como necesarias en
las interacciones proteina-proteina, como receptores de membrana, translocadores de
factores de transcripcién y en el caso de plantas como proteinas de defensa contra
patdgenos (PGIP) y proteinas involucradas en el desarrollo (CLAVATA y ERECTA). Para
comprobar la interaccién -in' vitro entre: FLOR "1 y AGAMOUS se realizarén ensayos
adicionales : coinmunoprecipitacion ¢ interaccion de FLOR 1 recombinante con
AGAMOUS. Por otro lado la posibilidad de una interaccién in vive implica que ambas
proteinas deben coexistir en el espacio y en el tiempo, dicha coincidencia puede ser

corroborada con técnias inmunohistoquimicas.



Objetivos:

a) Producir anticuerpos policlonales en conejo contra la proteina FLOR 1.

b) Titular el anticuerpo empleando proteina purificada por medio de la-columna de
afinidad que posee un decapéptido inmovilizado derivado del dominio MADS de
AGAMOUS.

¢) Medir la especificidad del anticuerpo por Western blotting empleando extracto
crudo de proteinas de florers e inflorescencias de Arabzdopszs thaliana y proteina
recombinante expresada en bacteria (tanto extracto crudo como purificada de
columnas de NiNta).

d) Inmunolocalizar a FLOR 1 en diferentes estructras a lo largo del desarrolto floral.

e) Comparar los patrones del mRNA de FLOR I con la proteina.

f) Compara los ‘pau"ones de expfésién de AGAMQUS con los de FLLOR 1.

g) Determinar de manera preliminar su compartamentalizacién subscelular.

Hipotesis.

FLOR 1 tiene la capacidad de generar anticuerpos policlonaes en conejo capaces
de reconocer una banda de proteina de aproximadamente 38 KD en extractos crudos de
flores de Arabidopsis thaliana, en el caso de reconocer mas de una banda es posible
que diferentes proteinas del extracto posean epitopes compartidos con FLOR 1, si no,
los epitopes son especificos de la proteina en cuestion.

Al ser especiﬁco' el anticuerpo FLOR [ puede ser localizada en los tipos
celulares donde se expresa su mensajero.

Si FLOR 1 realmente interacciona con AGAMOUS, debemos encontrar a la
proteina donde se localiza AGAMOUS, esto es en el merismo floral ( la regién del
domo de la antera que da origen al tercer y cuarto verticlio), primordios de estambres y
carpelos, y tejidos especificos del tercer y cuarto verticilio.

Los factores de transcripcién y sus interactores solo pueden coincidir  en
citoplasma o nticleo, por 1o que FLOR 1 se debe de localizar en cualquiera de estos dos
compartimentos celulares si realmente interacciona con AGAMOUS en alguna de las

ctapas del desarrollo floral:



Antecedentes.
Origen y estructura de la flor de Arabidopsis thaliana.

El desarrollo de las angioépermas depende de Ja actividad de dos meristemos, el
meristemo de la rafz y el meristemo apical, que se ubican en las terminaciones opuestas
_ del embridn de la planta ( Brand et al 2000). Las principales funciones del meristemo
apical son iniciar la formacién de 6rganos laterales, como hojas y flores y perepetuarse
por si mismo para el mantenimiento de una poblacién de células indiferenciadas y llevar
a cabo un programa especifico de desarrollo (Sundaresan & Colasanti, 2000).

En Arabidopsis thaliana, como en muchas otras dicotiledoneas, el meristemo
apical estd formado por un grupo de células que forman un domo cubierto y protegido
por hojas. Este tipo de células parece ser bastante homogéneo pero estd organizado en
regiones con diferentes funciones y destino. En el primer nivel de organizacién, las
células estdn ordenadas en una capa llamada tinica y una capa interior llamada corpus.
En algunas especies la tinica solo son dos capas L1 y L2 (layer 1, layer 2) ( Steeves
1989; Lenhard & Laux 1999:Bowman & Eshed 2000;Vaughanes, 1952). Las divisiones
celulares dentro de las capas son anticlinales, es decir, que las paredes celulares nuevas
se forman perpendicularmente a la superficie del meristemo. La progenie de las células
de la capa LI se mantendra en esta etapa meristemdtica y eventualmente puede
diferenciarse en una célula epidérmica. Las células de la L2 formarin una capa de
células subepidérmicas y los gametos. Debajo de la tinica, las divisiones celulares no
estdn orientadas y el corpus o L3 darg origen a la médula y al sistema vascular (Irish,
1991).

En un segundo nivel de organizacién, el meristemo apical, puede dividirse en
una zona central y una zona periférica. Estas zonas contienen células pertenecientes a
las tres capas clonales y difieren en sus tasas de divisién: las divisiones son poco
frccuentes en-la zona ceptral y son frecuentes en la zona (Steeyes, 1989). La zona
central contiene un reservorio de células germinales pluripotenciales que servirdn como
fuente de nuevas células. Todos los apéndices incluyendo las hojas, y los nuevos
meristemos que dardn origen a las flores, estdn formados exclusivamente de células de
la zona periférica. Se  han descrito otras diferencias del meristemo basadas en la
citologia, los patrones de expresion de genes marcadores (Zondlo & Irish, 1999) y los
potenciales de membrana (Rinné & van der Shoot, 1999).

La vida de las plantqs estd dividida en una fase vegetativa v una fasc

reproductiva. El meristemo apical inicia estructuras como las hojas durante el



crecimiento vegetativo y las. flores e inflorescencias durante la fase reproductiva.
Cuando las plantas entran en una etapa critica, las sefiales ambientales activan el
desarrollo floral y el meristemo apical inicia la formacién de los primordios de hojas y
meristemos florales. En muchas especies de angiospermas la transicién del meristemo
floral tiene lugar en dos pasds: primero el meristemo apical cambia su programa de
desarrollo y genera un meristemo inflorescente que después da origen a un meristemo

floral determinado, a partir del cual se forma las flores ( Theissen & Seadler, 1999).

corpus tunica

Fig.1 Estructura del meristemo inflorescente (IM), donde después de la
proliferaciéon celular, surge un meristemo floral del la region que flanquea a la

region central,

Las flores maduras de Arabidopsis thalz'an&, tienen una estructura simple, tipica
de las Brassicaceae, un ciliz de cuatro sépalos ( primero verticilio), una corola de cuatro
pétalos ( segundo verticilio), un androceo formado por seis estambres ( tercer verticilio),
cada uno compuesto por un filamento y una antera. Las anteras son bitoculadas y
presentan una dehiscencia longitudinal. EI gineceo maduro { cuarto verticilio), es sésil,

ocupa la parte central de la flor y posee dos carpelos fusionados congénitamente
{(Bowman, 1994)

Fig. 2 Estructura dela flor silvestre de Arabidopsis thaliana (Bowman J, 1994

El desarrollo floral de Arabidopsis thaliana se ha descrito con detalle y puede
dividirse en una serie de estadios que van def | al 14. Del estadio 1 al 7 se forman log
primordios de los 6rganos y tiene lugar la especificacién. Generalmente estos son

referidos como etapas tempranas del desarrollo floral. Durante el estadio 8 al 14, etapas



tardias del desarrollo floral, incluye muchos de los procesos de diferenciacién celular. A
partir del estadio 7 empieza la diferenciacién morfologica de estambres y carpelos
(Bowman et al , 1994)

Mutaciones homeéticas en el desarrollo floral y el modelo ABC.

La combinacién de las técnicas de DNA recombinante con estudios de genética
cldsica han hecho posible una diseccién de las bases inoleculares de la especificacion
génética de la inorfogénesis floral. Muchos de estos avances se han obtenido por
mutaﬁtes homedticos (Raghavan, 1997). Una mutacién homeética se define como
aquella que causa un cambio en ele desarrollo de un 6rgano o un sistema de 6rganos.
Este tipo de mutaciones es ejemplificada mas espectacularmente en el desarrollo de
Drosophila melanogaster, donde por ejemplo, la mutacién del locus antenapedia
produce la formacién de alas o de patas en la cabeza, en lugar de las antenas normales.
Estas mutaciones deben ocurrir en un loci individual, cuya funcién es activar o
coordinar una miriada de genes cuya expresién combinada es requerida para la
formacién de un 6rgano especifico. A estos genes se les denomina genes homedticos
(Gilibert, 1997).

En plantas.han sido identificadas una gran cantidad de mutaciones homeéticas
que alteran la especificacion de los érganos florales. Las principales especies sujetas a
estudio ademds de Arabidopsis thaliana son Anthirrinum majus, Petunia hybrida
Nicotiana tabacum y Oryza sativa. El desarrollo floral es uno de los eventos
morfogenéticos mejor entendidos a nivel molecular en plantas ( Raghavan, 1997). Una
de las maneras para generar mutantes es mutagenizar quimicamente las semillas, y las
plantas que presentan fenotipos que interfieren con el desarrollo de las plantas son
seleccionados (Raghavan 1997). Las mutaciones por lo general afectan la diferenciacién
de un 6rgano en una posicién particular del meristemo y producen flores anormales. Un
gran ndmero de estudios han puesto de manifiesto que el desarrollo de las
inflorescencias y las flores estd determinado por una red de genes reguladores, muchos
de los cuales codifican para factores de transcripcién (Theissen & Seadler; 1995). Estos
genes, & su vez estdn regulados por factores ambientales como Ia longitud del dia,
calidad de la luz, tempérutura ente otros (Theissen & Secadler; 1999). Se usan
especilicamente las lesiones genéticas que producen cambios en la posicion de los
verticilios sobre ¢l receptdculo, como pétalos en lugar de estambres y nuevo primordio
de flores en lugar de cérpelo I( agamous) , carpelos donde los estambres estaban

presentes normalmente (pistilata, a-petala 3, universal flower organs [ufol), estambres
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que pierden el I6culo de la antera ( fI-54), estambres en lugar de carpelos (floral-10,
superman), carpelos en lugar de sépalos en el perianto entero ( flo-2, flo-3 y flor-4) y
flores secundarias en las axilas de los sépalos del las flores primarias (apetala-1)
(Raghavan, 1997).

’

El desarrollo del meristemo floral de Arabidopsis thaliana es iniciado por genes
de identidad del meristemo, como son LEAFY y API ( APETALA-1)(Weigel et al;
1992; Mandel et al; 1992). Otros genes de identidad del meristemo son APETALA 2 y
CAULIFLOWER, cuyas mutaciones tienen efectos menores sobre el meristemo, pero
ambas mutaciones (ap2 y cal) potencian los efectos de las mutaciones LFY y AP[ sobre
la identidad del meristemo.

En el meristemo apical inflorescente de Arabidopsis thaliana, la accién de los
genes de identidad de meristemo es antagonizada por el gen TERMINAL FLORWER
(TFL I{(Bradley et al; 1997). Por lo tanto la pérdida de la funcién de estos genes resulta
en expresion ectépica de LFY y AP/ en el meristemo inflorescente, el cual se transforma
en un meristemno floral que genera una flor terminal, TFL I codifica para una proteina
asociada a membrana posiblemente involucrada en una transduccién de senales
requerida para reprimir la expresion de los genes de identidad floral en el meristemo
inflorescente ( Theissen & Seadler 1999),

Cuando la transiéic’m del meristemo inflorescente al meristemo floral, los
organos florales aparecen en una posicién definida dentro de éste. Ciertos genes como
CLAVATA 1 (CLVI), CLAVATA 2 (CLV2), v CLAVATA 3 (CLV 3) y WIGGUM (WIG),
regulan ¢l tamafio del meristenio floral y también influencian el ndimero de organos
florales (Clark et al; 1995). CLV I codifica para un receptor con actividad de proteina
cinasa y CLV 3 codifica una pe(jueﬁa proteina extracelular que puede ser el ligando de
CLV] (Clark et al; 1997). Los genes “cadastrales” como LEUNIG (LUG)Y (Liu &
Mcyerowitz;1995) AP2 y ‘AG estdn involucrados en establecer los limites de las
funciones de los genes de ideﬁtidad de Grganos. definiendo los diferentes organos
florales. Los genes como PERIANTHIA (PAN), los cuales codifican factores de
transcripcion tipo bZIP actiian estableciendo la posicién y el namero especificos de
primordios de Srganos florales (Chuang et al; 1999}, Los genes de identidad de Organos
florales (selectores homedticos) especifican lu identidad de cada érgano floral por la

activacion de genes realizadores.



En el modelo clésico de desarrollo floral, ABC, se han propuesto tres funciones
homedticas codificadas por los genes de identidad de 6rgaﬁos florales. Cada funcién es

llamada A B y C (Haughn & Sorhervillc, 1988; Coen & Meyerowitz, 1991)

(a)verticilio | 2 3 4

Sépalo  Péalo Estambre  Carpelo

bt

® Fig. 3: (a)E! modelo cldsico ABC, para la
identidad de 6rganos florales de Arabidopsis
AP3-PI thaliana. La identidad de 6rganos florales es
especfificada por las funciones homedéticas A,B
AP1.AP? C y C. (b} Las proteinas que proveen las funciones
‘ homedticas florales en Arabidopsis
(Theissen,2001)

"

Este modelo trata de explicar como la interaccién de estos genes promueve la
formacién de los cuatro verticilios florales (sépalos, pétalos, estambres y carpelos). La
expresion solo de la funcién A especifica la formacién de sépalos, la combinacién de A
y B especifica la formacién de pétalos, la combinacién de B y C la formacién de
estambres y la funcién C la formacién de carpelos. Este modelo también explica que los
genes de la funcion A y C se regulan negativamente mientras que los gcnés de la
funcién B estdn restringidos al segundo y tercer verticilio independientemente de la
funcion A y C. En las flores de Arabidopsis thaliana con fenotipo silvestre la funcién ‘A
corresponde al primer y segindo verticilio, la funcién B al-segundo y tercer verticilio y
la funcion C al tercer y cuarto verticilio, Este modelo se basé en los andlisis de multantes
homedticos del Arabidopsis -thaliana Y Anthirrinum majus (Weigel & Meyerowitz;
1994).

Los genes de Arabidopsis thaliana que proveen estas tres funciones homedticas
son conocidos: la funcién A se debe a APETALA | (AP1) y APETALA 2 (AP2), la
funcién B por APETALA 3 (AP3) Y PISTILATA (PI) y la funcién C a AGAMOUS. En el
caso de Anthirrinum majus 1a funcién B estd dada por GLOBOSA (GLO} y DEFICIENS
(DEF) y la funcién C por PLENA (PLE). En petunia también ha sido definida Ia
funcién D, la similitud de su secuencia sugiere que corresponde a AGL |1 de
Arabidopsis thaliana. Los genes de la funcién D ( FBP7 y FBP I1) son expresados

cctopicamente en plantas transgénicas e inducen la formacién ectépica de dvulos sobre



el perianto por lo que estos genes han sido definido como genes maestros de la

formacién del dvulo (Angenet & Colombo; 1996).

Genes MADS-box y el desarro!lo de eucariontes.

Todos lo genes descritos en el modelo ABC y los responsables de la funcién D
han sido clonados y con excepcién de AP2 todos pertenecen a la familia de factores de
transcripcion MADS-box (Riechman & Meyerowitz, 1997). Estos genes codifican para
una familia de factores de transcripcién altamente conservados en plantas, animales y
levaduras (Theissen & Seadler 1999). El nombre de estos genes €s un acrénimo de
cuatro proteinas MCM1 (de la levadura Sacharomyces cervisiae), AGAMOUS (de
Arabidopsis thaliana) DEFICIENS (de Anthirrinum majus) y SRF (proteina humana)
(Schwartz et al; 1990).En el caso de mamiferos el gen MADS-box (Myocite enhancer
factor) tiene un papel esencial en la miogénesis del misculo cardiaco y misculo
esquelético (Black & Olson 1998; Kraushal et al, 1994;Lilly et al, 1995; Lin et al,
1997). También esta involucrados en ld fégulacién de éenes del misculo liso (Katoh et
al; 1998), desarrollo del sistema vascular (Lin et al; 1998) y sistema nervioso (Mao et al
1999; Schultz et al;1996) y tiene diferentes papeles en el sistema inmune {FHan et al,
1997) en la inducci6n sérica de c-jun { Han & Prywes; 1995) y la activacién de a ctapa
litica del virus Epstein-Barr en respuesta a calcio (Liu et al; 1997). También ha sido
demostrado que la actividad de MEF 2 es necesaria para activar genes en respuesta a
mitdgenos a través de la ruta de transduccién de sefiales mediada por p 38,
BMKI/ERKS ( Hann et al, 1997; Kato et al, 1997; Yang et al, 1999; Zetser et al, 1999:;
Zhao et al, 1999). _

Otros genes MADS-box como SRF tienen un papel esencial en la proliferacién
y diferenciacién en respuesta a pfoteinas de suero y tienen una relevancia funcional para
la transcripeién de genes especificos de misculo (Croissant et al, 1993; Soulez et al,
1996). También la funcién de SRF es esencial para la regulacién transcripcional de
numerosos genes inducibles por el factor de crecimiento como el oncogen c-fos y genes
de actina especifica de misculo (Shone & Sharrocks; 1995).

En plantas, ademds de los genes de identidad de Organos florales, hay una gran
cantidad de genes MADS-box cuya funcién no ha sido bién definida (Moon ct al; 1999).
En Arabidopsis thaliana, por lo menos 85 genes de la familia MADS han sido

detectados  (L.eén Martinez  comunicacidn directa). Muchos de estos genes  son



-especificos de 6rganos florales y estdn involucrados en el inicio y el desarrollo de los
Organos florales. Por ejemplo el gen AGL2 y AGI4 se expresan en etapas muy
tempranas del desarrollo (después de que emerge el meristemo inflorescente pero antes
de que aparezca cualquier primordio de érgano) sugiriendo que AGL2 y AGL4
desempeiian un papel importante en los pasos intermedios entre la iniciacién de la
inflorescencia y la iniciacién de los organos florales (Flanagan & Ma; 1994). Otros
genes MADS-box estin involucrados én el desarrollo de la semilla, el Gvulo,
crecimiento vegetativo, desarrolio de la raiz, embriogénesis e inducciones simbidticas
(Mandel et al, 1995; Angenet et al, 1995; Hear & Dunn 1995; Flanagan et al, 1996;
Perry et al, 1996; Buchner & Boutin, 1998 Zhang & Forde, 1998).

Todos estos genes controlan la expresién de genes blanco involucrados en la
formacién de 6rganos, ya sea amplificando los eventos de control de cascada
reguladoras, o por la ejecucién de funciones bioquimicas y estructurales que son

cruciales para la fisiologia y estructura de los érgarios.

Estructura de las proteinas codificadas por genes MADS-box, interacciones y el
modelo del cuarteto.

Las proteinas MADS-box, al igual que los otros factores de transcripcién
eucariontes, presentan una organizacién modular ( Shore et al;1995). Las proteinas
MADS-box en plantas presentan un dominio MADS (M), un dominio (D), un dqminio
similar & la queratina (K) vy un dominio C-terminal (Matl, 1991; Purugganan, 1995;
Theissen 1996).

El dominio o caja MADS presenta una longitud de 186 pb, es la regién mas
conservada de la proteina ( Puruggandn 1995) se encuentra ubicada en la regién N-
~ terminal y puede presentar residuos adicionales (proteinas tipo NMIKC). Este dominio
s responsable de la unién al DNA, formacién de dimeros e interaccién con
componentes accesorios (Til]y,r 1998). Este dominio se une a secuencias consenso
CC(A/TYGG también Hamada fcaja C Ar G que se encuentra en la regién promotora de
muchos genes probablemente regulados por estos factores de transcripcién (Tilly,
1998). ;

El dominio o caja 1, estd formado por 30 aminodcidos, pero es un poco variable
en longitud ( Miinster, 1997; Ma, 1991). En muchas proteinas MADS-box de
Arabidopsis thaliana, este dominio constituyc una clave molecular para la formacion
selectiva de dimeros que se unen al DNA ( Reichman, [997).
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El dominio o caja K y Ia caja I no est4n presentes en ninguna de las proteinas
MADS-box de animales y levaduras hasta ahora conocidas ( Theissen & Seadler, 1995).
Este dominio se caracteriza por presentar dominios hidrofdbicos y se proponc que
pueden formar hélices alifaticas ( Reichman & Meyerowitz; 1997), es posible que esta
region este involucradas en interacciones proteina- proteina ( Ma et al, 1991; Pnueli et al
1991; Thelssen et al, 1995). También s¢ ha demostrado que este dominio se requiere
para interacciones entre proteinas MADS-box (Fan et al, 1997). Empleando el sistema
del doble hibrido se demostré que el dominio o caja K es necesario para las
interacciones entre GLOBOSA y DEFICIENS, las proteinas de la clase B de
Anthirrinum majus (Davies et al; 1997). En otros estudios empleando el mismo sistema
se demostré que AGAMOUS interactiia con AGL2, AGIA4, AGL6 y AGL9 (Fan et al;
1997). Estos resultados indican que las protefnas -MADS—box Interactian con otras
proteinas MADS-box para llevar a cabo sus funciones, en una interaccién mediada por
cajaK.

La regién mas variable, tanto en longitud como en secuencia, es el dominio C-
terminal. La funcién de este dominio es desconocida, pero se ha demostrado que es
indispensable para la unién al DNA y la formacién de dimeros, al menos en proteinas
con funciones homedticas del desarrollo floral (Zachgos et al; 1995). Esta regidn és rica
en aminodcidos dcidos, los cuales son caracteristicos de los dominios de transactivacion.
Empleando el sistema del doble hibrido se demostrd que el gen OsMADSI6, homdlogo
de AP3, contiene un dominio de activacién transcripcional en la regién C-terminal
(Moon et al; 1999).

Se s.abe que todas las protefnas homedticas que determinan funciones
‘homeéticas en Arabidopsis thaliana (API1, AP3, Pi y AG) pueden interactuar in vitro
‘(Reichman et al; 1996). Los ensayos de movilidad electroforética y ¢l sistema del doble
hibrido revelan que la formacién de dimeros de unién al DNA es altamente especifica
(Reichman et al 1996; Davies et al, 1996; Fan et al, 1997). Genéticamente, los genes de
la tuncion B, de Anthirrinum majus y Arabidopsis thaliana como son DEF- GLO y
AP3 y PI respectivamente, intéraccionan con los genes de la funciéon C de PLE
(Anthirrinum majus) y AGAMOUS (Arabidopsis thaliana) para especificar la formacién
de estambres. Lus proteinas de la funcién B no forman dimeros de union al DNA con
proteinas de la funcién C. De hecho, las proteinas de la funcién B forman dimeros de
union al DNA entre ellas ( DEF-GLO o AP3 y PI) pero no con proteinas MADS:box de

otra clase (Reichman ¢t al, 1996; Davies et al 1996). Anteriormente se reportéd que la
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proteina de la funcién C formaba dimeros de unién al DNA con proteinas tipo AGL-2
(Davies et al, 1996; Fan, 1997). La hipotesis era que las proteinas de la funcién C en
Arabidopsis thaliana requerian interaccionar con proteinas tipo AGL-2, sugerencia que
recientemente fue corroborada (Pelaz et al, 2000).

Recientemente, han sido encontradas evidencias sobre la formacién de grandes
complejos multiméricds, entre proteinas con dominio MADS que son relevantes para
resolver el préblema de las interacciones entre protefnas homeéticas florales ( Egea-
Cortines et al; 1999). También se ha reportado interacciones geneticas en Anthirrinum
majus entre SQUAMOSA'(. éenvonélogb de API) y los genes de la funcién B ( GLOBOS
y DEFICIENS). Esta interaccién es necesaria para establecer la filotaxia de los 6rganos
florales ( Egea-Cortines et al; 1999). La interaccién ha sido probada en proteinas,
empleando el sistema del doble hibrido y enséyos de movilidad electroforética done
DEFICIENS, GLOBOSA y SQUAMOSA forman un complejo multimérico. La
afinidad de este complejo por el DNA, difiere de la afinidad de dimeros individuales.
De esta manera se sugiere un modelo, de acuerdo al cual, las protefnas forman un
tetrdmero compuesto por un homodimero SQUA-SQUA vy un heterodimero DEF-GLO.
Dentro de este tetrimero, cada dimero reconoce secuencias diferentes de DNA
denominadas cajas C Ar G ( Egea-Cortines et al; 1999).

La caracterizacién de los complejos multiméricos de proteinas con dominio
MADS puede constituir un gran avance en el entendimiento de las interacciones entre
genes homedticos florales. Por otra parte hay evidencias de que las proteinas con
dominio MADS de Arabidopsis thaliana forman complejos multiméricos que incluyen
proteinas como AGL2. AGL4 y AGL9 ( SEP 1, SEP?2 y SEP 3 respectivamente). Los
dimeros formados incluyen a AP3-PI, SEP3-API, SEP3-AG (Pelaz et al; 2001).

Toda esta informacién ha llevﬁdo ala generacién de un modelo lamado modelo
del coarteto de identidad de organos florales, el cual trata de explicar como la
interaccidn entre proteinas, codificadas por genes homeodticos f’loralés, especifican la
tdentidad de 6rganos en la flor, sin referirse a la funcién homedtica floral (Pelaz et a;
2001).

Para fa simplificacién del modelo se ignora los 6vulos. De esta manera se puede
explicar como son cstablecidas las identidades de los cuatro organos florales: sépalos,
pétalos, estambres y carpelos. Pare; esto se necesita la combinacién dnica de proteinas
homedticas florates. En el caso d¢ Arabidopsis thaliana, esta combinacion se puede
basar en difercntes complejos proteicos. sépalos: API1-API1-7-7; pétalos AP1-AP3-P]
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SEP; eé:tambres AP3-PI-AG-SEP; carpelo AG-SEP-AG-SEP, los compoinentes
desconocido§ se denotan por “?”. Se’ asume que estos complejos proteicos son factores
de transcripcidn, que pueden 'ejefcer su funcién por la unién especifica a genes blanco
los cuales son activados(+) o repﬁmidos(—) de manera adecuada para el desarrollo de las
identidades de los diferentes 6rganos florales. La especificidad de la eleccién de los
genes blanco, puede llevarse a cabo por los cuatro complejos teniendo diferentes
afinidades por pares de secuencias de DNA (probablemente caja C Ar G) y por la
distribucién caracteristica de estos pares de secuencias en la region promotora de los
genes blanco. El antagonismo entre los genes de la funcidén A y C en el modelo ABC,
puede ser explicado por el hecho de que los complejos proteicos que contienen API1
reprimen Ia expresion del gen AG y los complejos que tienen a AG reprimen la

expresion de AP1, estas interacciones podrian ser mas indirectas (Pelaz; 2001).

Verticilio I 2 ' 3 4

'Sépalo Pétalo - Estambre Carpelo

———» >
‘ -AG' —API' -AP1 N
L I=CajuCArG gencs blanco ' genes blanco genes blanco  genes blunco

Fig. 4: Modelo del cuarteto de identidad de érganos florales de Arabidopsis thaliana. Este modelo sugiere que la combinacién
de cuatro proteinas homedticas florales determina la identidad de los cuatro diferentes érganos. Estos complejos proteicos, los
cuales sc asume representan factores de transcripcion, pueden ejercer su funcién uniendose especificamente a los promotores
de los genes blanco, los cuales son activados (+) o reprimidos (-) para el desarrollo adecuado de la identidad de los Organos
florales. La unién ocurre probablmente cajas C Ar G. El antagonismo cntre la funcién A ¥ C podria ser causada por la
represidn de la expresién génica de AG por complejos proteicos que conticnen a AP, De la misma manera los complejos que
poseen AG reprimen la expresién de AP1 (Theissen, 2001)

Regulacion post-transcripcional de los factores de transcripcion codificados por
genes MADS-box.

El tipo mas comin y habitual de modificacién covalente reversible es la
fosforilacién, mediante la cual se regula la actividad de muchas enzimas, protefnas
transportadoras de membrana, factores de lranscripcion y otras proteinas blanco
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(Strayer, 1994). Las protefnas que'catalizan estas reacciones se llaman proteinas cinasas.
‘Una clase de proteinas cinasas ti'ansfiere el grupo fosforilo terminal ( y) del ATP a
residuos especificos de serina y treonina y otra clase los transfiere a residuos de tirosina.
Los aceptores de los grupos fosforilo se encuentran localizados en el interior de las
células donde el ATP es abundante. Las proteinas extracelultes no son reguladas por
fosforilacién reversible (Strayer, 1994). Las proteinas fosfatasas revierten el efecto de
las proteinas cinasas catalizando la hidrélisis de los grupos fosforilo unidos a proteinas.
La cadena lateral que contiene un grupo hidroxilo no modificado se regenera y produce
ortofosfato ( Strayer, 1994).

La fosforilacién es un medio muy efectivo para controlar la actividad de una
proteina por varias razones de tipo termodindmico y cinético por varias razones: (i} Un
grupo fosforilo afiade dos cargas negativas a una proteina modificada, las interacciones
electrostdticas en la protefna no modificada puedeﬁ interrumpirse y otras nuevas pueden
formarse. Estos cambios estructurales pueden alterar fundamentalmente la unién del
sustrato y la actividad catalitica, (ii) un grupo fosforilo puede formar tres puentes de
hidrégeno, la geometria tetraédrica hace a estas interacciones totalmente direccionales.
(iit) la fosforilacién y la defosforilacién pueden tener lugar en un segundo o durante
horas. La cinét{ca se ajustﬁ para encontrar el tiempo necesario del proceso fisiolégico.
(iv) la fosforilacién genera eventos muy amplificados, una sola proteina cinasa activada
puede fosforilar a cientos de protefnas en un intervalo muy corto, ademds una sola
enzima blanco puede transformar una gran cantidad de moléculas en sustrato (Strayer,
1994).

La exposicién de las células a sefiales quimicas extracelulares o a las
modificaciones del ambiente extracetular generan cambios en la expresion de genes que
permiten una adecuada respuesta fisiolégica. Esto ocurre gracias a la integracién de
miltiples vias de sefiales intracelulares que controlan la actividad de factores de
transcripcion. El mecanismo regulador mas comiin, debido a las rapidas alteraciones de
la actividad de los factores de transcripeidn, involucra la fosforilacién y la
defosforilacién de proteinas (Witmarsh & Davis; 2000).

La fosforilacién y defosforilacion de proteinas puede regular la funcion de los
factores de transcripcion por lo menos « través de cinco mecanismos: (1) a través de la
translocacion del citoplasma al nicleo, (ii) marcando los factores de transcripcion para
su degradacion proteolitica, (iii)regulando las interacciones proteina-proteina entre los
factores de (ranscripcion, correguladores y complejo basal de la transcripcidn (iv)
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r.regulando la unién del factor de t_ranscripcién al DNA (v) modificando la estructura de
la cromatina (Witmarsh & Davis; 2000).

Por ejemplo la proteina MADS-box SRF, al igual que otras proteinas de esta
familia, pose una caja MADS necesaria para la unién al DNA, dimerizacién e
interaccién con elementos accesorios ( Shwartz-Sommer et al; 1995). Los homodimeros
de SRF se unen especfﬁcamentc a los elementos de respuesta. al suero SER ( serum
response elements), que es una secuencia gendémica identificada por primera vez en la
region promotora de c-fos. Esta regién SER contiene una secuencia consenso CC(AT)6
G llamada caja CA Ar G y se encuentra en la region promotora de todos los genes
regulados por SRF ( Soulez, 1996),

Recientemente se comprob6 que la treonina 160 ( Thr 160) de Ia caja MADS de
SRF, es fosforilada in vitro, po‘r una proteina cinasa dependiente de caldmodulina
(CaMK 1I) ( Fliik et al; 2000) y e::sta treonina podria estar involucrada directamente en
los contactos de los dimeros se SRF con SER, formando un puente de hidrégeno para
un fosfato de-un residuo de guanina dentro del motivo central de reconocimiento de
SER, ademds de estar involucrada en los contactos de dimerizacién ( Pellegrini et al;
1995). De acuerdo con este modelo estructural,v la fosforilacién de la Treonina 160
podrfa inducir una carga negativa que afectaria la interaccién de SER con SRF ademds
de influenciar las interacciones entre los dimeros de SRF. Se sabe que la mutacién de
Thr-160 por un prolina reduce considerablemente la capacidad de SRF para unirse a
SER (Sharroks et al 1993). Por otra parte, se sugiere un papel regulador de esta
treonina, por estar conservada en todos los homélogos de SRF.

El grado de especificidad de las proteinas cinasas varfa. Las proteinas cinasas
especificas fosforilan a una sola proteina o varias muy parecidas entre si. Las protefnas
cinasas multifuncionales, por otra parte, modifican muchas proteinas blanco diferentes:
tienen un amplio alcance y pueden coordinar diversos procesos. La comparacién de las
secuencias de aminodcidos de muchos centros de fosforilacién demuestran que las
cinasas reconocen secuencias concretas. Por ejemplo.las secuencia consenso reconocida
por la proteina cinasa A es una Arg-Arg- X- Ser Z 6 Arg-Arg-X-Thr-Z donde X es u
residuo pequefio, Z un residuo hidrofébico voluminoso ¥ Serina o treonina como centro
de fosforilacién. No se requiere que la secuencia esté intacta. Por ejemplo, la lisina,
aunque no de un modo tan efectivo, puede sustituir a uno de los residuos de arginina.
Los péptidds SINtéticos cortos que poseen una secuencia consenso son siempre

fosforilados por proteinas cinasas de treonina o serina. Asi, el determinante de la
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especificidad es la secuencia que rodea a los residuos de serina o treonina ( Strayer,
1994), | '

Los péptidos sintéticos cortos, que poseen una secuencia consenso, han sido
empleados en columnas de afinidad para aislar protefnas cinasas especificas
(Woodgett,1991; Ferrar, 1998). Fry et el, describieron el uso de cromatografias de
afinidad con fosfopéptidos, como un procedimiento para purificar fosfatidil-inositol-3-
cinasa en cerebro bovino ( Fry et al ; 1992). Empleando el mismo sistema se ha descrito
la identificacién de los componentes de una cascada de tirosincinasa (Duménli et al;
1997).

Analizando la estructura primaria de los genes MADS-box, se localizaron
varios motivos conservados que median interacciones proteina-proteina, como es el
posible sitio de reconocimiento de protefnas fosfatasas (RXVXT) ( Egloff et al; 1997)
que incluye un posible sitio de fosforilacién (RXXT) ( Theissen et al: 1997). El
principio bioquimico de la columna de afinidad con secuencias consenso se utilizé para
aislar factorés"hcccsorios potenciales que interactiian con proteinas MADS-box como
AGAMOUS, durante el desarrollo floral. De esta manera, por medio de una
cromatografia de afinidad utilizando un decapéptido derivado de un posible sitio de
reconocimiento de fosfatasas y de fosforilacién de la secuencia MADS de AGAMOUS
se purificaran dos proteinas a partir de extracto proteico crudo de flores de Arabidopsis
thaliana, Las proteinas se identificaron como FLOR 1 que pertenece a la-familia de
proteinas con motivos repetidos ricos en leucina { LRR) y VSP que pertenece ala
familia de proteinas de almacenamiento vegetativo con actividad de fosfatasa. La
secuencia N-terminal de FLOR | posee un péptido sefial que puede actuar
pbtencialmenté ‘efi’ €] réconocimiento’ dé membranas, asi ‘cofio un sitio de unién a
nucledtidos. La secuencia de aminodcidos del 77 al 285 contiene 8 regiones repetidas en
tandem ricas en leucina con un tamafio promedio de 24 aminodcidos; diez de los 24
residuos estdn conservados. Ademis la secuencia presenta tres sitios de N-glicosilacion
(Gamboa et al; 2001).

Estructura y funcion de las proteinas LRR.

Las proteinas con motivos répetidos ricos en leucina (L.LRR) fueron descubicrias
en la a-glicorproteina del suero humano (Takahashi et al; 1985)a la fecha mas de cien
LRR han sido dCSCI'IIdb Estas pl‘O[CI[]dS estin presenteq en todos los linajes, desde las
bacterias hasta el hombre ( Kobe & DCI.SCI]hOfBI 1995) e incluyen receptores de

hormonas, receptores con actividad de tirosincinasa, moléculas de adhesién celular,
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factores de virulencia bact‘eriam:l, enzimas y glicorptefnzis de la matriz extracelular.
Todas las LRR parecen estar involucradas en interacciones proteina-proteina, las cuales
son esencnales en procesos como la transduccmn de sefales, adhesion celular
reparacién del DNA, recombmacmn transcnpcnén procesamlento del RNA, remstencna
a enfermedades y nucleacién del hielo ( Matsushima et al; 2000). El niimero de motivos
repetidos ri(‘;os en leucina va de 1 a 33, por ejemplo el PGIb plaquetario y la caoptina
respectivamente. Los motivos repetidos ricos en leucina, pof lo general, est4n repetidos
en tandem. La longitud mas comiin del motivo LRR es de 24 aminoscidos ( Kajava et
al; 1995). También se ha propuesto ( Kobe & Deisenhofer 1994) una secuancia
consenso general para las unidades repetidas ricas en Jleucina que es
xLxxLxI.xxNzxaxxzazzzzazzxzz en la cual “x” significa un residuo varaible, “z”
frecuentemente es un espacio y “a” valina, leucina o isoleucina. Las leucinas son
remplazadas por valinas o 1solcucma,"-la aspara‘fgiria consenso es remi)‘lﬁzad.a algunas
veces por cisteina o treonina. Todas las LRR tienen un motivo altamente conservado
LxxLxLxxNxL ( Kajava, 1998). Recientemente se propuso que las proteinas ILRR
pueden ser divididas en por los menos seis o siete subfamilias, caracterizadas por
diferentes longitudes y secuenciasrconsenso de la parte variable y de las repetidas
(Ohyanagi et al 1997; Kajave, 1998), también se propuso que las partes variables
dificren tridimensionalmente en su estructura ( Kajave, 1998).

En plantas, estas proteinas, juegan un papel fundamental tanto en el desarrollo
como en la dcfensa contra patogenos donde el reconoc1mient0 _especifico es
fundamental EStdS protemas incluyen las PGIPs (protemas inhibidoras de
poligalacturonasa), el producto dé! gen de resistencia R de tomate, el cual confiere
resistencia contra varias razas de hongos (Hammond-Kosack & Jones: 1997), asi como
receptores con actividad de cinasas en Arabidopsis thaliana, tales como ERECTA
(Torii et al, 1996) y CLAVATA (Clark et al; 1997) y posibles receptores de
brasinosteroides (Li & Chory; 1997).

Especificidad de las proteinas LRRs.

~ Las proteinas inhibidoras de poligalacturonasa (PGIP) estdn presentes en la
pared celular de muchas plantas, y pertenccen a la familia de LRR especializadas en el
reconocimiento y rechazo de patégenos (Cervone et al; 1997). En la PGIP de
Phaseollus vulgaris, el dominio comprendido entre el aminodcido 69 al 326 puede
dividirse en 10.5 unidades repetidas en tandem, cadé un derivada de un péptido de 24

- 16 -



' aminoécidos (De Lorenzo et al; 1997). La comparacién entre los motivos LRRs de las
PGIPs con otras proteinas indica que las secuencias despliegan gran similitud, el
ndmero de repeticiones puede variar significativamente entre espécies (Mattei et al ,
2001).

La mayoria de los genes de resistencia contra patégenos codifican proteinas
clasificadas como NBS-LRR por contener un sitio de unién a nucledtidos (nucleotide
binding 'site) y un domino tepétido rico en leucina (LRR) (Ellis & Jonés; 1’993). Los
diferentes genes de este grupo confieren resistencia contra virus, bacterias, oomicentos,
hongos, nemiétodos e insectos. Esta clase de proteinas puede ser subdividida en dos
subgrupos, el primero contiene proteinas que poseen una regiéh N-terminal distintiva,
similar al dominio citopldsmico de la proteina Toll de Drosophila y al receptor de
mterleucina 1. Las proteinas del segundo grupo carecen de esta regién pero pueden
tener una cremallera de leucina o dominio coled-coil ( estructuras secundarlas tipo rizo)
e la region N-terminal (Pan et al; 2000).

Muchas de las variaciones entre los genes de resistencia y sus homologos
ocurren en el dominio LRR pdmcularmen[c en el motivo xxLxLxx dc las unidades
repetidas y ciertas evidencias sugieren que esta regién ha sido blanco de seleccién
diversificadora (Meyeres et al: 1998). En las proteinas LRR candnicas, tales como el
hibidor de ribonucleasa porcina y el inhibidor de ribonucleasa humano (pRI y hRI),
€stos motivos adoptan un estructura tipo f~trand/B--turn, donde las leucinas férman un
ntcleo hidrofébico hacia la proteina y los residuos que flanquean a las leucinas quedan
expucstos e interactiian con su ligando (Kobe & Deisenhofer, 1995: Papageorgiou et al;
1997). En el complejo de la pRI y'su ligando la ribonucleasa A, 26 de los 28 puntos de
contacto involucra aminodcidos de los motivos xxLxLxx, mientras que en un complejo
similar formado por la hRI y Ila Angiogenina, 19 amino4cidos dentro del motivo
xxLxLxx de la hRI establecen un fuerte contacto con la Angiogenina y seis puntos de
contacto ocurren fuera de este motivo. La mayoria de los puentes de hidrogeno y
contactos de van de Waals en los complejos son distintivos, indicando que la habilidad
del hR1 para reconocer diferentes ligandos esta basado en su capacidad para interactuar
con un nimero de caracteristicas tGnicas de ellos ( Papageorgiou et al; 1997).

Recientemente, Leckic et al (1999} demostraron que ¢l aminodcido que confiere
especificidad y afinidad al PGIP por la poligalacturonasa flingica se encuentra en el
motivo conservado xxLxLxx. Un solo cambio de un aminodcido en esta regién confiere

una nueva capacidad de reconocimiento a la PGIP.



Localizacion subcelular de las proteinas LRRs.

~ Las PGlPs presentan grandes similitudes con una clase de proteoglicanos
cxtrac1toplasmlcos de animales llamados SLRPs (small léucine rich proteoglycans), los
cuales incluyen la decorina, biglicano, fibromodulina, lumicano y efiglicano (lozzo,
1997). Las PGIPS y los SERPs comparten muchas propiedades: ella son proteinas
solubles de Ila matriz extracelular (como lo demuestran diferentes métodos de
extraccién), presentan pesos moleculares similares, un nimero similar de LRRS en el
dominio central, asi como la presencia de regiones ricas en cisteina que flanquean a la
region central. Las SLRPs est4n involucradas en el ensamble de la matriz extracelular,
en-la orientacién y ordenamiento de las fibras de colagena durante la ontogenia y en la
recuperacion de procesos patolégicos como la reparacaon tisular. La decorina y qunzas
otras SLRPs regulan en ‘michos niveles la produccién y el ensamble de la matriz
extracelular y de este modo la remodelacién del tejido conectivo (Iozzo, 1997). Las
modificaciones post-traduccionales pueden ocurrir  por diferentes funcionalidades
dentro de la proteina: por ejemplo, han sido reportadas la existencia de muchas SLRPs
‘con una o muchas cadenas de glicosaminoglicanos y diversos patrones de N-
glicosilacién, por lo que esta diversidad de modificaciones post-traduccionales, se
perfila como parte de un papel funcional (lozzo 1997) Por analogia con la funcién de las
SLRPs no se descarta el papel de las PGIPs en el ensamble de ta matriz extracelular y
ptocesos morfogemcos en plantas La pared que rodea alas células vegetales, la cual
puede ser c0n51derada un equlvalente a la matriz extracelular de los tejidos animales, es
una fuente de sefiales que las plantas usan para detectar patégenos y seiiales dentro de la
célula que determinan cuando se produce pared, se construye y es remodelada durante el
crecimiento y la diferenciacion. Recientemente se comprobé que las PGIPs
interaccionan con pectinas metiladas Y que la sobrexpresién de la PGIP de frijol en

plantas de tomate genera morfologfas alteradas ( Bellicampi in Mattei: 2000).

En procariontes, los motivos LRRs han sido identificados previamente en
proteinas de membranas bacterianas gram-positivas (Listeria monocytogenes) asi como
€n proteinas secretoras relacionadas con la patogenicidad de bacterias gram-negativas
como Shigelia flexneri y Yersisinia pestis. Otra protefna con motivos LRRs de bacteria
es la TpLRRR inmunolocalizada en los complejos de peptiodglicanos de Treponema

pallidum y se propone, puede estar involucrada en interacciones proleina-proteina o
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interacciones lipido-proteina que §on n¢cesariaé entre los componentes de la envoltura
celular de la espiroqueta ( Shevchenko et al; 1997).

_ En plantas, la ﬁpi.g:élprqgcina con motivos LRR, de la cual se ha hecho una
localizacién  subcelular, empleando técnicas inmunohistoquimicas es FIL2. Esta
protefna es especifica de flor y se aislé por medio de un ensayo de escritorio diferencial
entre el fenotipo silvestre de Anthirrinum majus y un mutante nulo de DEFICIENS
(Steinmayi‘ et al; 1994). Esta proteina se expresa en tipos celulares especificos de la
floral como papila estigmitica, pared de la antera, excepto en granos de polen y tejido
vascular, ftlamento del estambre y parte superior del tejido de transmisién. La
localizacién subcelular se hizo en el filamento de la antera, 6rgano de la flor cuya
histologia es muy similar a la hoja. E! anticuerpo reconoce a la proteina en la matriz

extracelular. ™. .

- 19 —



FLOR 1, LRR extracelular o intracelular.

Los dominios de LRR de FLOR 1 fueron  comparados con'los dominios LRR de
otras proteinas. En FLOR 1, la region comprendida entre los amino4cidos 70-303, se
encuentran 10 regiones LRR repetidas en tandem con un tamafio de 24 aminodcidos: 9 de
los 24 residuos | estin conservados mostrando la secuencia consenso -
LxxLxxLxxLxLxxxNxLxGxIP - que ha sido reportada como especifica de plantas (Kajava,
1998). La alineacién de los motivos consenso LRR de CLAVATA, ERECTA y FIL2
muestran una gran similitud entre ellas y FLOR 1. Dentro de la regién LRR se encuentra la
region hipervariable xxLxLxx que se ha demostrado da especificidad para interactuar con el
ligando. Las diez regiones hipervariables de FLOR 1 fueron comparadas con las secuencias

......

Anthirrinum majus. Unicamente comparten entre ellas cuatro regiones.

Protein Secuencia consenso LRR
FLOR 1 LXK LXXLXXLXLXXNKLKG -~ - ===~ — — - XIPxx 10
PGIP LXXLEXLxXLALSKNXLXG-~---~-- -~ xIPxx ' 10
PLK5S XX LXK LXK LXXNKLSG- - - - ———~—— XIPxx 21
C£-2.1 LGNLXXLXXLAXLXKNXLKG==———————~ SIPxx 36
Cf-§ LHxXLXXLXxLDLSSNNLXG--~---——— - xIPSx 28
XaZl LxXLXXLXXLDLSSNNLXG--=------—- xIPxx 23
Brll AxXXXHXXLKKLKLEKNKA GG~ = - = = = = XIPxX 25
CLAVATA 1 axxaxXDLXXLXLXXNXLXG-——~-——-——- xIPXx 23
ERECTA XXX LXALX LXK LXG- - - - -~ - = - = XIPxx 20
SLRP AXK LXK LXK LR LRXNK I XK~ == — = — = —— — xIPxx 20
PRI xxxLLxxLxLxxc/NrxLxxxgaxxLLxxaLxx 15

Comparacién de los motivos LRR de FLOR I con otras proteinas LRR. Se coloca una x para cualquier
aminicido, a indica un residuo alifitico (L,LF,V,M), donde la isoleucina es la mas representada y se indica con 1,
Se coloca § para S o T, D para un residue cido (D o E). Cf sonproducto de genes de resistencia de tomate ¥ 4rroz.
RLKS, BR11, CLAVATA y ERECTA son productos de genes relacionados con el desarrollo de Arabidoepsis
thaliana, SLRP  son pequefios proteoglicanos ricos en leucina que incluyen a la decorina, biglicano, fibromodulina,
ostoaderina, apifiglicano y 1a osteoglicano. PRI es ¢l inhibidor de ribonucleasa porcina.

Muchas de¢ las proteinas tipo FLOR 1 son supestamente extracelulares, esto es por la
presencia del peptido sefial responsable de la compartamentalizacién extracelular (Kajava,

1998), cs aqui donde surge la pregunta ; Como puede FLOR 1 interactuar con el factor de
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transcnpcnon AGAMOUS‘? Son varlos los requ131tos que se deben de cumphr para que la
interaccioén in v1tro mostrada por la columna de afinidad entre ambas proteinas ocurra de
manera fisiolégica, una de ellas es la coincidencia espacial y temporal de ambas proteinas
en diferentes tejidos y compaﬂimentos celulares. Los patrones de expresién de AGAMOUS
han sido cuidadosamente documentados (Bowman et al; 1991). En el desarrollo tempfano
de la flor AG se expresa en los primordios del tercer y cuarto verticilio (los cuales dan
origen al estambre y al carpelo), pero no se encuentra en le primordio de sépalos ni de
pétalos. Cuando la flor madura AGAMOUS se expresa solo en tipos cclulares‘especfﬁcos
del estambre y el carpelo. En estambres AGAMOUS se expresa en toda la pared de la antera
pero principalemte en el tapetum y el tejido conectivo y estd ausente en los granos de polen
y el tejido vascular. En el carpelo AGAMOUS se expresa en las células de la papila
estigmatica, placenta, 6vulos pero estd ausente en el tejido de conduccién del septo. Los
resultados de hibridacion in situ para caracterizar los patrones de expresion de FLOR /,
muestran que se expresa en el merisfemd floral, después en el estadio 7 y 8, la expresién de
FLOR 1 es especifica de primordios de estambres y carpeloa y por tltimo, en estadios
avanzados del desarrollo FLOR 1 se expresa en toda la antera excepto los granos de polen,
mientras que en los carpelos la expresién de FLOR 1 se restringe a la placenta y a los
6vulos. De cualquier modo esta informacion es parcial, puesto que buscamos [a interaccién
entre los produéltos de ambos genes y no entre sus mensajeros. En este sentido las técnicas
inmunohistoquimicas se perfilan como las herramientas més adecuadas para establecer la
coincidencia espacial y temporal de los componentes del sistema de interaccién

» Ya que con este sistema, en asociacién con estudios bioquimicos vy fisiolégicos se pueden
establecer los patrones de acumulacién espacial y temporal de las protefnas durante la

diferenciacion tisular.
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Material y Métodos.

Especie de estudio: Arabidopsis thaliana ( ecotipo Columbia)
Descripcién de la anatomia y desarrollo del estambre de Arabidopsis thaliana.

Los procesos reproductivos masculinos en las angiospermas tienen lugar en el
estambre (Esau, 1977). Este sistema organogréfico esporofitico contiene células diploides
que sufren meiosis y producen esporas haploides masculinas o microesporas. Las
microesporas se dividen mitéticamente y se diferencian en un gametofito masculino o
grano de polen (Goldberg et al, 1993).

Los etdmbres constan de dos partes morfolégicamente distintas, la antera y el
filamento. El filamento es un tubo de tejido vascular que ancla al estambre con el
receptdculo de la flor y sirve como conductor de agua y nutrientes. La antera contiene tejido
vegetativo y tejido reproductivo que son responsables de producir y liberar los granos de
polen para llevar a cabo la polinizaci6n de la planta (Goldberg et al, 1993).

El desarrollo de la antera puede dividirse en dos fases generales. Durante la primera
fase se establece la morfologia de la antera, ocurre una diferenciacién celular y tisular y la
c€lula madre de la microespora sufre meiosis, al final de esta fasé la anfera contiene la
mayoria de los tejidos especializados y las tétradas de polen est4n presentes en el léculo de
la antera. En la fase dos los granos de polen se diferencian , el filamento se alarga, se lleva
a cabo la diferenciacion tisular, ocurre la dehiscencia y se libera el grano de polen
(Goldberg et al, 1993),

En Arabidopsis thaliana los primordios de los seis estambres se forman en el
estadio 5 por divisiones periclinales de la subepidermis. En el estadio 8 hay un
engrosamiento y en ¢l estadio 8 los Ioculos ya son aparentes. Los tejidos altamente
diferenciados I]evan a cabo func:ioneb no reproductivas por ejemplo el soporte y la
dehiscencia (Goldberg et al 1993) El tejldo no reproductivo 1nc]uyc la epidermis,

endotecio, tapetum, tejido conectivo, capas medias, y haces vasculares (Esau, 1977).
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Células y/o tejidos de la antera - | Principal funcién (*}

Tejido conectivo Conecta a la antera con el filamento;

estructura y morfologia.

Endofccio " 1 Estructura, soporte y dehiscencia.

Epidermis ' | Estructura y soporte; dehiscencia.

Microesporas Desarrollo del grano de polen y células
espermaéticas,

Capas medias Estructura y soporte; dehiscencia.

Estomio ... |Dehiscencia.

Tejrdo vascular ' Conexién entre la-antera, el filamento y la

flor; abastecimiento de agua y nutrientes.

(*) Tomado de Esau (1977). .

Descripcién de la formacién de la pared de la antera Yy microesporogénesis de
Arabidopsis thaliana.

La microesporogénesis de Arabidopsis thaliana presenta el patrén tipico de las
dicotiledoneas (Misra, 1962;- Bhandari,- 1984; Sanders et al; 1999). En el estadio 7 del
desarrollo floral de Arabidopsis thaliana, las células hipodérmicas se expanden radialmente
y se diferencian en células arquesporiales (Sanders et al; 1999). Las células arquesporiales
sufren divisiones periclinales y dan origen a una capa externa de células parietales
primarias y una capa de células ésporégenas primarias. Después en las subsecuentes
divisiones periclinales y anticlinales se forman dos capas de células parietales secundarias.
Las capas internas de las células parietales secundarias se diferencian en tapetum, mientras
que la capa externa de células parietales secundarias sufre una o mas divisiones periclinales
que forman el endotecio y las capas medias. Al mismo tiempo, las células esporégenas

primarias se diferéncian en imicroesporocitos o célulus madres del polen y estas empiezan a
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aislarse unas de otras por la deposicién de calosa sobre la pared y sufren meiosis para
generar las microesporas (Owen & Makaroff 1995).
Descripcion de la apatomia y del desarrollo del carpelo de Arabidopsis thaliana.

El carpelo o pistilo madure de Arabidopsis thaliana esta constituido por tres partes:
el ovario que es la base~del pistilo; ¢l cual ‘coitiene 1os évulos y estos 4 'su vez se
diferencian en frutos después de la fertilizacién; el estilo, que es una extensién de tejido a
través del cual se desarrolla el tubo polinico hacia el 6vulo; y el estigma, que se encuentra
en la region distal del estilo, donde el grano del polen se adhiere y germina (Esau, 1977).

Durante las primeras etapas del desarrollo del carpelo ocurre la determinacién
celular en la parte central del meristemo floral. En la segunda fase, ocurre la diferenciacién
celular y de esta manera los carpelos adquieren forma de una ciipula superficial. En la
tercera fase se forman dos columnas longitudinales que dan al carpelo la forma de un
cdntaro con una abertura adaxial. Los 16culos del carpelo se unan en sus margenes y se
fusionan. Seguida de la fusién de los margenes, los 6vulos se forman en la placenta
(Raghavan, 1997).

El carpelo comparte tejidos con el cuerpo vegetativo de la planta, que son necesarios
para el soporte, nutricién y proteccién. Estos tejidos incluyen el de reserva, el vascular y la
epidermis. Sin embargo, los tejidos .mas interesantes para estudiar son los intrinsecos del
carpelo, como son el tejido estigmatico y el de conduccién (Gasser et al; 1993). Estos
tejidos son responsables de capturar el grano de polen y facilitar el paso del tubo polinico a
los 6vulos respectivamente (Esau, 1977). Las células del tejido de transmisién estdn
orgamzddas en ﬁlas vertlcaleq umdas entre si por unlones tlpo pldsmodesmos {Gasser et al;
1993) Estas celulas son altdmentc secretoras y la presencia de una secrecién musilaginosa
al igual que la matriz estilar son atributos del tejido estilar altamente diferenciados. En
Arabidopsis thaliana, ¢l tracto de transmisién se extiende a lo largo de la regidn estilar y
del septo facilitando al tubo polinico acceder a los évulos (Gasser et al, 1993).

La regidn superior del estilo se diferencia en una estructura altamente secretora: el
estigma. Este proceso incluye la proliferacién celular, la existencia de células epidérmicas
de varias longitudes dentro de la papila, y la secrecién de compuestos involucrados en el
rechazo del polen incompatible o promover la germinacién de! polen compatible (Bouman

’

1984). Las secreciones también tienen propiedades adhesivas que facilitan la captura del
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grano de polen del aire o los animales polinizadores. El tejido estigmatico es contiguo con
‘el tejido de transmision, proveyendo una ruta ininterrumpida para el crecimiento del tubo
polinico ( Gasser et al; 1993).

Los 6vulos residen en el ovario y estos, por si solos, constituyen una estructura muy
compleja donde se Hevan a cabo los procesos de megaesporogénesis y megagametogénesis.
Estos procesos han sido ya descritos en muchos reportes y revisiones (Misra, 1962; Reiser
& Fisher. 1993; Schneitz et al, 1995; Angenet & Colombo, 1996; Drews et al, 1998: Gasser
et al, 1998; Grossinklaus & Schneitz 1998; Schneitz et al, 1998). Arabidopsis thaliana
posee un 6vulo bitégmico y tenuinucelado, que aparece sobre la placenta del ovario, en el
estadio 10 del desarrolio floral. En el estadio 10 y 11 se forma una célula arqueporial a
partir de una sola célula hipodérmica en la punta del primordio del 6vulo, siendo més
prominente que las células vecinas por su gran tamaiio, citoplasma denso y niicleo
conspicuo.. En Arabidopsis thaligna |a céhild arqueporial ‘se elonga longitﬁdiﬁalménte y se
polariza diferencidndose directamente en una célula madre de la megaespora (Willemse,
1981; Grossinklaus & Schneitz, 1998). La célula madre de la megaespora sufre meiosis y
genera una étrada donde la megaespora calazal se convierte en una megaespora funcional,
mientras que las tres esporas de la regién micropilar sufren una muerte celular programada
(Webb & Gunning 1990). Inmediatamente (_IL:B la c€lula arquesporial se hace visible, se
forma el integumento externo e interno a partir de las células epidermales de la base de la
nucela. El integumento externo envuelve al integumento interno y el interno envuelve a la
nucela, en la cual se desarrolla el megagametofito o saco embrlonarlo En eI estadm 13 del
desarrollo floral, la Cdpd de células dcl 1nlggumento interno se diferencia en un endotelio
nutritivo y la nucela es reabsorbida (Yang et al; 1999).

Produccion de anticuerpos policlonales ¢ inmunolcalizacién

El procedimeinto de la inmunolocalizacion involucra: la obtencién del anticuerpo,
preparacién del especfmen,‘ incubacién del especimen con el anticuerpo primario, remover
los anticuerpos que se pegaron de manera inespecifica y la localizacién de los anticuerpos
que se unierdn inespecificamente. ’

Durante las dos décadas pasadas, los métodos inmunoldgicos de laboratorio se
(,onvnucron en una hc:mmlcnta poderosa en biologia celular y bioquimica. La crecicnte

lmpor[dncm de las mmunoglobulmds cn investigaciones celulares, viene de la gran cantidad



de articulos publicados en Juornal of Cell Bic;logy, en los cuales, los anticuerpos fueron
usados para resolver problemas que hubieran sido dificil o imposible de responder por otro
método. En 1970 solo el 1% de los trabajos realizados emplearon métodos inmunolégicos,
en 1980 el 30 % y el 70% para 1990. Las técnicas inmunolégicas gozan de una amplia
aplicacién en investigaciones celuiares debido a su alta especifiéidad y sensibilidad, lo cual
permite la deteccion selectiva, aislamiento y cuantificacién de moleculas a niveles menores
de nanogramos. La ventaja principal de los anticuerpos es que pueden ser producidos
virtualmente contra cualquier molécula con un Mr menor a 1000, siempre y cuando se
presenten de manera adecuada al sistema inmune.

Léas técnicas dependientes de anticuerpos que mis frecuentemente se usan en
biologia celular son: (i) visualizacién de macromoleculas en tejidos y células por técnicas
.inmunochistoquimicas, (ii) identificacién de proteinas en electroferogramas por técnicas de
inmunoblotting, (iii) aislamiento de prbtel’nas por inmunoprecipitacién y (iv) determinacién
cuantittativa de proteinas por inmunoensayo. Otras técnicas inmunolégicas importantes en
biologia celular, es la microinyeccién de anticuerpos a células para bloquear la actvidad de
proteinas individuales, sus ensambles supramolecul‘ares y €l uso de anticuerpos en el
estudio de interaccion para mapeo y definicién de sitios funcionales en proteinas.

El éxito de las aproximaciones inmunolégicas, estd basado en gran parte es la
especificidad, reactividad cruzada y afinidad de los anticuerpos disponibles. Dependiendo
de la pregunta que se quiere responder, uno sebe tomar ciertas decisiones con respecto al
antigeno emplcando para inmunizacién y los procedimientos para titular y medir la

especificidad de los anticuerpos producidos.



Esquema general de la produccién de anticuerpos policlonales e inmunolocalizacién

de FLOR 1 en diferentes etapas del desarrollo floral de Arabidopsis thaliana.

' Purificaéic')'n' de 1 gr de proteina FLOR 1 émplendo un columna de afinidad
(Apéndice-1). '

v

Corrimiento de geles de acriliamida y cortado de bandas para emulsificarlas con’
Adyuvante de Freund (Apéndice-2).

. A\ 4
Aplicacién del protocolo rutinario de inmunizacion de conejos por via escapular
(Apérg;lice-S).

Sacrificio, desangramiento y almacenamiento del suero (Apéndice-4)

Purificacion de la fraccion gama-globulinica por precipitacion con sulfato de
amonio (Apéndice-5)

\ 4

Titulacién del anticuerpo y pruebas de reactividad cruzada del por dot-blotting vy
Western blotting respectivamente (Apéndice-6)

A 4
Fijacion e inclusion de tas muestras { fiores de Arabidopsis thaliana) en parafina
(Apéndice-7)

v

Inmunolocalizacion de FLOR 1 en diferentes etapas del desarrollo floral
empleando el sistema de deteccion ABC (DAKO) (Apéndice-8)
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Resultados (caracterizaciéfl &el 'anticilerpo poliélonal contra FLOR 1)

[‘lgura 1. Caracterizacién del anticuerpo contra FLOR |.

" (A) Pruebas de reactividad cruzada por Western blotting emplendo extracto crudo de flores
e inflorescencias de Arabidopsis thaliana, proteina recombinante expresada en E. coli,
y proteina recombinante purificada con la columna de NiNta.

* (B) Control negativo, donde los tres extractos anteriores fueron incubados con suero
preinmune.

(€) Tiwlacién del anticuerpo con proteina FLOR | punificadsa a paritr de la columna de
afinidad que posee el decapéptido derivado del dominio MADS de AGAMOUS.



Resultados (caracterizacion del anticuerpo policlonal contra FLOR 1)

Titulacién y pruebas de reactividad cruzada del anticuerpo contra la
proteina FLOR 1.

La fraccién gamma-globulinica del suero de la coneja, que fue inoculada con la
proteina FLORI, se obtuvo mediante el protocolo de precipitacién con sulfato de amonio,
despiies de la éplfcabiéﬁ de las trcs'inyecciones poténciadoras emplelando como fuente de
antigeno la proteina purificada a partir de la columna de afinidad que posee el decapéptido
derivado la caja MADS de AGAMOUS. La titulacién del anticuerpo y la prueba de
especificidad del suero se hizo por dot blotting y Western blotting respectivamente (Fig. 1)

Para la titulacién del anticuerpo se emplearon diferentes concentraciones de
proteinas adsorvida en nitrocelulosa e incubadas con diferentes diluciones del anticuerpo.
En la figural-C la muestra i corresponde a 10 ng y la muestra 2 a 100 ng de proteina
incubadas con un anticuerpo én una dilucién 1: 500, por otra parte las muestras 3 y 4
corresponden a 10 y 100 ng respectivamente de proteina incubadas con anticuerpo diluido
1:1000. En experimentos no mostrados se corrobord que el anticuerpo reconoce 100 n g de
proteina en una dilucion 1:2000. E! anticuerpo tine un alto grado de especificidad como lo
muestran las pruebas de reactividad cruzada, empleando Western blotting. En este caso se
corrieron tres extractos proteicos diferentes, en la figura 1 A se muestra un extracto crudo
de proteinas de flores e inflorescencias de Arabidopsis thaliana, en la figura A2 un
extracto crudo de Escherichia coli con la capacidad de expresar a la protefna recombinante
de FLOR T yen la figura A 3 la proteina recombinante purificada a partir de una columna
de NiNta. En los tres caéos las muestras fueron incubadas con el anticuerpo contra FLOR |
en una dilucién 1:500: y reveladas por medio del sitema de inmunodcteccion ECL
(Amersham). El  anticuerpo tiene la capacidad de reconocer solo una banda de
aproximadamente 38 KDa que coincide con el peso molecular de la proteina FLOR I,
Como control negativo (Fig. 1-B 1,2 y 3). Los tres extractos proteicos se incubaron con
suero preinmune y revelados bajo las mismas condiciones. En niﬁguno de los tres extractos
¢s reconocida ninguna banda, lo que revela, que previo a la inoculacién, la coneja no habia
generado anticuerpos contra FLOR | u otra proteina que presentara algun epitope

compartido, mostrandose asi  la alta especifidad del anticuerpo.
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Resultados (inmunolocalizacion de FLOR 1 en diferentes etapas del desarrollo
floral),

Para poder investigar la distribucién de FLOR .1, se hicieron estudios de
inmunolocalizacién sobre cortes de flores e inflorescencias de Arabdiospsis thaliana en
diferentes etapas del desarrollo floral. Para este fin las muestras fueron fijadas e
incluidas en parafina, como esté descrito en materiales y métodos. Los diferentes cortes
fueron incubados con el anticuerpo primario ( previamente caracterizado) y se

revelaron con anticuerpos secundarios biotinilado.

Figura 1. Distribucién de FLOR 1 durante las etapas tempranas del desarrollo floral,
(A) Corte longitudinal de meristemo inflorescente ( estadio 1).(40x)
(B) Control negativo.(40X)

(C) Corte longitudinal de un primordio floral cuando aparecen los primordios florales.
(estadio4)(40XD)

Nota: Los controles negativos fueron incubados con suero preinmune.

Abreviaciones: im: meristemo inflorescente, sa, sépalos adaxiales; sb, sépalos abaxiales
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Figura 3. Distribucién de FLOR 1 a lo largo del desarrollo de la pared de la antera.
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(A) Corte longltudmal de antera, estad:o 6 del desarrollo dc la pared de la dntera donde
las células- esporogenas pnmarlas se dlferencxan en un mlcropesporocno 0 célula
madre del polen, y estas se afslan entre si por la deposicién de calosa en la pared
celular (10 x). |

(B) Corte longtudinal de aﬁtera, estadio 7 del desarrollo de la pared de la antera, la
cé€lula madre del polen sufre meiosis, generando una tétrada de microesporas (40x).

(C) Corte longitudinal de la antera, en el estadio 8 del desarrollo de la pared de la antera,
la calosa que rodea a la tétrada es reabsorbida, liberando una microespora
individual, concomitantemente el tapetum aparece binucleado y las microesporas -
estan libres en el saco polinico (40x).

(D) Control neg;d.tivo (40.x). ) ‘

Abreviaturas: se, sépalo; p, polen, pa, pared de la antera; cmp, célula madre del polen,

pe, pétalo; en, endotecio; t, tapetum, m, capas medias, e, epidermis,
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Figura 4. Expresion de FLOR 1 en tipos celulares especificos del carpelo
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(A) Inmunolocalizacién de FLOR1 en cortes longitudinales de évulos (40x).

(B) Inmunolocalizacién de FLOR 1 en cortes longitudinal del tejido de conduccién del
septo y los 6vulos (40x).

(C) Inmunolocalizacién de FLOR 1, se aprecia la papila estiginética (40x).

(D) Control negativo de corte loﬁgitudinal de 6vulos (40x).

(E) Control negativo de corte longitudinal de papila estigmatica (40x).

Abreviaturas: o, 6vulo, tt, tejido de transmisién, sp, papila estigmatica, es, estigma, tts,

tejido de transmision del septo, tm, tejido marginal, p, placenta,
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Localizacién de FLOR 1 durante estadios tempranos del desarrollo floral.
Durante'etapais tempranas del desarrollo floral, FLOR 1, se expresa en el
meristemo inflorescente, preferencialmente en las regiones de la L1, L2 (tdnica) y un
poco L3 (corpus), asi como en las regiones periféricas del meristemo que dan origen al
meristemo floral (Figura 1), Conforme avanza el desarrollo FLOR 1| se expresa en el
domo central del meristemo floral, regién que dard origen a estambres y carpelos,
también en los primordios de sépalos, tanto adaxiales como abaxiales (Figura 1C). En
datos no mostrados se observé que FLOR 1| no se expresa en ninguna etapa del
desarrollo de los pétatos. En etapas posteriores del desarrollo del carpelo, previo ala
formacion del évulo, las divisiones celulares anticlinales de la L1 y L2 generan un
alineamiento con una apariencia muy uniforme , en la zona central de la invaginacién,
en las células de organizacién tabicada [a expresién de FLOR | es generﬁlizada (Figura
2 AB), posteriormente, las divisiones periclinales de las células subepidermicas dirigen
la invaginacion central ( mostrada por flechas) que marcan el inicio de la formacién del
Ovulo y de | septo (Figura 2 DE), en este estadio FLOR | se expresa en el septo
incipiente, en los primordios de évulo y en la placenta, en esta zoné la marca es

preferencialmente nuclear (Figura 2 ).

Localizacion de FLOR 1 durante la formacién de la pared de la antera y el
desarrollo del microgametofito.

La microesporogénesis del fenotipo silvestre de Arabidopsis thaliana, sigue el
patrdén tipico de las dicotiledoneas. En el estadio 7 del desarrollo floral y 2 del
desarrollo de la antera, las células hipodermales se expanden radialmente y se
diferencian en una célula arquesporial, En ¢l estadio tres del desarrollo de Ia antera las
células arquesporiales sufren divisiones periclinales y dan origen a una capa interna de
células de tejido espordgeno primario y una capa externa de células parictales primarias.
En el estadio 4 del desarrolio de la antera las divisiones periclinales subsccuentes
forman dos capas de células parietales secundarias. En el estadio S del desarrollo de ta
antera, las células parietales internas se diferencian cn un tapetum , mientras que las

células parictales externas sufren mas de una divisién periclinal para formar ci

- 35 —



endotecio y las capas medias. A lo largo de estos procesos FLOR 1 se expresa de
manera generalizada en el primordio del estambre (datos no mostrados). En el estadio 6
del desarrollo de la pared de la antera, las célula espordgenas primarias se diferencian
en un mocroesporocito o célula madre del polen y estas se afslan entre si por el
depdsito de calosa en la pared celular, en este estadio FLOR 1 se expresa en epidermis,
endotecio, capas media y taptum, ﬁero no en la cétula madre del polen (Figura 3 A).
Posteriorménte, el estadio 7 del.desarrollo de la antera, las células madres del polen
sufren meiosis generando una tétrada de microespora, FLOR 1 se localiza en tejido
vegetativo pero no en la tétrada ( Figura 3 B) y por dltimo en el estadio 8 la calosa que
rodea al la tétrada es reabsorbida liberando una microespora individual, en este estadio
FLOR 1 se expresa de manera preferencial en el citoplasma del tapetum, y disminuye su
expresion en los otros tejidos de la pared de la antera, en este momento se puede
apreciar la naturaleza binuclada del tapetum, tefiido solo por la hematoxilina.( Figura
3C). De esta manera FLOR 1 se expresa en el tejido vegetativo de la antera pero nunca
en el microgametofito. En etapas posteriores del desarrollo del microgametofito, la
microespora Sﬁfré mitosis para formar el niicleo vegetativo y ¢l nicleo generativo,
ademds de que el grano de polen desarrollo sus ornamentaciones tipicas, finalmente
ocurre la dehiscencia de la antera y se libera un grano de polen funcional, FLOR | sigue
¢l mismo patron ( datos no mostrados) en el que se expresa solo en tejido vegetativo

pero nunca en el grano de polen en desarrollo.

Localizacién de FLOR 1 en tejidos especificos del carpelo.

El carpelo maduro de Arabidopsis thaliana esta constituido por tres partes: el
ovario, en la regién basal, que contiene los évulos y estos a su vez se diferencian en
frutos y semilias después de la f’ertiliiacién; el estilo, que éonformn una cxtension de
tejido, a través del ovario, por el cual de desarrolla el tubo polinico hacia el évulo y por
iltimo, el estigma que se encuentra en la regién distal del estilo donde se adhiere el
grano de polen y germina. El carpelo comparte tejido con cl cucrpo vegelativo de la
planta, que son necesarios para el soporte, proteccién y nutricién, ¢stos tejidos incluyen
los de reserva, vascular y epiderniis sin embargo, los tcjidos mds interesantes son los
intrinsecos del carpelo, como el estigmdtico, ¢l de conduccién y Cestructuras éomplcjns
como los dvulos.

FLOR | se expresa cn lipos.cclularcs especiticos del carpelo como los dvulos.
unidad organogrilica donde se levan a cabo los procesos de la megacsporogénesis. en
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este 6rgano la expresién es generalizada ( Figura 4 A), en la regién de la placenta, la
marca es preferentemente nuclear.

El tejido de transmisién se extiende por la regién estilar y a lo largo del septo,
facilitando al polen acceder a los 6vulos. FLOR 1 se expresa en el tejido de trénsmisién
del estilo, en el tejido de los margenes del septo, que posee la misma naturaleza celular
de la placenta ( sitio donde si se expresa FLOR 1), pero no en el tejido de transmisién
del septo ( Figura 4B). Por iltimo FLOR 1 también se expresa en la papila estigmadtica
(Figura 4C), cuya principal funcién es la secrecién de compuestos involucrados en el

rechazo del polen incompatible, o promover la germinacién del polen compatible.
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Discusion. _ |

Los datos arrojados por la caracterizacién de los anticuerpos, sugieren que FLOR 1 es
una proteina altamente antigénica. Esto es por la potencia del reconocimiento del
anticuerpo ( puede reconocer 100 ng de proteina en una dilucién 1:2000 y 5 ng de
proteina en una dilucién 1:1000) y por su alto grado de especificidad, solo reconoce una
baﬁda de 38 KDa en un extracto proteico crudo de flores ¢ inflorescencias de
Arabidopsis thaliana y la protefna recombinante expresada en E. coli , tanto en extracto
crudo de bacteria-como la proteina purificada por la columna de NiNta. Esto es una
evidencia indirecta de que los epitopes, contra los cuales se crearon los anticuerpos son
muy especificos, Y no se encuentran en otras proteinas del extracto crudo de plantas ni
de bacterias, 2 menos que existan isoformas con pesos moleculares iguales y diferencias
muy sutiles que no los anticuerpos no puedan deterctar. Por otra parte se debe tomar en
cuenta que estamos trabajando con un suero policlonal donde diferentes clonas de
linfocitos generan anticuerpos contra diferentes sitios de la proteina. Se estima que una
proteina del tamafio de FLOR 1 genere anticuerpos contra 4 o 5 sitios de toda la
proteina. Todas estas caracteristicas perfilan 2a FLOR 1 como una herramienta confiable
en técnicas inmunohistoquimicas

Regulacion de la expresién genética de FLOR 1 ( coincidencia espacial y
temporal del mRNA y la proteiné en diferentes tipos celulares).

Las técnicas inmunchistoquimicas en conjugacién con la localizacién del
mRNA, nos permiten determinar si la traduccién de los transcritos es
contranscripcional, o bien, si existen tejidos o tipos celulares que actiien como
reservorios de mRNA, que no se traducen en el momento de su transcripeiodn, sino en
estadios posteriores del desarrollo, tal como ocurre con muchas proteinas involucradas
en  procesos morfogénicos. El patrén de expresién de FLOR / fue determinado por
hibridacién in situ empleando cortes histolégicos. Tanto el mRNA de FLOR 1 como la
proteina se expresan en etapas tempranas del desarrolio floral; cuando emerge el
meristemo inflorescente. FLOR | se localiza preferentemente en los derivados
histol6gicos de la tinica (L1 y L2) y menos en el corpus (L3}, mientras que cl
mensajero se localiza preferentemente en el corpus. En etapas posterior_es del desarrollo,
cuando emerge el meristemo floral y aparecen los primordios de los organos, ¢l mRNA
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y la proteina, se localizan de manera generalizada en los primordios del tercer y cuarto
verticilio (estambres. y carpelos respectivamente). Posteriormente cuando ocurre la
diferenciacién tisular de las estructuras reproductivas, ambas moléculas se restrin gen a

tipos celulares especificos, definidos en la si guiente tabla.

ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO FLORAL.

Estructura mMRNA Proteina
Meristemo Apical (SAM)

Tinica (L1, L2) - +
Corpus (L.3) + +

Meristemo Floral

Primordio de sépalo - +

Primordio de pétalo - -

Primordio de estambre + +

Primordio de carpelo + T

ESTAMBRE.

Tejido mRNA Proteina

Tejido conectivo + +
Endotecio : + ) ‘ +
Epidermis + +

Microesporocito - -

Tétrada - -

Microgametofito maduro - -

Capas medias : ' + +
Tapetum + +
Filamento de la antera ' + b

*: la marca aparece generalizada cxcepto en el tejido vascular, donde no hay marca.
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CARPELO

Tejido mRNA Proteina

Pared del ovario _ . + +
Placenta + +
Ovulo + +
Papila estigmdtica - +
Tejido de conduccién del septo - -
Estigma . + +

De acuerdo a estos resultados tanto el mensajero como la proteina se expresan en
diferentes tipos celulares con diversos grados de diferenciacion, por lo que no es una
protefna de un tipo celulares especifico. Por otra parte FLOR 1 se traduce y se transcribe
concomitantemente a lo largo del desarrolio, es decir, que la traduccién ocurre en e
mismo tipos celulares que se transcribe el mensajero, excepto en las tres capas clonales
del meristemo inflorescente, donde la expresién del mensajero se observa en el corpus
pero no en la tinica, sin embargo el anticuerpo revela como positivo en la tinica. Se ha
descrito previamente ( Rinne & van der Shoot 1999) que en el meristemo, las células
cstan interconectadas entre s, via plasmodesmos, que pueden ser utilizados para el
intercambio dc moléculas. Estas células pueden actuar como un sincicio con citoplasma
continuo llamado sinplasma. Inyectando tinciones marcadoras en las capas externas, se
ha determinado que existe una un campo simpldsmico que podria restringir la difusion
de moléculas morfégenas, a sus respectivos limites. De esta manera FLOR 1 podria se
catalogada como una proteina morfégena cuyo mensajero se expresa preferencialmente
en el corpus, ahi se traduce y es exportada a las capas L1 y L2, via plasmodesmos,
donde solo se almacena FLOR | pero no se transcribe su mensajero. Otro tejido donde
el anticuerpo revela como positivo y no hay expresion del mRNA es en la papila
estigmdtica, esto puede obedecer a dos razones: la primera es que exista una reaccion
cruzada del anticuerpo con una molécula muy similar a FLOR | y la sonda de RNA sca
lo suficientemente sensible para no hibridar, y por otra parte, se sabe que las células de
la papila estigmdtica poseen muchas vacuolas y los espacios citoplasmicos son muy

pequeiios, por o que el sistema de amplificacion del anticuerpo secundario acoplado a
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peroxidasa y rebelado con diamino-bencidin, sea mas sensible que el sisterna de
amplificacién del sistema de hibridacién in situ. Otro sitio donde no se expresa el
mensajero y el anticuerpo revela como positivo es en los sépalos. El anticuerpo contra
FLOR 1 reconoce una protel’na: que . se expresa desde etapas muy tempranas del
desarrollo de los sépalos, desde que estos emergen del meristemo floral, hasta estado
tardios. Esto sugiere que puede existir una protefn.a con caracteristicas estructurales muy
similares a FLOR 1 y por lo taﬁto comparten epitopes reconocidos ‘por el anticuerpo,
pero tienen diferentes funciones al expresarse en tipos celulares distintos.

Posibles escenarios de interaccién entre AGAMOUS y FLOR 1 in planta.

El objetivo de la tesis fue la produccién de anticuerpos policlonales contra
FLOR 1 para establecer el patrén de expresion de la proteina, compararios con los
patrones de expresion reportados previamente para AGAMOUS y establecer de manera

~ preliminar el posnble escenario celular donde interactian FLOR | y AGAMOUS en las
diferentes etapas del desarrollo ﬂoral. Los patrones de expresién de AGAMOUS fueron
reportados detalladamente por Bowman en 1991. AG, se detecta desde el estadio 3 del
desarrollo floral, en la regién central del domo del meristemo floral, que posteriormente
da origen al tercer y cuarto verticilio. Del estadio 4 al 7 cuando los organos empiezan a
emerger, AG se acumula en los primordios de estambres y carpelos. Cuando se lleva a
cabo la diferenciacién tisular del estambre y el carpelo, AG se expresa en tipos celulares
especificos de ambos 6rganos. En el estadio 9, AG se expresa en la pared del ovario y en
los primordios de 6vulos. En el estadio 12, AG se expresa en la papila estigmética,
6vulo, estilo, pared del ovario 'y placenta. Cuando la fertilizacion ocurre AG se detecta
en el endotelio, que conforma las caipas celulares que rodean al saco embrionario, pero
no se expresa en el saco embrionario ni en el integumento. En la antera madura AG se
cxpresa en la pared de la antera ( epidermis, endotecio, capas medias, taptum) pero
nunca en el grano de polen. De est'l manera los sitios donde coinciden ambas proteinas
son: en estadios tempranos del desarrollo floral, en el estadio 3, en la regidn del domo
del meristemo floral que da origen a estambres y carpelos, en el estadio 4 al 7 en los
primordios de ambos érganos, en estadios avanzados del carpelo en la papila
estigmitica, en los primordios de vulos, en la placenta, en el estilo y la pared del
ovario. En la antera ambas prdieinas coinciden en todos los fejidos de la pared de la

anlera, pero preferencialmente en tapetum.
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Figura 5. Tipos celulares del estambre y del carpelo donde coinciden FLOR 1 y
AGAMOUS en estadios tardios de! desarrollo floral; pe, papila estigmdtica; o, évulo; pl,

placenta; es, estilo; pa, pared de la antera.

FLOR 1 extracelular o intracelular?

. El principal criterio para establecer la localizaci6n de las proteinas con motivos
repetidos ricos en leucina, es la presencia de ciertas secuencias consenso dentro de la
estructura primaria y fueron establecidas por Kajave (1998) como dogmitica. La
secuencia consenso responsable de la localizacién extracelular de las proteinas LRR
especificas de plantas es: LXXLxxLxLxxNxL t/s GxIPxxLGx, misma que se encuentra
en FLOR 1. Alguna de las proteinias quie presentan esta secuencia son: CLAVATA, una

proteina con actividad de cinasa de Arabidopsis thaliana; la proteina inhibidora de
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“poligalacturonasa de Phaseollus vulgaris; y el producto de gen FIL 2 de Anthirrinum
majus. Esta ultima, es la tnica protefna especifica de flor, con motivos repetidos ricos
en leucina, de la que se.cuenta_con inmunohistoquimica .como herramienta para
caracterizar su localizacién subcelular. EIl principal cuestionamiento es la
inmunohistoquimica hecha sélo en el filamento de la antera, cuyos tejidos son rriuy
similares al de los organos vegetafivos donde se expresan LRRs con motivos
compartidos que se han determirpado como proteinas extracelulares por medio de
estrategias bioquimicas ( ¢j, el inhibidor de poligalacturonasa del Phaseollus vulgaris),
por lo tanto es muy factible una reaccién cruzada de los anticuerpos empleados. En este
trabajo presentamos evidencias de la localizacién subcelular de FLOR 1, empleando
microscopia de luz. En tipos celulares especificos de estambre como el tapetum, la
marca se observa totalmente citopldsmica; los espacios extracelulares estdn libres de
marca y se observan los dos nicleos tefiido solo por la hematoxilina . En tejidos no
diferenciados como el meristemo inflorescente la marca del anticuerpo revela como
citoplasmica, mientras que en el carpelo, en tejidos como la placenta y el 6vulo la marca

¢s nuclear.
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Figura 6. Localizacidn subcelular de FLOR 1 en tipos especificos del estambre y del

carpelo.

(A) Corte longitudinal del antera , los granos de polen estin liberados de su pared de
calosa, el tapetum es binucleado, y FLOR 1 se expresa preferencialmente en el
citoplasma de estas células y se observan los dos nécleos solo tefiidos por la
hematoxilina. .

(B) Corte longitudinal de miristemo inflorescente, donde FLOR 1 se localiza en el

citoplasma de la tinica y el corpus.
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(C) Corte trans{(ersal de carpelo, el anticuerpo revela como positivo en los nicleos de la
placenta 'y.:cn el citoplasma de los primordios de vulo. . L

Conclusiones,

| FLOR 1 es una proteina antigénica capaz de generar anticuerpos policlonales
" en conejos, con la especificidad y la potencia necesaria para ser empleados en pruebas
inmunochistoquimicas. La coincidencia del mRNA de FLOR! con la proteina, indica
que se expresa en diferentes tipos celulares del estambre y del carpelo a lo largo del
desarrollo, y la traduccién del transcrito es en el mismo tipo celular. Los sitios donde
FLOR 1 puede interactuar con AGAMOUS son : en el domo del meristemo floral que
da origen a estambres y carpelos, en los primordios de ambos drganos, y en tipos
celulares especificos del estambre como tapetum, capas medias, epidermis y endotecio,
en carpelo la interaccién seria en los Gvulos, pared del carpelo, placenta, papila .
estigmadtica y estilo. La localizacién subcelular es dependiente del tejido, en estructuras
indiferenciadas es citopldsmica, lo mismo que en el tejido vegetativo de la pared de la
antera, en la placenta y los 6vulos es preferentemente nuclear. En este sentido FLOR 1
podria contribuir a la translocacién nuclear de AGAMOUS en Ovulo, mientras que en
citoplasma podria- dar especficidad a reguladores de AGAMOUS como fosfatasas o
cinasas, elementos esenciales de .la regulacién en cascadas de transduccién de seilales, 0
bien mediar interacciones entre AGAMOUS y otros componentes del aparato
transcripcional necesarios pdra prender genes responsables de la fisiologia y estructura
del tejido vegetativo de la antera. Estos interactores -podrian ser AP3, Pl y SEP,
componentes del tetrdmero perfilado como el responsables de la formacién del

estambre.

- 46 —



Bibliografia.

Angenet GC, Colombo. (1996). Molecular control of the ovule development. Trends Plant
Sci. 1:228-232.

Bauman F.(1984). The ovule. In Embryology of the angisoperms. BM. Jhori, ed ( New
York Springer Verlag). ‘

Bhandari NN. (1984)The microesporangium. In Embyorlogy of angiosperms BM Jhori ed
(New York Springer Verlag). ’

Black BL, Olson EN. (1998). Transcriptional control of muscle development by myocyte
enhancer factor-2 (MEF-2)proteins. Annu Rev Cell Dev Biol.14:167-196.

Bowman J, Drews GN, Meyerowitz EM (1991) Expression of Arabidopsis floral homeotic
gene agamous is restricted to specific cell types late in flower development. Plant
Cell.285:749-758. ‘

Bowman J.(1994) Arabidopsis an atlas of morphology and development. Springer-Verlag.

Bowman JL, EshedI 1. (2000). Formation and mantenance of the shoot apical meristem.
Trends Plant Sci. 5:110-115.

Bradley D, Ratcliffe O, Vincent C, Carpenter R, .Coen E (1997) Inflorescence commitment
anchitecture in Arabidopsis. Science. 275:80-83.

Brand U, Hobe M, Simon R (2001) Funtiona! domains in plant shoot meristems.
BioEssays. 23:134-141.

Buchner P, Boutin JP (1998) A MADS-box trancription factor of the AP//AGL9 subfamily
is also expressed in the seed coat of pea ( Pisum sativunn)during development. Plant Mol
Biol. 38:1253-1255.

Cervone F, Castorta R, Lackie F, De Lorenzo G (1997) Perception of fungal elicitor and
signal trnasduc\tion.‘ In Aducci, P {ed). Signal transduction in plants. Birkauser Verlag,
Basel, Switzerland, pp153-177.

Clark SE, Running MP, Meyerowitz EM (1995) CLAVATA3 is a specific regulator of shoot
and floral meristem development affecting the same process a CLAVATA 1. Development.
121:2057-2067.

Clark SE, Williams RW, Meycrowitz EM (1997) The CLAVATA 1, gene encodes a putative

receptor kinase that controls shoot and floral meritem size in Arabidopsis. Cell. 89-575-
585.

- 57 -



Coen ES, Meyerowitz EM (1991) The war of the whorls: genétic interactions controlling
flower development. Nature. 353:31-37, :

Colassanti J, Vankatesan S ( 2000) "Florigen" enters the molecular age: long distance
signal that cause planyd to flower. Trends Biochem Sci.25:236-240.

~ Croissant JD, Kim HH, Eichele G, Goering L, Lough J, Prywes R, Schwartz RJ (1996)
Avian serum response factor expression restricted primarily to muscle cell linages is
required for a-actine gen transcription. Dev.Biol.177:250-264. '

Chuang CF, Ru'nning MP, Williams RW, Meyerowitz EM (1999) The PERTANTHIA gene
encodes a bZIP protein involved in the determination of floral organ number in Arabidopsis
thaliana.Genes Dev. 13:334-344,

Davies B, Egea-Co_rtincs M, Andrade Silva E, Seadler H, Sommer H (1996) Multiple
interaction amongs floral homeotic MADS box proteins. EMBO J , 15:4330-4343,

Drews GN, Lee D, Chistensen CA (1998) Genetic Analysisi of female gametophyte
development and function. Plant Cell. 10:5-17.

Dumenil G, Rubini M, Dubois G, Baserga R, Fellous M, Pellegrini S (1997) Identification
of signnalling components in tyrosine kinase cascades using phosphopeptide affinity
chromatography.Biochem Biophys Res Commun.23: 4748-753.

Egea-Cortines M, Seadler H, Sommer H (1999) Ternary complex formation between the
MADS-box proteins SQUAMOSA, DEFICIENS and GLOBOSA is involved in the control
of floral architecture in Anthirrinum majus. EMBO J. 18:5370-5379.

Egloff MP, Johnson DF; Moorhead G, Cohen P, Bardford (1997) Structural basis for
recognition of regulatory subunits by the catalytic subunit of protein phosphatase 1. EMBO
J 16:1876-1887.

Ellis J, Jones D (1998) Structure and function of protein controlling strain-specific
pathogen resistence in plants. Curr Opin Plant Biol. 1:288-293.

Esau K (1977). Anatomy of Seed Plants ( New York: John Wiley).

Falnagan CA, HuY, Ma H ( 1996) Specific expression of the AGLI MADS-box gene
suggest regulatory functions in Arabidopsis gynoecium and ovule development. Plant J.
10:343-353. '

Fan H, Hu Y, Tudor M, Ma H (1997) Specific interaction between the K domains of AG
and AGLs memebers of the MADS domain family of DNA binding proteins. Plant
J.12:999-1010.

Ferrar S (1998) A rapid purification protocol for the mitogen activated p70 S6 kinase.
Protein Expr Purif. 13: 170-176.

- 58 -



Fliik Mértin, Booth FW, Waxham MN (2000) Skeletal muscle CaMKII enriches in nucleus
. and phosphorylates myogenic factor SRF at multiple sites. Biochem Biophys Res
Commun.270:488-494. : '

Fry MJ, Panayotou G, Dhand R, Ruiz-Larrea F, Gout I, NguyenO, Courtneidge SA,
Waterfield MD (1992) Purification and characterization of phosphatidilinositol 3-kinase
complex from bovine brain by using phosphopeptide affinity columns. Biochem J.
288:383-393,

Gamboa A, Acevedo G F, Pdez-Valencia J, Izaguirre S, Viazquez-MorenoL, Alvarez-BuyIla
E (2001) FLOR 1, a novel Arabidopsis thaliana leucina-rich repeat protein that is flower-
specific interacts in vitro with the MADS-domain protein AGAMOUS and VSP. Enviado.

Gasser C. Robinsion-Beers K (1993) Pistil Devclopment. Plant Cell.5:1231-1239.

Gasser CS. Broadkvest J, Hauser BA ( 1998) Genetic Analysis of ovule development.
Annu Rev Plant Mol Bio. 49: |-24.

Gilbert SV (1999) Developmental Biology, Sinauer Associates Inc. Publisher Souderlan
Massachusette. |

‘Goldberg RB, Beals TB, Sander PM (1993) Anther development: basics principles and
practical application. Plant Cell. 5:1217-1229.

Grossinklaus U, Schneitz K (1998) The molecular and genetic basis of ovule and
megagametophyte development. Semin Cell Dev Biol. 9:227-238.

Hammond-Kosack KE, Jones IDG (1997) Plant disease resistance genes. Annu Rev Plant
Physiol Plant Mol Biol.48:575-607.

Han TH, Prywes R (1995) Regulatory role of MEF2D in serum induction of the c-jun
promoter. Mol Cell Biol. 15:2907-29]5.

Haughn GW, Schultz EA, Martinez Zapater JM (1995) The regulation of flowering in
Arabidopsis thaliana: meristem, morphogenesis and mutant. Can J Bot.73:959-981.

Haughn GW,Someriville CR (1988) Genetic contro] of morphogenesis in Arabidopsis
thaliana. Dev Genet.9:73-89.

Heard J, Dunn K (1995) Symbiotic induction of a MADS-box gene during development
alfalfa root nodule . Proc. Natl Acad Sci USA.92:5273-5277.

lozzo RV (1997} The family of leucine-rich repeat proteoglycans key regulators of matrix
assembly and cellular growth. Crit Rev Biochem Mol Biol. 32 : 141-174.

Irish V.F (1991) Cell lineges in plant development. Curr Opin Cell Biol. 3:983-987.

XSTA TESIS NO SALE
-9 DE 1A BIBLIOTECA



Kajava-AV- (1998) Structural diversity of leucine-rich repcat'prbteins. J Mol Biol.277:519-
527. '

Kajava AV, Vassart G, Wodak SJ (1995) Modelling of three-dimentional structure of
proteins with the typical leucine-rich repats. Structure.3:867-877.

Kato Y, Kravcenko VV, Tapping RI, Han J, Ulevitch RJ, Lee ID (1997) BMKI1/ERKS
regulates serum-induced early gene expression through transcription factor MEF2C.
EMBO J. 16:7054-7066.

Katoh Y, Molketin JD, Dave V, Olson EN, Periasamy M. ( 1998) MEF2B is a component
of a smooth muscle-specific complex that binds an A + T- rich element important for
smooth muscle myosin heavy chain gene expression. J Biol Chem .273:1511-1518.

Kaushal S, Schnéider JW, Nadal-Ginard B, Mahdavi V (1994) Activation of the myogenic
lincage by MEF2A, a factor that induces and cooperate whith Myo D. Science.266:1236-
1240.

Kayes JM, Clark SE (1998) CLAVATA 2, a regulator of meristern and organ development in
Arabidopsis. Development 125:3843-3851.

Kobe B, Deisenhofer J (1994). The leucine rich repeat: a versatile binding motif. Trends
Biochem Sci.19:415-421. -

Kobe B, Deisenhofer J. (1995) Protein with leucine rich repeats. Curr Opin Struct Biol.
5:409-416.

Leckie F, Mattei B, Capodicasa C, Hemmings A, Nuss L, Aracri, De Lorenczo G, Vervone
F, (1999) The specificity of polygalacturonase-inhibiting protein (PGIP): a single amino
acid substitution in the solvent.exposes B-strand/Bturn region of the leucine-rich repeats

(LRRs) confers a new recongnition capability EMBO J. 18:2352-2363.

Lenhard M, Laux T (1992) Shoot meristem formation and maitenance. Curr Opin Plant
Biol. 2:44-50.

Li IM, Chory J (1997) A putative leucine rich repeat receptor kinase involved in
brassinosteroid signal transduction. Cell, 90:929-938.

Lilly B, Zhao B, Ranganayakulu G, Paterson BM, Schulz RA, Olson EN.
(1995)Requirement of MADS domain transcription factor D-MEF2 for muscle formation in
Drosophilla Science, 267:688-693.

Lin Q, Lu J, Yanagisawa H, Webb R, Lyons GE, Richardson JA; & Olson EN (1998)

Requirement of the MADS-box transcription factor MEF2C for vascular development,
Development. 125:4565-4574.

- 60 -



Lin Q, Schwarz, J, Bucana C, Olson EN (1997) Control of mouse cardiac morphogenesis
and myogenesis by transcription factor MEF2C. Science.276:1404-1407.

Liu 8, Liu P, Borras A, Chatila T, Sepck SH (1997) Cyclosporin A-sensitive induction of
the Epstein- Barr virus lytic switch is mediated via a novel pathway involving a MEF2
family member. EMBO J. 16:143-153.

Liu Z, Meyerowitz.EM (1995) LEUNIG regulates AGAMOUS expresion in Arabidopsis
flowers. Development.121:975-991.

Lyndon RF (1998) The shoot apical meristem: its gowth and development.Cambridge
University Press.

Ma H, Yanofsky MF, Meyerowitz E'M'(1991) AGL-1-AGL6, an Arabidopsis gene family
with similarity to floral hometic and transcription factor genes. Genes Dev.5:484-495.

Mandel MA; Gustafson-Brown C, Sadvidge B, Yanofsky MF. (1992). Molecular
caracterization of the Arabidopsis floral hometoic gene APETALA 1. Nature. 360:273-277.

Mao Z, Bonni A, Xia F, Nadal-Vicens M, Greenberg ME (1999) Neuronal activity-
dependent cell survival mediated by transcription factor MEF 2 . Seience. 286:785-790.

Matsushima N, Ohyanagi T, Tanaka T, Kretsinger R (2000) Super motifs and evolution of
tandem leucine-rich repats within the small proteoglycans-biglycan,decorin, lumican,
fibromodulin, PRELP, keratocan, osteoadherin, epiphycan and osteoglycin. Prot Struct
Funct Gen. 38:210-225.

Mattei B, Berlanda MS, Federici L, Ropstorff R, Cervone F, Boffi A. {2001) Secundary
structure and post-translational modifications of the leucine-rich repeat protein PGIP
(Polygalacturonase-inhibiting protein) from Phaseolus vilgaris. Biochemistry.40:569-576.

Misra RC (1962) Contribution to the embriology of the Arabidopsis thaliana ( Gay and
Monn). Agra. Univ. J. Res.Sci. 11:191-199.

Ohyanagy T, Matsushima N (1997) Classification of tandem leucine-rich repeats within a
great.variely proteins. FASEB J.11: A949.
Owen HA. Makaroff CA  (1995) Ultraestcuture  of microsporogenesis  and

microgametogenesis in  Arabidopsis  thaliana (L) Heynh. Ecotype Wassilewskija
(Brassicaceae). Protoplasma. 185:7-21.

Pan Q, wendel J, Fluhr R {2000} Divergent evolution of plants NBS-LRR resistnace genc
homologues in dicto and cereal genomes. J Mol Evol. 50:203-213.

Papageoriou AC, Shapiro R, Acharaya KR (1997) Molccular recognition of human

angiogenin by placental ribonuclease inhibitor and X-ray crystallografic study at 2.0 A.
EMBO [|. 16:5162-5177.

- 61 -



Parcy F, Nilsson O, Bush MA, Lee I, Weigel D ( 1998) A genetic framework for floral
patterning. Nature.395:561-566.

Pelaz S, Ditta GS, Bauman E, Wisman E, Yanofsky MF (2000) B and C floral organ
identify function require SEPALATTA MADS-box genes. Nature. 405:200-203.

Pellegrini L, Tan S, Richmond T, (1995) Structure of serum respnse factor core bound to
DNA. Science. 376:490-497.

Pnueli L, Abu-Abeid M, Zamir D, Nacken W, Scwartz-Sommer Z, Lifschitz E. (1991). The
MADS-box gene family in tomato: temporal expression during floral development,
conserved secondary structures and homology with homeotic genes from Anthirrinum and
Arabidopsis. Plant J.1:255-266.

Purugganan MD, Rounsley SD, Schnidt RJ, Yanofsky M. (1995) Molecular evolution of
flower development: diversification of the plant MADS-box regulatory gene family.
Genetics. 140:345-356.

Reichman JL, Krizec BA, Meyerowitz EM (1996) Dimerization specificity of Arabidopsis
MADS domain homeotic proteins APETALA |, APETALA3, PISTILLATA, and
AGAMOUS. Proc. Natl Acad Sci USA.93:4793-4798

Reichmann JL, Meyerowitz EM (1997) MADS domain proteins in plant development. J
Biol Chem. 378:1079-1101.

Reiser L. Modrusan Z., Margossian L, Samach A. Ohad N, Haughn GW, Fisher R {1995)
The BEL 1 gene encodes a homeodomain protein involved in pattern formation in the
Arabidopsis ovule primordium. Cell. 83:735-742.

Rinne PL, van der Schoot C ( 1998) Symplasmic fields in the tunica of the shoot apical
meristem coordinate morphogenetic events. Development125:1477-1485.

Sanders PM, Bui AQ, Weterings K, Mc Intire KN, Hsu YC, Lee PY. Troung MT, Beals
TP, Golberg RB (1999) Anther development defects in Arabidopsis thaliana mail-sterile
mutan . Sex. Plant. Repord. 11:297-322.

Savidege B, Rounsley SD, Yanfostky MF (1995)Temporal relation ships between the
trascription of two Arabidopsis MADS box genes and the floral organi identity genes.

Plant Cell. 7:721-733.

Schenitz K, Balasubramanian S, Shiefthaler U (1998) Organogencsis in plants: the
molecular and genetic control of ovule development, Trends Plant Sci, 3:468-472.

Schneitz K. Hulskamp M, Pruitt RE (1997) Wild type ovule development in Arabidopsis
thaliana: A light microscopy study of cleared-mount tissue . Plant J. 7:731-749.

- 62 -



Schulz Ra, Chromey C, Lu Mf, Zhao B, Olson EN (1996) Expression of the D-MEF2
transcription in_.the Drosophila_‘b'raiq sugeests a role in neuronal cell differentiation. |

Oncogene.12:1827-1831.

Schwartz-Sommer Z, Hui jser P, Nacken W, Seaadler H, Sommer H. (1990) Genetic control
of flower development by homeotic genes in Anthirrinum majus. Science.250:931-936.

Sharrroks AD, Gille H, Shaw PE ( 1993) Identification of amino acids essential for DNA
binding and dimerization in p67SRF: implication for a novel DNA-binding motif. Mol Cell
Biol.13:123-132,

ShevchenkoD, Akins D, Robinson E, Li M, Popova T, Cox D, Radolf J (1997) Molecular
Characterization and cellular localization of TpLRR, a processed leucine-rich repeat,
protein of Treponema pallidum, the syphilis spirochete. J Bacteriology, 179:3188-3195.

Shore P, Sharrocks AD (1995) The MADS-box family transcription factors . Eur J
Biochemn. 229:1-13.

Soulez M, Tuil D, Kahn A, Gilgenkrantz H (1996) The serum response factor (SRF) is
needed for muscle-specific activation CarG boxes. Biochem Biophys Res
Commun.219:418-422.

Steeves TA, Sussex IM (1989) Patterns in plant development. Cambridge Universisty
Press. :

Strayer L (1994) Bioquimica (Reverte Barcelona).

Stinmayr M, Patrick M, Sommer H, Heinz Seadler Schwarz-Sommer Z (1994) FIL.-2 and
extracellular leucine-rich repeat - protein, is specifically expressed in  Anthirrinum
flowers.Plant J,5:459-467.

Takahashi N, Takahashi Y, Putnam FW (1985) Periodicity of leucine and tandem repetition

of a 24-amino acid segment in the primary structure of leucine rich o-glycoprotein of
human serum. Proc. Natl Aead Sci USA.82:1906-1920

Theissen G (2001) Development of floral organ identity: stories from the MADS house.
Curr Opin Plant Biol. 4:75-85.

Theissen G, Kim J Seadler H (1996) Classification and phylogeny of the MADS-box gene
subfamilics in the morphological evolution of eukaryotes. J Mol Evol.43:484-516.

Theissen G, Kim JT, Scadler -H. (1995) MADS-box genes in plant ontogeny and
phylogeny: Haeckel s biogenetic law revisited. Curr Opin Genet Dev.5:628-639.

Tilly 1, Allen DW, Jack T (1998) The CarG boxes in the promoter of the Arabidopsis

floral organ identity gene APETALA 3 mediate diverse regulatory  cfects.
Development.125:1647-1657.

- 63 -



Torii KU, Mitéukawa N, Oosumi T, Matsura Y, Yokoyama R, Whittier RF, Komeda Y
(1996) The Arabidopsis ERECTA gene encodes a putative receptor protein kinase with
extracellular leucine-rich repeats. Plant Cell.8:735-746.

Vaughan JG. Strucuture of the Angiosperm Apex. Nature. 169:458-459.

Webb MC, Gunning BES (1990) Embl;yo sac development in Arabidopsis thaliana. 1.
Megasporogenesis, including the microtubular cytoeskeleton. Sex Plant Reprod.3:244-
256. : ‘

Weigel D, Alvarez J, Smyth DR, Yan_ofsky MF, Meyerowitz EM (1992) LEAFY controls
floral meristem identity in Arabidopsis. Cell.69:848-859.

Weigel D, Meyerowitz EM. (1994). The ABCS of floral homeotic genes. Cell 78:203-209.

Wigel D, MeyeroWitz EM. (1993). Genetic hierarchy controlling flower development. In:
Bernfled M editor. Molecular basis of morphogenesis. New York: John Wiley &Sons.
Inc.p91-105.

Withmarsh AJ, Davis RIJ. .(ZOOO)Re'gulation of transcription factor function by
phosphorylation. Cell Mol Life Sci.57:1172-1183.

Woodgett JR (1991) Use of synthetic peptides mimicking phosphotylaion sites for affinity
purification of protein-serine kinases. [n : Methods in Enzymology 200 pp169-178.

Yang SH, Galanis A, Sharrocks AD (1999) Targeting of p38 mitogen-activated protein
kinases to MEF?2 transcription factor. Mol Cell Biol. 19:4028-4038.

Zachgo S. de Andra Silva E, Motte P, Trébner W, Seadler H, Schwerz-Sommer Z. (1995).
Functional analysis of the Anthirrinum floral homeotic DEFICIENS gene in vivo and in
vitro by usin sensitive-temperature mutant. Development.121:2861-2875.

Zao M, New L., Kravchenko VV, f(alo Y; Gram H, di Padova F, Otson EN, Ulevitch RJ,
Han I. (1999)Regulation of the MEF 2 family of transcription factor by p38. Mol Cell
Biol.19:21-30 -

Zetser A, Gredinger E, Bengal E ( 1999) P38 mitogen -activated protein kinase pathway
promotes skeletal muscle diferentiation. Paritcipation of the MEF2C transcription factor. )
Biol Chem.274:5193-5200.

Zhang H, Forde BG (1998) An Arabidopsis MADS-box gene that controls nutrients-
induced changes in root architecture. Science.279:407-409,

Zondlo, SC, Irish VF ( 1999) CYP78AS5 encodes a cytochrome P450 that marks the shoot
apical mersitem boundary in Arabidopsis. Plant J. 19:259-268,

- 64 -



APENDICE 1 y
Purificacién de FLOR 1 a partir de flores e inflorescencias de ArabidOpsis thaliana.
Método.

1. Recolectar flores e inflorescencias de Arabidopsis thaliana (20g), congelar en nitrégeno
liquido y almacenarlas a -80°C hasta su uso.

2. Macerar el tejido vegetal con 30mL de amortiguador de extraccién { Tris-HCl 50 mM
pH=7.5 , MgCl,, 10 mM, PMSF 1mM),.

3. . Centrifugar el homogenizado 2 15,000 rp.m. durante 30 minutos, recuperara el
sobrenadante.”

4. Equilibrar una columna de DEAE-Sephaceil con amortignador de extraccién (15-20
volimenes).

5. Pasar el sobrenadante por la columna de DEAE-Sephacell, prebviemente equilibrada, para
remover proteinas constitutivas como la RUBISCO (a 4°C), recuperar el eluido,

6. Equlibrar la resina que contiene el decapéptido acoplado a sefarosa, con amoritugador de
equilibrio (Tris-HC1 20 mM pH=7.5 , MgCl,, 2 mM, PMSF ImM).

7. La fraccién resultate obtenida en el paso 3, se pone en agitactén constante, durante 1 hora
con la resina aquilibrada. Se usa una proporcién de 10 mL de extracto/0.2mL de resina.

8. Transferir la resina a una columna y lavar con amortiguador de equilibrio (30 voltimenes)
para separar las proteinas que se pegaron de manera inespecifica.

9. Eluir las proteinas que se pegan al péptido con 1 mL de amortiguador de equilibrio 1M de
NaCl.

10. Correer las proteinas es geles de SDS-PAGE al 12%.

La proteina de 38 kDa fue identificada como una proteina con motivos repetidos ricos en
leucina y se empled como fuente de antigeno para la produccién de anticuerpos lﬁo]ic!onales en
conegjo. ' A

Nota:Las proteinas que son dificiles de purificar en su forma nativa, se pueden separa en
geles SDS-PAGE. Las bandas que interesan se cortan y son homogeneizadas para ser
empleados como antigenos. En ciertos casos las proteinas desnaturalizadas pueden ser mejores

antfgenos que las protefnas nativas,
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APENDICE 2.
Cortado de las bandas de geles de acrilamida fijados y tefidos.

Método.

1. Correr los geles de manera normal.

2. Teiiir y fijar los geles en  Azul de Commassie 0.25%, isopropano! 45%, 4cido
acético glécia] 9.25% en agua durante 15-30 minutos.

3. Destefiir los geles en 4cido acético glacial al 5%, isopropanol 7.5% en agua durante
15-30 minutos.

4. Cortar cuidadosamente las bandas tefiidas con un escarpelo o navaja de rasurar. Las
bandas cortadas y destefiidas pueden guardarse a 4° C.

5. Equilibrar los pedazos de gel en PBS (ph=7.5) ( lavar tres veces, cada 5 minutos)
para neutralizar y mover parcialmente el dcido acético.

6. Triturar las bandas con una navaja de rasurar en un volumen minimo de PBS,

7. Emulsificar las bandas con un volumen igual de adyuvante de Freund.

8. Aplicar el protocolo rutinario de indculacién de conejos por via escapular.

Nota: La fijacion de los geles con isopropanol y dcido acético puede ayudar a retardar
la liberacion de las proteinas del gel. La desventaja de este método es que la acrilamida
puede causar granulomas estériles en los sitios de la inyeccion. Para evitar esto las
proteinas pueden ser clectroeluidas de los pedazos de geles. Sin embargo la pérdida de
la proteina durante la electroelucién puede ser de un 70% y las proteinas eluidas por lo

general no generan una buena respuesta inmune.
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APENDICE 3

Inmunizacién de conejos por via escapular.

Componentes téxicos de la solucién antigénica.

Todas las proteinas que se emplean en la inmunizacién deben de ser disueltos a

amortiguadores no toxicos, como el PBS, Tris-HCI, HEPES, amortiguador de malato,
Todos los iones o compuestos t6xicos (azida, CN-, SCN-, 2-mercaptoetanhol, PMSF,
cacodilato) deben ser removidos o inactivados. Las siguientes sustancias pueden estar
en bajas concentraciones, en un total de 200mL de la solucién emulsificada con
adyuvante de Freund, para las inyecciones locales: SDS (025%), urea (2ZmM) EDTA
{(10mM).

Método.

W

Tomar suero preimune del conejo que va ser inmunizado (2-5mL) y almacenar en
frio. En esta etapa se recomienda analizar el suero preinmune para determinar la
existencia anticuerpos contra la preparacién de protefnas o estructuras celulares y
tisulares que son objeto de estudio.

Inmunizar con 200ul. de antigeno, emulsificado en adyuvante de Freund completo
(el volumen final de 1a mezcla antigeno-adyuvante debe de ser 2mL).

Inyectar la mezcla antigeno-adyuvante por ruta escapular.

Administrar una inyeccidon potenciadora una tres semanas después en la otra
escapula con la misma cantidad y volumen de antigeno emulsificado con adyuvante
de Freund incompleto. _

Diez dias después tomar mucstras de sangre para analizar los anticuerpos. El
antisuero puede emplearse en una dilucién 1:30 para inmunoflorescencia o 1:100 en
inmunoblot o dot-blot, se recomienda tomar 10mlL de sangre. Es posible que
durante las siguientes inyecciones potenciadoras la especificidad y afinidad del
anticuerpo cambie.

Tres semanas después de la primera inyeccidn se repite le proceso con el mismo
volumen de la mezcla antigeno-adyuvante, disminuyendo las cantidades de
antigeno (100pg en conejos).

Analizar el titulo de anticuerpos 10 dias después. Si el titulo es satisfactorio tomar
10 mL de sangre,

Repetir el paso 3 y seis semanas después de la segunda inyeccién potenciadora
analizar el titulo de anticuerpos. Tomar muestras de sangre si el titulo es
satisfactorio o bien desangrar totalmente al concjo.
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APENDICE 4

Desangramiento del conejo.

Una manera para desangrar al conejo es haciendo punciones en la
camaras del corazén, a través del cuarto espacio intercostal izquierdo
cercano al esternén. Puede ser empleada una aguja més pequeiia que 5 cm,
acoplada a un émbolo de 50 mL. Este método requiere de experiencia, y se
realiza mas fécilmente con” un control visual adecuado, una vez que se
abre el térax. Primero se hace una extraccién de la cdmara izquierda y
después una extraccién de la cdmara derecha. La circulacién de la sangre
en los pulmones se ve dafiada debido a la contraccién de los pulmones
cuando se abre la caja tordcica. '

Preparacion y almacenamiento del suero.

La sangre que se colecta coagula espontdneamente en un periodo de
5-30 minutos a temperatura ambiente.  Incubar la sangre en tubos de
recoleccion de sangre (tubos de centrifuga) durante 60 minutos a 37 °C
para permitir la coagulacién completa. En este periodo se puede llevara a
cabo la contraccidn del codgulo. Tratar de separar el codgulo de la pared
del tubo con una espétula o una pipeta Pasteur. Dejar que la reaccién de
coagulacion se lleve completa en las siguientes 12-24 horas. En este
periodo el suero, amarillento o rosado, se separa de la sangre colectada.
Mover cuidadosamente el suero con una pipeta Pasteur. Tener cuidado de
no mover o romper €l coagulo. Después centrifugar el suero a 10,000
r.p.m. durante 10 minutos a 4 °C. El sedimento esta formado por material
del coagulo, Remover el sobrenadante (suero) y desechar el botdén de
centrifugacién. Generalmente el suero tiene un color rosado o incluso rojo,
causado por la hemdlisis de los eritrocitos o por la aspiracién de material
no coagulado del sedimento. En este caso recomienda centrifugar otra vez
para remover las particulas. ' .

El suero puede ser almacenado en frio (-20 °C) por algunos afos sin
pérdida aparente de la actividad. Si se almacena a 40C es necesario
adictonar 0.1% de azida de sodio para prevenir el crecimiento de hongos y
bacterias. Si las muestras (de 10mL) son descongeladas, se recomienda
hacer 10 alfcuotas de 1 mL para evitar el congelamiento y
descongelamiento de la misma muestra. Si la alicuota inicial es de 1mL
hacer alicuotas con 100uL, de esta manera, los ciclos de congelamiento-
descongelamiento se reducen de 3 a 5 veces hasta el uso final del
anticuerpo. Repetir este ciclo mas de 10 veces puede causar la
desnaturalizacién gradual de las inmunoglobulinas.
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APENDICE 5
Purificacién de las inmunoglobulinas por precipitacién con sulfato de amonio.

Las proteinas son solubles en solucién acosa por que sus grupos polares e
iénicos forman puentes de hidrégeno con moléculas de agua. Para poder precipitar una
proteina disuelta es necesario reducir el nimero de puentes de hidrégeno entre el.
solvente (agua) y las protefnas. La adicién de altas concentraciones de sales como el
sulfato de amonio remueve las moléculas de agua de las proteinas, decreciendo los el
nimero de puentes de hidrégeno y aumentando la tendencia de las proteinas a
precipitar. Las diferentes fracciones de proteinas se precipitardn exitosamente con un
incremento en las concentraciones de sales. La mayoria de las inmunoglobulinas de
conejo pueden ser precipitadas con una o solucién saturada de sulfato de amonio
(40%).

Métado,

I. Preparar una solucién saturada de sulfato de amonio adicionando 800 g de sulfato
de amonio sélido a 1000 mL de agua. Calentar hasta que se disuelva
completamente, filtrar cuidadosamente mientras esté caliente, y dejar enfriar ( los
cristales formados durante el enfriamiento deben mantenerse en la botella). A
temperatura ambiente la solucidn saturada es 4.1M (767g/1000mL) ajustar el pH
7.4 con hidréxido de amonio.

Centrifugar el antisuero durante 30 minutos 3000g a 4°C, desechar el sobrenadante.

Transferir el sobrenadante a un tubo y adicionar un volumen igual de PBS a 4°C.

4. Bajo agitacién constante, adicionar un volumen, lentamente, un volumen igual de

solucion saturada de sulfato de amonio (equilibrada a temperatura ambiente).

Dejar que las inmunoglobulinas precipiten toda la noche a 4 °C.

6. Centrifugar el precipitado ( de color blancuzco) durante 30 minutos a 3000g, 4°C y
remover el sobrenadante,

7. St ocurre el atrapamiento de proteinas del suero (coprecipitacién) la cual se hace
evidente por un color amarillento o rosado del precipitado, se puede lavar
cuidadosamente el botén, con sulfato de amonio al 40%, pero este tiene que estar
muy frio. Este paso es con el objeto de remover la labimina, haptoglobina,
hemobgliobina y otros componenetes del suero.

8. Resuspender ¢l botén en PBS (menos de 5 volémenes del volumen incial del suero)
y dializar contra 5 litros de PBS, (tres cambios) toda la noche 4 °C toda la noche.

bl o

it

La precipitacién con sulfato de amonio resultard en una purificacién parcial de las
inmunoglobulinas. Tipicamente la pureza de las inmunoglobulinas es del 80% vy se
puede constatar con un gel de SDS-PAGE bajo condiciones reductoras. La banda
predominante de la inmunoglobulina serd -la cadena ligera (20-25kDa) y la cadena
pesada (50-55 kDa). Las bandas de 150-180 kDa pueden resultar de la reduccién
incompleta de los puentes disulfuro durante la preparacién de la muestra para SDS-
PAGE.
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APENDICE 6

Titulacién del anticuerpo por dot-blot.

El principio de este método consiste en adsorber al atigeno en una fase sélida. La
cantidad de inmunoglobulinas capturadas por el antigeno inmovilizado en la fase
s6lida puede ser determinado indirectalmente por la incubacién con un anticuerpo
secundario acoplado a enzimas o componentes radioactivos. La cantidad de marca,
emitida por el componente acoplado al anticuerpo secundario, es una medida indirecta
de la cantidad total de moléculas de inmunoglobulinas primarias, capturadas por el
antigeno.

Método.

i

Cortar las membranas de nitrocelulosa del tamario requerido.

2. Usar un ldpiz para marcar la membrana con puntos que puedan guiar la aplicacién
subsecuente de las muestras. La distancia minima entre las muestras es de 1 cm y
un volumen de 5 ul por cada una.

3. Humedecer las membranas con metanol (I minuto), después enjuagar durante 5
minutos en agua destilada seguida por PBS o TBS. ‘

4. Diluir la muestra (proteina) en un amoritigaudor apropiado, de acuerdo a la
concentracién requerida.

5. Aplicar las muestras sobre la membrana, cuidando que las puntas de la pipeta no la
toquen. |

6. Bloquear la membrana con una solucén que contenga 5% de leche en polvo en PBS.
Dejar secar la membran durante 10 minutos.

7. Remover la solucién bloqueadora vy enjuagar tres veces con PBS (5 minutos cada

8. Incubar las membranas en 0.5 mL de suero diluido 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2000, en
solucidn bloqueadora. Incubar a temperatura ambiente durante 1 hora.

9. Remover el anticuerpoque se pegd de manera incspecifica, lavando 3-5 veces con
PBS o TPS.

10. Vizualizar las inmunoglobulinas que sc¢ pegaron al antigeno con un anticuerpo

secundario.

Pruebas de reactividad cruzada empleado Wester-blotting.

El Western blotting es un porcedimiento en cual, se produce una réplica de un
gel separador transfiriendo las proteinas de un gel a una membrana de nitrocelulosa.
Esta réplica del gel es incubada con un anticuerpo. Estd técnica produce informacién
acerca del antigeno como las. pesos de las subunidades de antigeno, pureza del
antigeno; si tenemos mas de una banda a la que se une ¢l anticuerpo, contaminacdn, etc.
Los pasos bédsicos de un Western-blotting son

. Separar las proteinas de interés en un gel mono o bidimensional,

2. Transferir el gel a na membrana de nitrocelulosa,

3. Bloquear las membrans con proteinas (como la alblimina y la caseina) para prevenir
la unién inespecifica de los anticuerpos.

4. Incubar la membrana con el anticuerpo primario pari permitir la unién al antigeno.



5. Lavar la membrana para remover los anticuerpos que se unieron de manera

"~ inespecffica.

6. Incubar la membrana con un anticuerpo secundario acoplado a una sustancia
' indicadora para que se una al anticuerpo primario.

7." Lavar la mémbrana pararérmover el.aniticuerpo secundartoinespecifico.

8. Revelar o exponer la sutancia indicadora para localizar la posicion del anticuerpo
primario.

Método.

1. Separar las proteinas de la muestra usando un gel de electroforesis o de punto
isoelectrico.

2. Enjuagar el gel en amortiguador de transferencia (Tris 0.05M, glicina .384M,
0.01% SDS, metanol 20%) durante 10-20 minutos.

3. Prepara las membranas. Cortar tiras del tamafio del gel.

4. Humedecer las membranas en metanol al 100% durante 10 minutos.

5. Lavar las.membranas en agua destilada durante 5 minutos.

6: Ensamblar el cassette de electroblotting y-orientar de manere adecuada.

7. Transferir una hora a 100 V en frio.

8. Seguido de la transferencia, remover las membranas del casette marcar la

orientacion del gel sobre la memebrana y enjuagar suavemente.
' 9. Las membranas pueden ser usadas inmediatamente o almacenadas hasta su uso.

Note: es importante manipipular la nitrocelulosa con guantes. Se recomienda
emplear amortiguadores de transferencia de baja fuerza iénica. La manera adeucada de
armar el casette para la transferencia es: una rejilla orientada hacia el cétodo, una fibra,
dos tiras de papel filtro, una membrana de nitrocelulosa, el gel, dos tiras de papel filtro,
una fibra y la otra rejiila orientada hacia el dnodo.

Inmunodeteccién empleando el sistema ECL (Amersham pharmacia)

La quimioluminicencia es definida como la emision de luz que resulta de la
disipacdn de energia de una sustancia en estado excitado. En la quimicluminiscencia la
excitacion es afectada por una reaccién quimica. Las reacciones quimicas de los
diacilhidracidos como el lumino!, han sido ampliamente usados en anilisis quimicos.
Uno de los sistemas mejores entendidos es el peroxidasa de rabano/peroxido de
hidrégeno catalizado por la oxidacién del luminol en condiciones alcalinas.
Inmediatamente después de la oxidacién, el luminol entra en un estado de oxidacién el
cual decde a un estado basal via la emisién de luz. La potenciacién qui

imiloldminica ocurre cuando el luminol es oxidado por el peroxidasa de riabano
en precencia de potenciadores quimicos como los fenoles. La luz producida por esta
reaccion tiene su pico méximo después de 5-20 minutos y decde lentamente, teniendo
una vida media de 60 minutos. La emisién méxima de luz es en una longitud de onda
de 428nm y puede ser detectada por una corta exposicién de una pelicuta
autorradiografica sensitiva a luz azul.

Método.

I. Realizar la electroforesis y la transferencia.
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13.
14.

Incubar la membrana en solucién bloqueadora ( Tris-HCI pH=74 15mM, leche
svlety 5%) toda la noche a 4 °C. ,
Lavar la membrana con solucién de-lavado (Tris-HC] pH 7.4, NaCl 0.15M, tween-
20 0.05%) tres veces por 5 minutos.

Diluir el anticuerpo primario ( la concentracién Gptima puede ser determinada por
dot-blot).

Incubar la membrana con el anticuerpo primario, diluido en PBS o solucién
bloqueadora, durante | hora a temperatura ambiente.

Lavar la membrana como se detallé en el paso 3.

Diluir el anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rdbano (1:1000) en PBS o
solucién blogueadora.

Incubar la membrana con ¢l antlcuerpo secundario durante 1 hora.

Lavar la membrana (ver paso 3).

- Deteccion: es necesario trabajar rdpidamente una vez que las membranas han sido

expuestas a la solucién de deteccién. Todos lo pasos deben hacerse en el cuarto
oscuro, con. un equipo para peliculas de rayos X, rollo de papel plistico para
microondas crondmetro y pelicula de exposicipn ECL (RNP 2103)

. Mezclar un volumen igual de solucién de deteccién 1 y solucién de deteccién 2 (el

volumen total debe cubrir toda 1a membrana).

- Secar el exceso de amortiguador de lavado de la membrana y ponerla sobre un

pedazo de papel plasitco para microondas, con el lado que tiene las proteinas hacia
arriba. Adicionar los agentes de deteccidn, de tal manere que sean retenidos por
tension superficial sobre la superficie de las membranas, cuidando que estas no
queden descubiertas. .

Incubar | minuto a temperatura ambiente sin agitacion.

Secar el exceso de los agentes de deteccién y envolver las membranas en papel
pldsitico para microondas. Qultar con cuidado las burbujas entre la membrana y el
plastico.

. Poner las membranas, que con [a cara que contiene las proteinas hacia arriba, en el

casctie.

- Apagar la luz y poner cuidadosamente la pelicula e exposicién sobre la membrana

durante 1-15 minutos segin la intensidad de la marca,

. Revelar de manera tradicional.

- 54 -



APENDICE 7
Fijacion e inculsion de tejido vegetal en parafina.

1. Fijar durante 1 hora el tejido en FAA ( _Formaldehfdo 37%, etanohol a
2. bsoluto 50%, 4cido acético 5% en agua destilada) a 4 °C.
3. Deshidratarel tejido' dé alcoholes de diferentes grados:

Dial '

EtOH 50% (10-15 minutos)
EtOH 50% (10-15 minutos)
EtOH 50% (10-15 minutos)
EtOH 50% (30 minutos)

EtOH 100% (Toda la noche)
Todas los pasos de deshidratacién se hacen a 4°C.
Dia Il

EtOH 70% (30 minutos)

EtOH 95% (30 minutos)
- EtOH 100% (1 hora)

EtOH 100% (1 hora)

Histoclear 25% EtQOH 75% (1 hora)
Histoclear 50% EtOH 50% (1 hora)
Histoclear 75% EtOH 25% (1 hora)
Histoclear 106% (1 hora)
Histoclear 100% {1 hora)

Todos los pasos del dia II se hacen a temperatura ambiente.
Dia IIl (Infliltracién en parafina)

Histoclear 50% Parafina 50%

Histoclear . - 25% .. Parafina . 5%

Histoclear 10%  Parafina 90%

Parafina 100% ( se hacen tres cambios diarios de parafina al 100% durante 3
dias).
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APENDICE 8 _
Inmunohistogimica emplendo el sistema de deteccién ABC { DAKO).

)
2.

'

C;ntar los blodﬁes (4-8 um dc. grosdr) de parafina en microtomo.

Montar los cortes en portaobjetos e incubarlos a una estufa a 60 °C durante 30
minutos.

Poner las muestras en xilol 10 minutos

Poner las muestras en xilon 3 minutos

Pasar las muestras por trenes de alcholes de diferentes gradaciones (30%, 50%, 70%
y 100%} durante 10 segundos en cada alcohol.

Poner las muestras en agua destilada 10 minutos.

Bloquear las muestras con solucién bloqueadora (DAKO)

Cubrir las muestras con PBS ( a partir de aqui todos los pasos se hacen en una

camara fria)

- Incubar las muestras en solucién bloqueadora de peroxidasa (DAKO) durante 10

minutos.

. Incubar en solucién bloqueadora de biotina (DAKO) durante 10 minutos.

- Incubar las muestras con anticuerpo primario (anti FLOR 1) diluido 1:100, 1:500,

1:1000 durante 30 minutos.

. Lavar con PBS 10 minutos.

- Incubar con anticuerpo secundario biotinilado (DAKQ) 20 minutos.

. Lavar con PBS 3 minutos.

. Incubar con el conjugado estreptavidina-peroxidasa (DAKO) 20 minutos.
- Revelar con diamino-bencidina (DAKO) 2 minutos.

- Contratefiir con hematoxilina 1 minuto.

. Remover el exceso de la tincién con alcohol 4cido 0.5% 1 minuto.

- Deshidratar en alcoholes de 50%, 75% y 100%.

- Enjuagar con xileno

. Monatar permanentemente

. Observar al microscopio.
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