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RESUMEN 

Los sistemas de incompatibilidad están presentes en la mayoría de las angiospermas, esto permite que se 

genere mayor diversidad genética al restringir el proceso de fecundación. Nicotiana alata es una planta 

que presenta un sistema de autoincompatibilidad gametofítico (GSI). Este sistema es controlado 

genéticamente por un locus multialélico conocido como el locus S el cual contiene a la determinante 

femenina (S-RNasa) y a la determinante masculina (SLF/SBF) quienes dirigen el rechazo del polen.  
Además de las determinantes de especificidad (SLF y S-RNasa), para que ocurra la respuesta de rechazo 

del polen satisfactoriamente se requiere de los productos de genes modificadores expresados en el estilo. 

Uno de ellos es el gen de la proteína HT-B, la cual es una proteína de secreción específica del estilo con una 

masa molecular de 8.2 kD. Cuando HT-B es silenciada técnicamente,  en Nicotiana alata y 

Lycopersicom esculentum con RNAi y RNA antisentido, las plantas transgénicas resultantes pierden la 

capacidad de rechazar el polen propio.  Además, se sabe que en cruzas compatibles HT-B es degradada en 

los tubos polínicos por una proteína hipotética, evidenciando que la presencia de HT-B es necesaria para el 

rechazo del polen. En esta investigación proponemos que la estabilidad de HT-B, o cualquier otra función 

que HT-B lleve a cabo en el tubo polínico, depende de su interacción física con proteínas del TP. Por lo 

tanto, nuestro objetivo consistió en investigar las interacciones físicas entre HT-B y proteínas del polen de N. 

alata. Para identificar los factores que interaccionen físicamente con HT-B, se realizó la técnica del doble 

híbrido en Saccaromyces cerevisiae, utilizando una biblioteca de cDNA de polen, que se tamizó con la 

proteína HT-B como anzuelo. El ensayo reveló que la proteína HT-B interacciona con diferentes proteínas del 

polen. Una de estas interacciones fue caracterizada mas a fondo encontrándose que HT-B interacciona con 

un fragmento de la cadena pesada de una proteína motora tipo cinesina de Arabidopsis thaliana y 

Gossypium hirsutum. En el trabajo se confirma que la interacción entre HT-B y la cinesina en S. 

cerevisiae es real al ser corroborada  en ensayos de  doble híbrido y de apareamiento. Asimismo se 

encontró que la expresión de la cinesina no es especifica del polen, y que el tipo de cinesinas con las que 

comparte identidad pertenecen a la familia Kinesin-14, las cuales caminan hacia el extremo negativo de los 

microtúbulos que es el lado opuesto al crecimiento del tubo polínico, de esta manera se propone que la 

interacción entre HT-B y la cinesina dirigen el transporte retrógrado de las S-RNasas hacia el retículo 

endoplásmico de acuerdo al modelo propuesto por McClure, (2006). 

 

 

 



 
ABREVIATURAS 

 
ABP  Proteínas asociadas a filamentos de actina (actin binding protein) 

AI  Autoincompatibilidad 

AC  Autocompatible 

BT  (Breakthrough) 

cDNA   Cadena de DNA complementario 

cDNAds  DNA complementario de doble cadena 

COPI  Proteínas COPI que cubren las vesículas 

COPII  Proteínas COPII que cubren las vesículas 

DEPC  Dietilpirocarbonato 

DF  Determinante femenina 

DO  Densidad óptica 

DM  Determinante masculina 

DNA  Ácido desoxirribonucleico 

dNTP´s  Desoxirribonucleótidos 

DTT  1,4-ditiotrietol 

GM  Gen o genes modificadores 

GST  Proteína glutation S transferasa (glutation transferase protein) 

IPTG  Isopropiltiogalactosido 

KAPP  Proteína tipo cinasa asociada a fosfatasas (kinase associated protein phosphatase) 

KHC  Cadena pesada de la cinesina 

KLC  Cadena ligera de la cinesina 

MAP  Proteína asociada a microtubulos  

MAPK  Proteína cinasa activada por mitógeno 

MAT  Tipo de apareamiento (mating type) 

MIP-MOD           Proteína intrínseca principal (Major intrinsic protein) 

MLPK  Proteína tipo cinasa del locus MOD 

MMLV  Moloney Murine Leukemia Virus 

MTCO  Centro de organización de microtubulos 

PCD  Muerte celular programada 

PCR  Reacción en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction) 

PSV  Vacuolas de almacén de proteínas 

PVC  Compartimentos prevacuolares 

RE  Reticulo endoplásmico 



RNA  Ácido ribonucleico 

ScHT-B  Proteína HT-B de Solanum chacoense 

SCP  Complejo Skp1/Cullin ó CDC53/F-box 

SCR  Proteína rica en residuos de cisteína del locus S 

SI  Sistema de incompatibilidad 

SIE  Sistema de incompatibilidad esporofítico 

SIG  Sistema de incompatibilidad gametofítico 

SLF  Determinante masculina, proteína del locus S con caja F 

SRK  Receptor tipo cinasa del locus S 

SNARE  Receptor de atracción sensible a N-etilmato-imido (N-ethylmate imide-sensitive 

attachment receptor) 

SMARTIII  Switching Mechanism at 5´end of RNA Transcript 

TP  Tubo polínico 

t-SNARE  Proteína SNARE de la membrana blanco 

TPR  Repeticiones tetratricopeptido 

v-SNARE  Proteína SNARE de la vesícula 

Y2H  Ensayo de doble híbrido 
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INTRODUCCIÓN 
 

A lo largo de la evolución de las angiospermas, han aparecido sistemas de 

autoincompatibilidad (AI) que les permiten prevenir la autofecundación y promover la 

diversidad genética en las especies. La AI es un mecanismo por el cual el pistilo puede distinguir 

y rechazar su propio polen mediante interacciones moleculares célula-célula (de Nettancourt,  

1977).   

La AI  es clasificada en dos sistemas.-  sistema de incompatibilidad esporofítica (SIE) y sistema 

de incompatibilidad gametofítica (SIG). Se controla genéticamente por un solo locus 

multialélico conocido como el locus S, el cual incluye dos unidades transcripcionales que 

determinan la especificidad de la respuesta de AI tanto en el polen como en el pistilo (Silva y 

Goring, 2001; Takayama e Isogai,  2005).  

Nicotiana alata es una solanácea que presenta SIG. En esta familia la determinante femenina 

de la AI es una glicoproteína básica conocida como S-RNasa (Anderson et al., 1986; McClure et 

al., 1989; Murfett et al., 1994). Esta proteína es específica de estilos y se transporta desde la 

matriz extracelular del tejido de transmisión del estilo al interior del tubo polínico (TP), 

probablemente por endocitosis y permanece en una vacuola si la cruza es compatible, no así 

en cruzas incompatibles,  en las que es liberada al citoplasma (Goldraij et al., 2006). Una vez 

libre, la S-RNasa se comporta como agente citotóxico degradando el RNA del tubo polínico 

(Mc Clure et al., 1989; Luu et al., 2000; Huang  et al., 1994). La determinante masculina (SLF) es 

una proteína con una caja F hacia la región del extremo amino (Entani et al., 2003; O´Brien et 

al., 2004; Qiao et al., 2004). La proteína SLF se localiza principalmente en el citoplasma del TP y 

cerca de la región periférica al retículo endoplásmico (Wang y Xue, 2005). La proteína SLF 

interacciona con las S-RNasas in vivo (Qiao et al., 2004).  

Para que el mecanismo del rechazo del polen ocurra se requiere de la interacción física de SLF 

con la S-RNasa de manera alelo S específica. Sin embargo, existe evidencia que otros factores 

no codificados en el locus S son necesarios para que ocurra el rechazo del polen. Estos 

factores se conocen como genes modificadores (GM) (McClure et al., 2000).   

El  primer gen modificador clonado en Nicotiana alata fué HT-B (McClure et al., 1999).  HT-B 

codifica una proteína pequeña de secreción de 8.2 kDa, rica en asparagina y aspartato hacia 

su extremo carboxilo. La participación de HT-B como GM en la AI fue demostrada cuando 
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este gen fue clonado y expresado en antisentido en plantas transgénicas de híbridos de N. 

plumbaginifolia X N. alata S105S105, observándose que los híbridos perdieron la capacidad de 

rechazar el polen S105 (McClure et al., 1999). Otros estudios en Lycopersicom esculentum y 

Solanum chacoense, confirman la importancia de HT-B en la vía bioquímica del rechazo del 

polen como un GM (Kondo  et al., 2002-A). En la actualidad no se conoce a ciencia cierta cual 

es el papel bioquímico que desempeña HT-B en la respuesta de AI;  sin embargo, se sabe que 

se introduce  al citoplasma del tubo polínico en cruzas compatibles e incompatibles, pero en el 

tubo polínico de cruzas compatibles la proteína HT-B es degradada (Goldraij et al., 2006). No 

obstante, se desconoce quien la estabiliza en cruzas incompatibles o quien la degrada en 

cruzas compatibles. Datos bioquímicos muestran que HT-B no interacciona físicamente con las 

S-RNasas, aunque no se sabe si lo hace con SLF.  

Podrían existir dos maneras de estabilizar a HT-B en cruzas incompatibles; 1) mediante alguna 

modificación postraduccional (i. e. fosforilación) ó 2) a través de la interacción con otras 

proteínas que formaran complejos con ella, las cuales podrían ser del propio polen  o venir del 

estilo. Lo que es un hecho es que actualmente, las únicas proteínas estilares identificadas que 

participan directamente en el SIG son: las S-RNasas, 120K, HT-B y provenientes del polen solo SLF.  

El objetivo de este trabajo fue identificar proteínas del tubo polínico que interaccionaban 

físicamente  con HT-B, con la finalidad de conocer factores que pudieran estabilizarla y de 

conocer otros elementos del tubo polínico que están en la vía de acción de HT-B para efectuar 

el rechazo del polen. 
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ANTECEDENTES 
Generalidades de la flor 
Las flores son estructuras especializadas en la reproducción que difieren en tamaño, color, forma y 

organización (Curtis, 2000). Están situadas en un receptáculo en donde se unen todos los verticilos 

florales (cáliz, corola, androceo y gineceo). El verticilo más externo, el cáliz, está formado por 

sépalos que constituyen la base. Junto a los sépalos crece la corola constituida por una serie de 

pétalos que generalmente son de colores brillantes y que rodean a los órganos reproductivos.  

El gineceo es la parte femenina en la flor. El pistilo o carpelo se compone por  el estigma, el estilo y 

el ovario. El estigma, se encuentra en la parte superior del estilo y está compuesto por múltiples 

células secretoras que funcionan como una superficie receptiva, en la cual se deposita el polen 

para germinar y desarrollar el tubo polínico (Howell, 1997). El estilo permite el crecimiento del tubo 

polínico guiándolo y nutriéndolo para que crezca a lo largo del tejido de transmisión hasta alcanzar 

el ovario, donde se encuentran los óvulos, los cuales por megagametogénesis forman el saco 

embrionario (gametofito femenino) compuesto generalmente por 7 células haploides, una de las 

cuales es la ovocélula. 

La parte masculina de la flor (androceo) está formada básicamente por los estambres. Cada 

estambre  se compone de un filamento largo que culmina en el extremo superior con una antera 

fértil generalmente bilobulada y tetralocular, en donde se desarrolla el polen. Las anteras tienen 

cuatro sacos polínicos o microesporangios, donde se forman los granos de polen (gametofito 

masculino) como producto de la microesporogenesis. 

 
Polinización, germinación y crecimiento del tubo polínico 
El polen, genera la célula vegetativa y  la generativa, la que a su vez se dividirá en las células 

espermáticas que  llevarán a cabo la doble fecundación.  

La pared del polen es importante en eventos de reconocimiento entre el polen y el estigma. Se 

constituye de una capa interna conformada  por pectincelulosa y una capa externa denominada 

exina compuesta de esporopolenina. En las últimas etapas del desarrollo del polen las células 

tapetales de la pared de la antera se desintegran y sus componentes cubren la superficie del 

polen formando lo que se conoce como trifina (Taylor, 1997). 

De manera general, el proceso de polinización se inicia cuando los granos de polen son  liberados 

del microesporangio y son transportados a la superficie del estigma por algún medio biótico o 

abiótico. Los granos de polen se adhieren al estigma y posteriormente se hidratan y germinan 

desarrollando el tubo polínico (TP).  El TP crece a lo largo de la matriz  extracelular del tejido de 

transmisión estilar hasta encontrar el óvulo para liberar, en el saco embrionario de éste las células 
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espermáticas, ocurriendo la doble fecundación, que es característica de las plantas con flores 

(Angiospermas). 

La polinización puede ser de dos tipos: 1) autopolinización, que ocurre cuando una planta 

hermafrodita es polinizada con su propio polen para fecundar a su ovocélula en el saco 

embrionario y 2) la polinización cruzada, que ocurre cuando el pistilo de una planta acepta polen 

de una planta diferente a ella, pero de su misma especie, lo que conlleva a la producción de  

nuevas y diferentes combinaciones alélicas que promueven la diversidad genética. Es por ello, que 

muchas especies evolucionaron para impedir o restringir la autopolinización (Charlesworth et al., 

2005). 

El proceso de germinación del polen es complejo, componentes de la pared del polen, lípidos, 

proteínas tipo oleosinas y pequeñas moléculas aromáticas, como los flavonoides, son 

indispensables en la hidratación del polen y en el reconocimiento entre éste y el estigma (Taylor, 

1997).  

La germinación del polen y el crecimiento del tubo polínico hasta su encuentro con los óvulos es un 

proceso costoso. Existen diversos mecanismos como las vías de señalización, los fosfoinosítidos que 

controlan la endocitosis y exocitosis (Monteiro et al., 2005), las proteínas de la familia RHO, como 

Rop que es una GTPasa que regula el gradiente de Ca2+ hacia la región apical del tubo polínico y 

la despolimerización de F-actina (Gu et al 2003; Feijó et al., 2004; Gu et al., 2005) que deben 

prevalecer en una coordinación muy precisa para soportar el crecimiento del TP. Además de esto, 

coexisten otros mecanismos que limitan, en este nivel, la autofecundación en las plantas. 

 

Sistema de autoincompatibilidad 
 Para evitar la autofecundación, las angiospermas desarrollaron diferentes mecanismos que van 

desde las barreras físicas a las genéticas, todas ellas englobadas en lo que se conoce como 

incompatibilidad sexual (Cruz-García y McClure, 2001). 

La autoincompatibilidad (AI)  se define como la incapacidad de una planta hermafrodita fértil de 

producir cigotos después de la autopolinización (de Nettancourt, 1977).  La AI es un mecanismo en 

el cual el pistilo de una planta reconoce y rechaza su propio polen, previniendo la 

autofecundación y promoviendo así la polinización cruzada.  

Los sistemas de AI se pueden clasificar en dos grupos: 1) los sistemas heteromórficos y 2) los sistemas 

homomórficos, siendo los primeros los menos frecuentes en la naturaleza.  
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Sistema de Autoincompatibilidad Heteromórfico 
En este tipo de AI las plantas producen distintos morfos florales en la población, los cuales están 

relacionados con diferentes posiciones de sus órganos reproductivos (pistilos y estambres), lo que  

establece barreras físicas y fisiológicas que impiden la autopolinización. Las plantas con este tipo 

de AI se clasifican en distílicas y tristílicas.  

• Distilia.-  Este tipo de sistema presenta dos morfos  florales determinados a) PIN; morfo en 

las cuales el estilo es largo y los estambres cortos, y b)  el morfo THRUM; presenta estilos 

cortos y los estambres largos (Fig. 1-A). 

• Tristilia.- Presenta tres morfos florales y la clasificación se basa en el tamaño del estilo, es 

decir, las flores pueden tener un estilo corto, mediano o largo, minimizando así la 

probabilidad del depósito de polen propio en su estigma (Fig. 1-B). 

Una característica importante en este tipo de arreglos morfológicos es que, además de la barrera 

física, el polen será únicamente compatible en aquellos casos en que coincida el tamaño de la 

antera con el del estilo en donde sea depositado (Fig. 1-B), de otra manera el polen será 

rechazado (de Nettancourt, 1977). 
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Sistema de Incompatibilidad Homomórfico   
En estos tipos de sistemas la incompatibilidad es controlada genéticamente por un solo locus 

multialélico conocido como el locus S, el cual incluye dos unidades transcripcionales, una que 

determina la especificidad de la respuesta de AI en el polen (determinante masculina) y otra en el 

pistilo (determinante femenina) (Takayama e Isogai, 2005). A pesar de que el control de la 

respuesta de AI esta dictado por el locus S, el rechazo del polen se realiza por diversos 

mecanismos que han evolucionado de manera independiente  (Charlesworth et al., 2005). En 

algunas familias como Brassicacea y Papaveracea, el reconocimiento de las determinantes está 

dado por un mecanismo de ligando-receptor (Gaudet y McCornick, 1999; Takayama e Isogai, 

2005). En Solanaceas, la determinante femenina tiene un papel citotóxico degradando el RNA del 

tubo polínico, abatiendo su crecimiento (McClure et al., 1989). Es claro que en cada caso el 

tiempo de expresión de las determinantes de la especificidad es diferente, así como lo es su 

función, por ello los sistemas de incompatibilidad homomórficos se clasifican en: esporofítico y 

gametofítico.  

 

Sistema de Incompatibilidad Esporofítico (SIE) 
En el SIE, los productos del locus S correspondientes a la determinante masculina son expresados 

por células tapetales de la antera. En las últimas etapas de la maduración del polen, las células 

tapetales se desintegran y liberan sus proteínas, entre ellas las determinantes masculinas que serán 

depositados en la cubierta de los granos de polen en formación (Dickinson et al., 2000). Si la planta 

es heteróciga, el polen portará los dos productos de los alelos S en su superficie, en cambio si la 

planta es homocigota, el polen solo portará un tipo de producto génico, en cualquiera de los dos 

casos el origen de los productos es de células esporofíticas.  

El SIE se ha estudiado en familias como Brassicaceae y Convolvulaceae (Nasrallah y Nasrallah, 

1993). La respuesta del rechazo del polen propio ocurre en la superficie del estigma, es rápida y por 

lo general evita la germinación del polen incompatible. Aunque en algunas ocasiones el polen 

llega a germinar, los tubos polínicos no penetran la cutícula del estigma y detienen su crecimiento 

casi inmediatamente.  

En Brassica se identificaron y clonaron los genes que codifican para la determinante femenina (DF) 

y la determinante masculina (DM). La DF codifica un receptor con un dominio extracelular 

denominado S, una región transmembranal y un dominio citosólico con actividad de 

serina/treonina cinasa, conocido como SRK [S-locus Receptor Kinase](Fig. 2), el cual se expresa 

específicamente en las células papilares  del estigma (Takasaki et al., 2000); mientras que la DM 
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codifica una proteína de 8.4 kDa rica en cisteína (SCR= S-locus Cystein-Rich), que es sintetizada por 

las células tapetales de la antera y secretada a la cubierta del grano del  polen (Stephenson et al., 

1997) (Fig. 2). 

Cuando el ligando SCR y el receptor SRK del mismo haplotipo interactúan, se inicia una cascada 

de señales que concluye con la no hidratación y la no germinación del grano de polen (Takayama 

e Isogai, 2005). Se han identificado diferentes elementos en esta cascada de transducción. Se 

conocen dos moléculas reguladoras positivas, una de ellas es ARC1 [Armadillo Repeat Containing 

1](Fig. 2), esta proteína es fosforilada e interacciona in vivo con la región citoplásmica del receptor 

SRK (Gu et al., 1998), cuenta con una caja U que le confiriere actividad de ligasa de ubiquitina E3 

(Stone et al., 2003). Se propone que esta proteína está en la vía de degradación de proteínas 

mediante el proteosoma 26S, probablemente ARC1 marque a SRK para su degradación  (Andersen 

et al., 2004). Otra molécula reguladora positiva es la proteína  MLPK [MOD locus Protein kinase](Fig. 

2), la cual es una acuaporina tipo MIP-MOD [Major Intrinsic Protein] (Dixit et al., 2001). Las 

acuaporinas forman canales que regulan el  transporte  de agua a través de las membranas. La 

proteína MLPK tiene un dominio de N-miristoilación y está anclada a la membrana plasmática de 

células del estigma, sugiriendo una cercanía con SRK  y su posible interacción con ésta, por lo 

tanto, se propone que la proteína MLPK regula el transporte de agua a través  de las membranas 

de las células del estigma para hidratar el polen que tenga un haplotipo S diferente al del estigma 

(Dixit et al., 2001).  

Otros componentes que regulan negativamente la cascada de transducción que da respuesta a 

la AI en Brassica, son las tioredoxinas THL1 y THL2. Estas proteínas interaccionan con la región 

conservada de cisteínas del dominio transmembranal del receptor SRK. La interacción no es 

dependiente de fosforilación. La tiorredoxina THL1 inhibe la autofosforilación de la actividad cinasa 

del receptor SRK (Takayama e Isogai, 2005). Otro regulador negativo aislado de B. oleracea, 

(Vanoosthuyse et al., 2003) es una fosfatasa KAPP [kinase-associated protein phosphatase] que 

interacciona con el dominio cinasa de muchos receptores tipo cinasas. La proteína KAPP  

desfosforila a SRK inactivándola (Takayama e Isogai, 2005).  
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A pesar de que el sistema de incompatibilidad esporofítico es uno de los sistemas más descritos a 

nivel molecular, aún faltan factores por descubrir para describir la vía del rechazo del polen en 

Brassicaceae (Fig. 2).  

 

Sistema de Incompatibilidad Gametofítico (SIG) 

A diferencia del SIE, el sistema de incompatibilidad gametofítico (SIG) es el más difundido en las 

angiospermas y se ha descrito en más de 60 familias (Kao y McCubbin, 1996).  En este caso, la 

determinante masculina se expresa después de la división meiótica de los microesporocitos, por 

ello, la respuesta de AI depende del genotipo haploide del grano de polen.  

En especies con un SIG los granos de polen germinan y producen un TP, independientemente de su 

haplotipo S. Si la cruza es compatible, es decir no existe coincidencia entre el haplotipo S del 

polen con alguno del pistilo, el TP crecerá a lo largo del estilo hasta llegar al ovario; sin embargo, en 

cruzas incompatibles, el tubo polínico será inhibido generalmente a nivel del estilo y  no logrará 

alcanzar el ovario. 
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SIG en la familia Papaveraceae 

Hasta la fecha solo se han identificado dos mecanismos diferentes para el SIG. El primero está 

descrito en Papaveraceas,  en donde se propone que el reconocimiento entre las determinantes 

de la incompatibilidad  ocurre por la interacción ligando-receptor. Es un mecanismo rápido: 

cuando el ligando interacciona con el receptor induce el incremento de las concentraciones de 

Ca2+, lo que promueve la despolimerización de filamentos de actina y evita el intercambio de 

vesículas de la zona apical del tubo polínico, lo que resulta en la inhibición de su crecimiento 

(Franklin-Tong y Franklin, 2003; Takayama e Isogai, 2005).  

La determinante femenina en las Papaveraceas son proteínas S de secreción de 15 kDa. Las 

proteínas S, a diferencia de las determinantes en Brassicaceas (SIE) y en Solanaceas (SIG), no 

presentan una región hipervariable. El reconocimiento del polen radica en la estructura secundaria 

de estas proteínas compuesta por 6 hojas beta y 2 alfa hélices conectadas por 7 asas hidrofílicas. 

Estudios con mutaciones dirigidas muestran que las asparaginas presentes en el asa 6 son 

indispensables para no perder la capacidad de rechazar el polen (Kakeda et al., 1998).  

El gen de la determinante masculina en este sistema no se ha clonado; sin embargo, se sugiere que 

se localiza en la membrana plasmática del tubo polínico y que  funciona como un receptor 

asociado a canales de calcio (Takayama e Isogai, 2005). 

En respuesta a la interacción específica entre las determinantes en este sistema, se induce el 

rápido incremento de las concentraciones de calcio en el interior de los tubos polínicos. 

Normalmente el flujo parte de la región apical, pero cuando interaccionan las determinantes de la 

especificidad, la captación de calcio ocurre a través de todo el cuerpo del tubo polínico, lo que 

conlleva a la pérdida del gradiente de calcio que se tendría presentar a lo largo de éste (Franklin-

Tong et al., 2002). Como se sabe, el calcio  juega un papel importante como segundo mensajero 

en diferentes cascadas de señalización. En el SIG en Papaver su función es interesante. Como 

consecuencia del incremento del calcio se observan diferentes cambios en el TP como: 1) la 

despolimerización de los filamentos de actina (Fig. 3). Al respecto, Huang et al. (2004) encontraron 

que proteínas como la Gelsolina y la Profilina  conocidas como ABP que promueven la 

polimerización de la actina,  pierden su capacidad de asociación a ésta (Huang et al., 2004); 2) la 

fosforilación dependiente de calcio de una pirofosfatasa conocida como p26 (CDPK) (Fig. 3). Las 

pirofosfatasas conducen la biosíntesis celular catalizando reacciones para la producción de 
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paredes y membranas celulares, además de generar ATP, carbohidratos y proteínas (Rudd y 

Franklin-Tong, 2003); 3) también se propone que la fosforilación de una posible MAPK (mitogen-

activated protein kinase) conocida como p56, probablemente desencadene la respuesta de 

muerte celular programada (PCD), (Rudd y Franklin-Tong, 2003) (Fig.3). En su conjunto, estos 

cambios dirigidos por el aumento de Ca2+, aseguran que la respuesta del rechazo del polen en 

papaveraceas sea satisfactoria. 

 

 

 

SIG dependiente de S-RNasas  
Este mecanismo del rechazo del polen se ha caracterizado en las familias Solanaceae, Rosaceae y 

Scrophulariaceae e involucra la degradación de RNA de tubos polínicos de cruzas incompatibles. 

El modelo de estudio en el presente trabajo es Nicotiana alata, planta perteneciente a la familia  

Solanaceae, por lo tanto se describirán con más detalle los factores y las determinantes que están 

involucrados en esta familia. 
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Las S-RNasas: determinantes de la auto-incompatibilidad en el pistilo 
El grupo de Anderson et al. (1986) identificó y clonó en N. alata una proteína con una masa 

molecular de 32 kDa, esta proteína segregaba genéticamente con el fenotipo de AI para el alelo 

S2. Este grupo observó que esta proteína se encontraba en altas concentraciones en las regiones 

del estigma y del estilo y su funcionalidad parecía estar ligada, a los estilos maduros. Posteriormente  

McClure et al. (1989) mostraron la similitud en secuencia de aminoácidos de estas proteínas con las 

RNasas fúngicas T2 y Rh, y demostraron también que éstas proteínas tienen actividad de 

ribonucleasa. 

 La S-RNasa es una glicoproteína básica de alrededor de 30 kDa (Anderson et al., 1986; Bredemeijer 

et al., 1981; McClure et al., 1989). Un análisis  de comparación entre S-RNasas de diferentes 

especies, revela un rango de similitud entre éstas del 38% al 93% (Ai et al., 1992; Lee et al., 1992; 

Ishimizu et al., 1998-B). Este análisis indica que las S-RNasas contienen 5 regiones conservadas 

nombradas de la C1 a la C5 (Ioerger et al., 1991). Tres de estas regiones tienen mayor 

hidrofobicidad (C1, C4, C5) y comparten de 7 a 10 residuos de cisteína que están relacionados con 

la formación de cuatro puentes disulfuro que estabilizan la estructura terciaria de la proteína 

(Ioerger et al., 1991). Entre las regiones  C2 y C3 se encuentra el sitio activo, al igual que las RNasas 

fúngicas T2 y Rh, las S-RNasas conservan las dos histidinas necesarias para la actividad de 

ribonucleasa (McClure et al., 1989). Además,  las S-RNasas  tienen dos regiones hidrofílicas con alto 

grado de variabilidad (regiones hipervariables Hva y Hvb), las cuales se sugiere que son las que 

interaccionan con la determinante masculina de manera alelo S específica (Ioerger et al., 1991; 

Ishimizu et al., 1998-A; Sims y Ordanic, 2001). 

 

Por medio de experimentos de pérdida o ganancia de función se demostró que las S-RNasas son 

las determinantes alélicas de la AI en el pistilo (Huang et al., 1994). Plantas transgénicas de Petunia 

inflata perdieron la capacidad de rechazar el polen: cuando una planta heteróciga S1S2 fue 

transformada con el transgen para la S1-RNasa en antisentido, las plantas no pueden rechazar el 

polen S1, pero sí el polen S2. Por otra parte, cuando se expresó el transgen para la S3-RNasa en 

plantas S1S2, se observó que estas plantas adquirieron la capacidad de rechazar el polen S3, 

demostrando de esta manera que las S-RNasas son las responsables de la especificidad alélica en 

el pistilo (Lee et al., 1994; Murfett et al., 1994). 
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Determinante masculina SLF 
 El gen que codifica la determinante masculina en Solanaceas y Scrophulariaceas, fue identificado 

en Petunia inflata, Prunas mume y en Antirrhinum hispanicum (Entani et al., 2003; Qiao et al., 

2004; Sijacic et al., 2004) y fue denominado como SLF/SFB (S-locus F box protein). El gen SLF/SFB 

codifica para una proteína con caja F, se expresa únicamente en anteras y su transcrito es de 

alrededor de 1.4 kb. A pesar que las proteínas con caja F se asocian a las ligasas E3 en la vía de 

degradación de proteínas, la función precisa del producto de SLF/SFB es aún desconocida. Se ha 

encontrado que esta proteína puede interactuar  in vitro directamente con la S-RNasa, aunque la 

interacción no es alelo S específica (Qiao et al., 2004). La determinante SLF se encuentra presente 

en el citoplasma y en la periferia del retículo endoplásmico del tubo polínico (Wang y Xue, 2005). 

En Antirrhinum la proteína SLF es parte del complejo SCF (Skp1/Cullin ó CDC53/F-box), el cual es 

muy importante para la ubiquitinación de proteínas blanco que deben ser degradadas por medio 

del complejo proteosomal 26S  (Qiao et al., 2004).  

El modelo que presenta Qiao et al., (2004) de acuerdo con sus resultados, es que AhSLF puede 

actuar como una proteína E3 ligasa, para la transferencia de ubiquitina y la subsecuente 

degradación de las S-RNasas por el proteosoma 26S. Cabe mencionar que la interacción entre 

SLF/SFB y la S-RNasa no es alelo S-especifica, por lo que SLF/SFB sólo desencadenaría la 

degradación de las S-RNasas que no comparten especificidad alélica, es decir en una cruza 

compatible (Lai et al., 2002; Entani et al., 2003). Por el contrario en cruzas incompatibles, en donde 

SLF/SLB y la S-RNasas comparten especificidad alélica, esta última no debe ser degradada, de ésta 

manera que  Qiao et al. (2004)  proponga que la S-RNasa pudiera ser protegida por un factor que 

evitara su ubiquitinación y por lo tanto su degradación, este factor  en las cruzas compatibles 

deberá estar inactivo (Qiao et al., 2004). 

 

Genes modificadores 
La respuesta del rechazo del polen en solanáceas, como en otros SI, ocurre por la interacción entre 

las determinantes de especificidad (S-RNasa-SLF/SFB); sin embargo, se sabe que otros genes no 

ligados al locus S denominados genes modificadores, son necesarios para la respuesta de rechazo 

del polen (McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005). Esta aseveración se derivó de manera 

contundente de los experimentos de Murfett et al. (1996), quienes transformaron plantas 
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autocompatibles N. plumbaginifolia (AC) con el transgen de la SA2-RNasa. Si la SA2-RNasa fuera 

el único factor en la vía del rechazo del polen, se esperaría que en esta especie AC se convirtiera 

en AI. Sin embargo, las plantas transgénicas  no fueron capaces de rechazar el polen SA2 ni el de N. 

plumbaginifolia. No obtante, cuando esta planta se cruzó con una de N. alata BT, la cual no 

expresa S-RNasas pero tiene el entorno genético del rechazo del polen, el híbrido  rechazó el polen 

SA2 y el de N. plumbaginifolia. Estos resultados permitieron concluir que N. alata BT heredó 

factores diferentes a las S-RNasas y SLF/SFB requeridos para el rechazo del polen en Nicotiana. Estos 

genes se conocen como modificadores (GM) y fueron clasificados por McClure et al. (1999) en tres 

grupos: 

 

GRUPO I. Son aquellos GM que afectan directamente la expresión de las determinantes de la 

especificidad del rechazo del polen. 

GRUPO II. Son GM que interaccionan genética o bioquímicamente con los determinantes de la 

especificidad sin afectar expresión. Además, no tienen participación en otras interacciones polen-

pistilo. 

GRUPO III. Son GM que participan tanto en el sistema de AI como en procesos generales durante la 

polinización como la nutrición del TP, la adhesión de polen, etc. 

 

Existen una serie de proteínas que se han postulado como productos de genes modificadores del 

grupo III. Estas proteínas son: Nap11, NaTTS y NaPELPIII, quienes forman complejos con las S-RNasas 

in vitro.  La mayoría de éstas proteínas están involucradas de alguna manera en el desarrollo del 

tubo polínico, tanto en cruzas compatibles como en cruzas incompatibles. Su asociación con la S-

RNasa las postula como proteínas accesorias para el transporte de las S-RNasas al tubo polínico 

(Cruz-García et al., 2005). 

Al momento se han clonado dos GM (120K y HT-B) que están directamente involucrados con el 

sistema del rechazo del polen (McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005; Goldraij et al., 2006). La 

función de 120K y HT-B en el mecanismo del rechazo del polen fue comprobada al ser silenciados 

lo genes por RNAi en híbridos de N. plumbaginifolia AC X N. alata AI (S105S105 ó Sc10Sc10). Las 

plantas transgénicas resultantes fueron incapaces de rechazar polen S105 y Sc10 (Hancock et al., 

2005). Asimismo, se sabe que la falta de HT-B ó 120K no afectan los niveles de la S-RNasa en los 

tubos polínicos de cruzas compatibles ni de cruzas incompatibles (Goldraij et al., 2006), indicando 

que estas proteínas no participan en el transporte de las S-RNasas al tubo polínico.  
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La proteína HT-B 
La proteína HT-B tiene 101 aa, cuenta con un péptido señal (PS) hacia el extremo amino y se 

predice un sitio de corte del PS después de la asparagina 24 dando origen a una proteína madura 

de 8.6 kDa, con un punto isoleléctrico de3.76. Además, HT-B tiene hacia el extremo carboxilo un 

dominio rico en asparaginas, delimitado por tres residuos de cisteínas, las cuales podrían estar  

involucradas en la formación de puentes disulfuro o en modificaciones postraduccionales (McClure 

et al., 1999). Esta proteína se expresa en las últimas etapas del desarrollo del pistilo coincidiendo 

con el momento en que la flor abre (antesis) y expone su estigma para recibir el polen (McClure et 

al., 1999).  

La participación de la proteína HT-B en el mecanismo del rechazo del polen fue clara cuando 

plantas de N. alata AI fueron transformadas con HT-B en antisentido. Las plantas transgénicas 

fueron autocompatibles (McClure et al., 1999). Su papel en la incompatibilidad fue confirmado 

también en Solanum chacoense, donde se describió un ortólogo de HT-B (ScHT-B). Líneas 

transgénicas con un RNAi de ScHT-B, fueron incapaces de rechazar su propio polen (O´Brien et al., 

2002). Finalmente, en Lycopersicom esculentum, una mutación que genera un codón de término 

prematuro en un ortólogo de HT-B, provoca que las plantas no rechacen el polen propio (Kondo et 

al., 2002-A; Kondo et al., 2002-B). No obstante, se desconoce en detalle cual es el papel 

bioquímico que desempeña HT-B en la respuesta de AI. Sin embargo, en los tubos polínicos de 

cruzas compatibles HT-B es degradado (Goldraij et al., 2006),  lo que sugiere que su estabilidad es 

importante en la respuesta de AI. Datos bioquímicos adicionales muestran que HT-B no interactúa 

físicamente con las S-RNasas, aunque no se sabe si lo hace con la proteína SLF/SFB. La 

estabilización de HT-B en los tubos polínicos de cruzas incompatibles podría darse de dos maneras: 

1) mediante alguna modificación postraduccional (i. e. fosforilación) ó 2) a través de otras 

proteínas que formaran complejos con ella, las cuales podrían ser del  polen  o venir del estilo. Lo 

cierto es que hasta  el momento, las S-RNasas, HT-B, 120K y SLF/SFB son las únicas proteínas  que se 

conocen que participan directamente en el SIG. 
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Modelos del rechazo del polen en sistemas basados en S-RNasas 
Modelo del inhibidor 
Durante varios años las investigaciones sobre el mecanismo del rechazo del polen en sistemas 

basados en la participación de S-RNasas, han alentando dos ideas principales: la primera se basa 

en el modelo del receptor, en donde la determinante masculina estaría presente, ya sea en la 

membrana o en la pared celular del polen,  de esta manera la interacción alelo específica se 

daría a este nivel, ocasionando que la entrada de las S-RNasas fuera de manera específica, es 

decir solo ingresarían aquellas con coincidencia alélica. Sin embargo, esta idea fue descartada, ya 

que el grupo de Luu et al., (2000) localizó por inmunocitoquímica la S11-RNasa   de S. chacoense  en 

el citoplasma  tanto de tubos polínicos compatibles como en incompatibles, de ahí que la 

segunda idea del modelo del inhibidor fuera apoyada. La segunda idea sugiere que las S-RNasas 

deben contar con dos dominios: un dominio funcional específico (DE) para cada S-RNasa y otro 

catalítico (DC), que está presente en todas las S-RNasas y que le confiere la actividad de 

ribonucleasa. El DC se obstruye con la presencia de un inhibidor general del polen que se uniría o 

inactivaría a todas las S-RNasas. La determinante masculina, junto con la S-RNasas que sean alelo 

específicas podrían unirse por medio de sus dominios específicos activando sólo las S-RNasas que 

tengan coincidencia alélica. De esta manera, el resultado es la degradación del RNA del tubo 

polínico y su subsecuente inhibición (Fig. 4). 
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Modelo de la tasa de degradación de S-RNasas  
 

A partir del descubrimiento de la determinante femenina, gran parte de las investigaciones se 

enfocaron en esclarecer la naturaleza de la determinante masculina (SLF/SBF), ya que las 

características bioquímicas de la determinante masculina conduciría a entender el mecanismo del 

rechazo del polen. La determinante masculina SLF/SBF es una proteína con un dominio con caja F 

hacia su extremo amino, las proteínas con este  dominio están relacionadas con las ligasas  E3 de la 

vía de degradación de proteínas por el complejo 26S. La ligasa E3, forman parte del complejo SCF, 

el cual se constituye de una proteína reguladora Culling 1, del adaptador SKp1 y la proteína con 
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caja F. El complejo SCF  se une directamente al sustrato que será degradado por el proteosoma 

26S. 

Las investigaciones de Qiao et al., (2004), muestran que la proteína SLF/SBF presente en 

Antirrinum hispanicum  interacciona, en ensayos de doble híbrido y coinmunoprecipitación, 

directamente  con las S-RNasas, sin embargo esta interacción no es alelo específica;  experimentos 

de inmunoprecipitaciones demostraron la interacción de SLF/SBF con proteínas  Culling 1 y SKp1 

que son componentes del complejo SCF, lo que sugiere la formación de éste en el tubo polínico.  

Al mismo tiempo la utilización de inhibidores del proteosoma 26S  señalan su participación en cruzas 

compatibles. Finalmente se han detectado S-RNasas ubiquitinadas y su disminución en una cruza 

compatible, pero no en cruzas incompatibles, lo que propone que son degradadas sólo en cruzas 

compatibles. Con todos estos datos Qiao et al., (2004), señalan que SLF/SBF forma parte del 

complejo SCF, SLF/SBF interacciona con las S-RNasas, permitiendo su ubiquitinación y concluyendo 

en su degradación por el proteosoma 26S en una cruza compatible.  

 

Modelo del secuestro de las  S-RNasas en vacuolas.  
Este modelo descrito por Goldraij et al. (2006) se muestra en la figura 5 y señala el crecimiento del 

tubo polínico en una cruza compatible e incompatible en Nicotiana. Este modelo se basa en el 

hecho de que las S-RNasas se introducen desde la matriz extracelular del tejido de transmisión del 

estilo al tubo polínico por endocitosis no importando su haplotipo. De esta manera, las S-RNasas 

quedan secuestradas en una vacuola junto con 120K. Aunque se desconoce si HT-B se encuentra 

en la vacuola, se hipotetiza que sí. Bajo este modelo, HT-B juega un papel muy importante en el 

rechazo del polen, ya que se propone que como consecuencia de la interacción S-inespecífica 

entre la S-RNasa-SLF/SFB, HT-B es degradada por una proteína desconocida del polen durante una 

cruza compatible; sin embargo, si la cruza es incompatible, el complejo S-RNasa-SLF/SFB es 

específico, promoviendo directa o indirectamente la estabilización de HT-B, lo que suscitará que la 

membrana vacuolar, en donde se encuentran las S-RNasas, sea degradada,  liberando a las S-

RNasas al citoplasma del TP, en donde ejecutarán su acción citotóxica inhibiendo el crecimiento 

del TP (Fig. 5). 

 

Sin duda, los modelos anteriores dejan a la vista  diversas preguntas por contestar, por ejemplo, en 

el modelo de Goldraij et al. (2006) no es claro como se podría dar la interacción entre la S-RNasa y 

SLF/SFB, ni como éste complejo controla la ruptura de la vacuola  ni como provoca la degradación 

o la estabilidad de HT-B (Goldraij et al., 2006). Por otro lado, en el modelo de Qiao et al. (2004) 
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parecen no darle importancia a la  participación de HT-B y 120K ni a la compartamentalización de 

las S-RNasas. De esta manera, el enfoque del presente trabajo está dirigido a dilucidar el papel de 

los componentes de la vía del rechazo del polen dependiente de S-RNasa, en especial de aquellos 

que se relacionen con la estabilidad de HT-B, así como a proporcionar elementos que dirijan las 

investigaciones posteriores a entender el control la bioquímico de este mecanismo.  
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
 

 
 

HT-B, es una proteína estilar que se transporta desde la matriz extracelular del tejido de transmisión 

del estilo hasta el citoplasma del tubo polínico e interviene directamente en el mecanismo del 

rechazo del polen en solanaceas. Su participación en la AI como gen modificador es clara, ya que 

cuando se abate su expresión en plantas transgénicas de  Nicotiana alata, estas son incapaces 

de rechazar el polen con el mismo haplotipo que el estilo. Hasta la fecha se desconoce el papel 

bioquímico de HT-B. Sin embargo, se sabe  que en extractos proteicos de tubos polínicos 

compatibles disminuye su cantidad, no así en cruzas incompatibles, lo que indica que su 

participación en el rechazo del polen está relacionada con su estabilidad. Estos hechos hacen 

suponer que HT-B funciona en el rechazo del polen mediante su interacción física con proteínas del 

tubo polínico que le permitan estabilizarse en una cruza incompatible o su degradación en cruzas 

compatibles. De esta manera, la intención  del trabajo es conocer las interacciones proteicas que 

pudieran existir entre HT-B y proteínas del tubo polínico con la finalidad de identificar proteínas que 

pudieran ser parte de la vía del rechazo del polen en sistemas dependientes de S-RNasas.  
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HIPÓTESIS 
 

 
 

HT-B es una proteína estilar que se transporta al tubo 
polínico y que está involucrada en la AI, por lo que su 

participación en el rechazo del polen es a través de su 
interacción física con proteínas del tubo polínico.  
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OBJETIVO GENERAL 
 

 
Identificar proteínas del polen de Nicotiana alata  que 

interaccionen con HT-B.  
 
 
 
 
 
 
 
 

OBJETIVOS PARTICULARES 
 
 

Fusionar a HT-B al dominio de unión al DNA del promotor GAL4 
 

Determinar si existen interacciones entre HT-B y proteínas del polen de N. alata 
en S. cerevisiae 

 
Seleccionar las clonas positivas de interacción en S. cerevisiae. 

 
Identificar los cDNA´s de las proteínas  que interaccionan con HT-B. 

 
Corroborar las interacciones positivas entre HT-B  y proteínas del polen.  
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MATERIALES Y MÉTODOS 
 

 
Purificación de RNA total 
 
La extracción de RNA total se realizó en frío, se pesó  1 g de granos de polen, tallos, hojas, pétalos, 

anteras o estilos de plantas homócigas AI de Nicotiana alata S105S105, se molieron en un mortero 

con nitrógeno líquido. 

 

El tejido se homogenizó en un vortex durante 3 min con el amortiguador de extracción (Urea 7 M, TE 

10x, SDS 1% y 2-mercaptoetanol 1%) y 5 ml de una mezcla de solventes Fenol-Cloroformo-Alcohol 

isoamílico (PCI) 50:49:1. Se centrifugó a 400 g durante 5 min a  TA.  

 

Se recuperó la fase acuosa y se le incorporaron 5 ml de PCI,  se agitó por 3 min nuevamente en 

vortex  y se centrifugó a 400 g por 5 min  a TA.  

 

La fase acuosa se mezcló vigorosamente con 5 ml de cloroformo durante 3 min y se centrifugó a 

400 g por 15 min a temperatura ambiente. Nuevamente, se tomó la fase acuosa para precipitar los 

ácidos nucleicos con un mililitro de acetato de amonio 10M y un volumen de isopropanol frío, se 

incubó durante 30 min a -20°C. Una vez transcurrido el tiempo, se centrifugó a 300 g por media 

hora a 4°C y el precipitado se resuspendió en 3 ml de agua con Dietilpirocarbonato (DEPC). 

Para separar el RNA del DNA se agregaron 3 ml de una solución de LiCl 8 M y se incubó a 4°C 

durante una noche entera. Se centrifugó durante 20 min a 4°C y el botón se resuspendió en 500 μl 

de agua DEPC. Una vez más, se precipitó el RNA con 1/3 del volumen con acetato de amonio [10 

M] y 700 μl de etanol 100 %, se incubó durante 20 min a -20°C y se centrifugó a 1300 g por 30 min a 

4°C. Las sales fueron lavadas agregando etanol 70 % y centrifugando por 15 min a 4°C y 1300 g. 
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Purificación de RNA poli A+ 
Se obtuvo RNA poli A+ de polen de plantas homócigas AI de Nicotiana alata S105-S105 mediante el 

sistema poly AT tract mRNA Isolation SystemIV (Promega), siguiéndose fielmente las 

especificaciones del manual (Apéndice I). 

 

 
Ensayo de doble híbrido 
 
El sistema de doble híbrido (Y2H) es un método genético in vivo que permite identificar la 

interacción entre dos proteínas. De igual manera, se pueden tamizar bibliotecas para detectar 

proteínas que interaccionan con una proteína “anzuelo” (Causier y Davies, 2002). El sistema de 

doble híbrido se basa  en el hecho de que factores transcripcionales que tienen separados su 

dominio de unión y  su dominio de activación al DNA, deben interaccionar físicamente para 

activar la transcripción (Fiels y Song, 1989).  

 

En S. cerevisiae hay un factor transcripcional modular que controla la activación del promotor 

GAL4, este promotor controla la expresión de los genes reporteros ADE, HIS y MEL1. La 

evaluación de las interacciones entre proteínas se hace en la cepa AH109 de S. cerevisiae, la cual 

es auxótrofa a adenina e histidina. Para que ocurra la activación de la expresión, una de las 

proteínas evaluadas deberá ser fusionada al dominio de unión al DNA de GAL4 y la otra con el 

dominio de activación. La interacción de las dos proteínas activará la transcripción de los genes 

reporteros, brindándole prototrofía a S. cerevisiae AH109 para adenina e histidina. Además, las 

clonas tendrán un fenotipo azul gracias a la actividad de la α-galactosidasa codificada por el gen 

MEL1, ya que su producto hidroliza el α-X-gal que es adicionado al medio de crecimiento. 

 

Clonación y expresión de la proteína HT-B fusionada al dominio de unión al ADN 
de GAL4 
 
El cDNA de la proteína HT-B fue amplificado por PCR con oligonucleótidos (Fig. 6-A) que 

permitieran amplificar el cDNA de la  proteína madura. Estos oligonucleótidos fueron diseñados 

para crear en el cDNA los sitios de restricción EcoRI  y  XhoI que fueron necesarios para clonarlo en 

el vector pAS2-1. Este vector contiene la secuencia del dominio de unión al DNA de GAL4 (Fig. 6-

C). 
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Las reacciones de PCR fueron preparadas a una concentración final de “taq buffer” 1X (Roche), 

de desoxirribonucleótidos (dNTP´s) 8 μM, de cada oligonucleótido 5 ng/μl, de taq polimerasa I 0.04 

U/μl  (Roche) y como molde 50 ng del cDNA de HT-B contenido en el vector pGEM.  

 Las condiciones de amplificación fueron: 1 ciclo de 94°C por 1 min, 30 ciclos a: 94°C por 30 seg, 

56°C por 1 min, 72°C por 1 min y  un ciclo de extensión final de 72°C por 5 min. 

Por medio de un análisis electroforético en un gel de agarosa al 0.7% (p/v) (apéndice XIII), se 

corroboró que el producto de PCR correspondió al tamaño del cDNA de HT-B esperado (~240pb) 

(Fig. 10-B). La banda fue purificada con el sistema CONCERT Rapid Gel Extraction System (Gibco 

BRL) de acuerdo a las condiciones del sistema (Apéndice II). 

Para clonar el cDNA de HT-B  en el vector pAS2-1, primero se utilizó el sistema de clonación pGEM-

T easy vector (Promega) (Apéndice III) que tiene alta eficiencia en el ligado de productos de PCR 

(Fig. 6-B). Este vector, de alto número de copias, tiene los promotores T7 y SP6 del gen de la RNA 

polimerasa. Además incluye un sitio de inserción de productos de PCR flanqueado por el sitio de 

restricción EcoRI. Cuando el producto de PCR es insertado en el vector pGEM,  el marco de lectura 

abierta que codifica la β-galactosidasa se interrumpe generando una enzima incapaz de hidrolizar 

el sustrato x-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-D-galactósido). La expresión de la β-galactosidasa es 

inducida con IPTG (isopropiltiogalactósido). Estos elementos son importantes para  identificar las 

clonas positivas. Una vez ligado el producto de PCR en el vector pGEM, las células de DH5α de E. 

coli fueron transformadas por choque térmico (Apéndice VII).  

Las clonas transformantes recombinantes presentan un fenotipo blanco, por la pérdida  de la 

actividad de la β-galactosidasa. Se purificó el DNA plasmídico de las clonas recombinantes y 

fueron evaluadas  por digestión con la enzima de restricción EcoRI.  
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Para generar el cDNA de HT-B con los sitios XhoI y EcoRI, se digirieron los plásmidos pGEM/HT-B con 

las enzimas de restricción XhoI y EcoRI. De igual forma, el vector pAS2-1 fué linearizado por 

restricción con las mismas enzimas  para crear los extremos cohesivos en los que se pueda ligar HT-

B.  La reacción de ligado se llevó acabo con la enzima T4 DNA ligasa (Invitrogen) bajo  las 

siguientes condiciones: 1.5 μl de vector pAS2-1 digerido con XhoI y EcoRI, 5 μl de HT-B  digerido 

con XhoI y EcoRI, 1 μl del amortiguador de la T4 DNA ligasa 5X (Invitrogen), 1 μl de T4 DNA ligasa y 

0.5 μl de H2O.  

Con el plásmido pAS2.1-HT-B se transformó  por choque térmico la cepa DH5α de E. coli,  las 

transformantes se evaluaron por digestión con las enzimas EcoRI/XhoI y con reacciones de PCR 

bajo las condiciones antes mencionadas. Las clonas fueron secuenciadas para verificar que el 

cDNA de HT-B se encontrara en marco de lectura con GAL4  (Fig. 10-A).  

 

B 

_'1009 
Sea 11890 

A 
IITpAS-FxhoI 
s' -CGCo!UI!IlGTAGGGATA TGGTTGATC CTT CAA TA-3' 

xIttJ 
IITpAS-RocorI 
S' -CGCc.u.1tl:CTAACAACAAACGGTTTGACAGAC-3' - e 

12707 

T7 

" o! 

pGEM- .Y Easy 
Vector 

(3'J15bp) 
l?edll 

1._' SCM 
SCM 

pAS2-1 
1393 b, 

al 

~c.d11 

SP6 
xhd 

( 
.l!ol' •• /11 

(5477) 

.l!ol 

.l!ol 

FI!JIIlI a Al OIigon_do. CIIIlos sIios _ Y xIttJ para cIorw ffT'-B'" pAS2-1 B) V«mr pGEM-T Easy Ve"", 
dcnle se clDn6 el praclJcID de PCR de HT-B. C) VeciDr pAS2-1, """'" can el domiio de II'Iiln al pnxnoiDr GAL4BIl. 
HT -8 fue donado '" este ""'*" p .... "'*11' el ensayo de Y2H. 



 26

Síntesis de cDNA con adaptadores SMARTIII y CDSIII. 
 
La construcción de la biblioteca transitoria de cDNA de polen se realizó con el  sistema 

Matchmaker Library Construction and Screening (Clontech), el cual permitió incorporar durante 

la síntesis de cDNA los adaptadores SMARTIII y CDSIII  a sus extremos con la finalidad de recombinar 

cada cDNA del polen con el vector pGADT-7-Rec (Fig. 7). Este vector contiene la secuencia que 

codifica el dominio de activación del factor transcripcional que activa el promotor GAL4.  

El sistema SMARTIII (Switching Mechanism at 5´end of RNA Transcript de Clontech), es 

interesante, ya que cuenta con dos oligonucleótidos para la síntesis de la primera cadena del 

cDNA. Cada uno presenta el adaptador CDSIII; uno de ellos es el “CDSIII Primer”, el cual tiene una 

región oligo dT para hibridar con la cola de poli A+ del RNA, el segundo es  el “CDSIII/6Primer” que 

puede hibridar con diferentes secuencias del RNA poli A+. El uso único de cada oligonucleótido 

favorece que las bibliotecas estén representadas mayoritariamente con cDNA´s,  ya sea de la 

región terminal 3´ ó de la región terminal 5´ del RNA; es por ello que se utilizó una mezcla 

conformada por el 50% de cada oligonucleótido (Fig. 7).  

La síntesis de la primera cadena de la biblioteca de cDNA de polen se sintetizó (cDNA ds), a través 

de reacciones de RT-PCR. Cuando la transcriptasa reversa MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) 

encuentra el extremo 5´ del templado (RNA poli A+) adiciona nucleótidos, principalmente 

deoxicitidina (dC) en el extremo 3´ del cDNA. El oligonucleótido SMARTIII tiene una región (dG) 

hacia el extremo 3´ que puede aparearse con la serie de  nucleótidos (dC) presentes en el cDNA, 

ésto permite la incorporación del adaptador SMARTIII al templado. Por último, la transcriptasa 

reversa termina de replicar la región del templado que corresponde al adaptador SMARTIII (Fig. 7). 

Posteriormente, se realiza una reacción de LD PCR (Long Distance PCR) con la finalidad de 

amplificar solo aquellos cDNA´s que contengan al adaptador SMARTIII; de esta forma se obtiene el 

cDNA con los adaptadores SMARTIII y CDSIII (Fig. 7) (Apéndice X).  

La finalidad de contar con los cDNA´s es que S. cerevisiae  se puede transformar con el vector 

pGADT7-Rec,  el cual además de contar con el dominio de activación del promotor GAL4, tiene los 

extremos  CDSIII y SMARTIII (Fig. 7) para que ocurra la recombinación con el cDNA con extremos 

SMARTIII y CDSIII.   
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Tamizado de una biblioteca de cDNA de polen utilizando a la proteína estilar HT-B 
como anzuelo  
 
La cepa AH109 de S. cerevisiae fue utilizada para el ensayo de doble híbrido. Se cotransformó con 

pAS2-1/HT-B, cDNA de polen con los extremos CDSIII/SMARTIII y pGADT7-Rec (linearizado). El 

procedimiento utilizado fue de acuerdo al  Manual YEASTMAKER Yeast Transformation 

System 2 (Clontech) (Apéndice IX). Las células transformantes fueron sembradas  en medio 

mínimo sintético (syntetic dropout = SD) sin triptofano, sin leucina, sin histidina, sin adenina y con α-

X-gal. Como controles de transformación, se sembraron cajas con medio SD sin leucina y medio SD 
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sin triptofano. Las interacciones fueron seleccionadas mediante genes reporteros quienes son 

controlados por el promotor GAL4. Cuando el promotor se activa, los genes ADE2, HIS3 y MEL1 

son expresados provocando que las transformantes con interacción crezcan en el medio y tengan 

un fenotipo de color azul, ya que el gen MEL1 codifica para la α-galactosidasa que rompe la 

molécula α-X-gal en el medio. De esta forma, se seleccionaron las colonias que tienen solo los 

vectores con el dominio de activación y con el dominio de unión al promotor GAL4 (Fig. 13-A), las 

transformantes de color azul se resembraron tres veces en medio SD sin leucina y sin triptofano. Por 

último, las colonias azules que crecieron al resembrarlas nuevamente en medio SD/-Trp/-Leu/-His/-

Ade/X-α-Gal se tomaron como clonas con auténticas interacciones positivas en S. cerevisiae.  

Los plásmidos de las levaduras que presentaron interacciones positivas fueron aislados con el kit 

Zymoprep II Yeast Plasmid Miniprep (zymo research) (ApéndiceVI). Con los plásmidos, se 

transformó por choque térmico (Sambrook y Russell, 2001) a la cepa DH5α de E. coli (Apéndice VII); 

las células fueron sembradas en medio LB con ampicilina a una concentración de 100 μg/ml. Se 

purificó el plásmido de 10 colonias transformantes para su análisis (Apéndice V).  

 
 

Selección de las clonas  de E.coli con el plásmido pGADT7-Rec.  

Las clonas de E. coli con pGADT7-Rec, fueron seleccionadas a partir de reacciones de PCR con los 

oligonucleótidos específicos que flanquean la región recombinante del vector pGADT7-Rec (Fig. 7). 

Las concentraciones finales a las cuales las reacciones de PCR fueron realizadas fueron: “taq 

buffer” 1X (Roche), de desoxirribonucleótidos (dNTP´s) 8 μM, de cada oligonucleótido 2 ng/μl, de 

taq polimerasa I   0.04 U/μl  (Roche) utilizando como molde 3 μl de la muestra de DNA plasmídico 

de cada clona.  Las condiciones del termociclador fueron 1 ciclo de 5 min. a 94°C, 30 ciclos de 30 

seg a 94°C, 1 min a 58°C, 1 min a 72°C y una extensión de 7 min a 72°C.  

El segundo método utilizado para la identificación del vector pGADT7-Rec, fue mediante la 

digestión de las muestras con la enzima HindIII, la cual libera la región recombinante del vector 

pGADT7- Rec (Fig. 11-B).  
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Análisis de secuencias 
Los cDNAs de las clonas positivas se secuenciaron en la unidad de secuenciación del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM (www.ibt.unam.mx/sintesis). Las secuencias fueron analizadas para 

determinar la existencia de secuencias homólogas en la base de datos. Con esta finalidad, se 

utilizó el sitio WORKBENCH (http://seqtool.sdsc.edu/CGI/BW.cgi) y el banco de datos de secuencias 

de plantas (GenBank Plant Sequences). 

 

Hibridaciones DNA:DNA 
El cDNA digerido, se fraccionó en un gel de agarosa al 1% (Apéndice XIII), se transfirió a una 

membrana  Hybond-N+ (Amersham Pharmacia),  a través de un sistema de réplica en Southern 

(Apéndice XI). El DNA se fijó covalentemente a la membrana con luz UV (700 000 μJ/Cm2) por 70 s, 

la membrana se almacenó a  -80°C hasta su uso. 

Las sondas de DNA fueron marcadas con  [α32P] dCTP según las indicaciones del sistema Random 

Primer Labeling System (Invitrogen). Se utilizaron 25 ng de DNA que fueron marcados con 50 μCi 

de [α-32P] dCTP, 3,000 Ci/mmol, 10 μCi/μl.  

La membrana con el DNA fijo, fue prehibridada a 65°C con 20 ml de solución de hibridación: 

Na2PO4 1M pH7.2, SDS 10 % y 40 μl de EDTA 0.5 M, durante 4 h. Previamente a la hibridación, la 

sonda se desnaturalizó a 95°C con 5 ml de solución de hibridación durante 5 min. La membrana se 

expuso durante toda la noche a la sonda desnaturalizada a una temperatura de 65°C. 

Posteriormente se realizaron dos lavados con solución SSC 4X+SDS 0.1% por 10 min, y dos lavados 

más con SSC 2X+SDS 0.1% de 10 min.  

La membrana radiactiva se expuso a una película Hyperfilm MP (Amersham) durante 2 días a  -

80°C.  

 
Hibridaciones RNA:DNA 
El RNA total se fraccionó en un gel desnaturalizante de agarosa al 2% (Apéndice XIII), y el RNA se 

transfirió a una membrana Hybond-N+ (Amersham Pharmacia),  a través de un sistema de réplica 

en Northern (Apéndice XI). Al  igual que las hibridaciones DNA:DNA, el RNA se fijó covalentemente 

a la membrana con luz UV (700 000 μJ/Cm2) por 70 s, la membrana se almacenó a  -80°C hasta su 

uso. 
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De la misma forma que en las hibridaciones DNA:DNA, se utilizó como sonda el DNA marcado con 
32P dCTP según las indicaciones del sistema Random Primer Labeling System (Invitrogen). Se 

utilizaron 25 ng de DNA que fueron marcados con 50 μCi de [α-32P] dCTP, 3,000 Ci/mmol, 10 μCi/μl.  

La membrana se prehibridó a 65°C con 20 ml de solución de hibridación: Na2PO4 1M pH7.2 con SDS 

10% y 40 μl de EDTA 0.5 M, durante 4 h. Previamente a la hibridación, la sonda se desnaturalizó a 

95°C con 5 ml de solución de hibridación durante 5 min. La membrana se expuso durante toda la 

noche a la sonda previamente desnaturalizada a una temperatura de 65°C. Posteriormente, se 

realizaron tres lavados con solución de hibridación: el primero por 10 min, los dos siguientes por 15 

min.  

La membrana radiactiva se expuso a una película Hyperfilm MP (Amersham) durante 4 días a  -

80°C.  

 

Ensayos de apareamiento entre levaduras 
 

La levaduras S. cerevisiae en su ciclo de vida pueden permanecer en dos estados, uno haploide y 

otro diploide. Cuando las levaduras se encuentran en estado haploide tienen la facultad de 

aparearse, dicho apareamiento solo ocurre entre células a y células alfa. Está determinación esta 

dictada por un locus conocido como MAT (Mating Type).  Las células MAT a transcriben los genes 

que producen un receptor  acoplado a proteínas G conocido como Ste2p y una feromona 

denominada Factor a. El receptor Ste2p se activa con la presencia del factor alfa, producido por 

las células alfa, desencadenando una serie de señales intracelulares que culminan en la fusión de 

las dos células con tipo de MAT opuesto. (Cappellaro et al., 1991). 

 
En esta investigación se realizó un ensayo de apareamiento con la finalidad de confirmar la 

interacción  entre la proteína estilar HT-B y la proteína del polen NapK. 

 
 
Siembra del ensayo de apareamiento 
Se tomó una de las colonias con el vector pGADT7/NapK y se estrió en una placa con medio YPDA, 

en esta misma placa y encima de la colonia previamente estriada, se sembró una colonia 

transformada con el vector pAS2-1/HT-B (Fig. 8). Las levaduras se incubaron durante 8 horas para su 

apareamiento. Se raspó la superficie de la placa con el asa y se estrió sobre una placa con medio 

2SD (SD/-Trp/-Leu/X-α-Gal) y en 4SD (SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/X-α-Gal). Se tomaron como positivas 

aquellas colonias que crecieron en estos medios y que presentaron fenotipo azul (Fig. 8). 
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Se realizaron los siguientes apareamientos: 
 

• AH109 (pAS2-1/HT-B) vs. Y187 (pAS2-1/HT-B) 

• AH109 (pAS2-1/HT-B) vs. Y187 (sin transgen) 

• AH109 (pAS2-1/HT-B) vs. Y187 (pGADT7/NapK) 

• AH109 (pGADT7/NapK) vs  Y187 (pGADT7/NapK) 

• AH109 (pAS2-1/HT-B y pGADT7/NapK)* 

• Y187 (pAS2-1/HT-B) vs.  AH109 (pAS2-1/HT-B) 

• Y187 (pAS2-1/HT-B) vs.  AH109 (sin transgen) 

• Y187 (pAS2-1/HT-B) vs. AH109 (pGADT7/NapK) 

• Y187 (pGADT7/NapK) vs. Y187 (pGADT7/NapK) 

• Y187 (pAS2-1/HT-B y pGADT7/NapK)* 

 

*Levaduras que no fueron apareadas sino sólo cotransformadas. 
 
Clonación del cDNA de la proteína NapK en el vector pGEX 4T-2 

 

El vector pGEX 4T-2 permite la expresión de polipéptidos  para su purificación en condiciones no 

desnaturalizantes. Este vector codifica para la proteína citoplásmica de 26 kDa glutatión-S- 

é::·@* 
pAS2-1¡HT-B 

/~ ... ~ 

I YPDA(8hll 

! 
I 2SD (-Leuf-Trp) I 

+ 

pGAIfl"7/NapK 

I4SD (-Leuf-Trp/-His/-Ade/ex-X-gal) I 
FVJra 8. Esq.IeIIllII ce.lIpfR8II1ienm pn la COrrabol1lCÜl de las ilIIel'Kdones del doble hlbtido 
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transferasa (GST), cuenta con un sitio de clonación múltiple que permite fusionar la proteína de 

interés al extremo carboxilo de este polipéptido. 

 

 
 

La clonación de la proteína que resultó de la búsqueda del doble híbrido (NapK) en el vector pGEX 

4T-2, se facilitó al utilizar el sistema de clonación pGEM-T easy vector (Promega) que tiene una alta 

eficiencia en el ligado de productos de PCR. El fragmento de cDNA de la proteína Napk se 

amplificó con oligonucleótidos diseñados a partir de la secuencia obtenida del experimento de 

doble híbrido (Y2H). Los oligonugleótidos cuentan con sitios de restricción NotI y SalI. La clona 

pGEM/NapK se digirió con esas enzimas para liberar el fragmento de cDNA correspondiente a la 

proteína NapK y ligarlo en el vector pGEX 4T2.  La cepa BL21 de E. coli fue transformada con este 

vector recombinante.  

La corroboración de la clona fue a través de PCR e hibridación, utilizando como sonda el cDNA de 

la proteína NapK liberada a partir de pGADT7/NapK. 

 
Sobreexpresión de la proteína NapK 
 
La preparación de la columna de afinidad de NapK requiere grandes cantidades de la proteína 

GST-NapK, para lograr ésto, se transformó la cepa BL21 de E. coli con la clona pGEX 4T-2/NapK. 

A. 

B. pGEX-4T-2 
Trombjoa 

pGEX-cin-r 
f"~CCGC~actltgu.ctggc-3· 

Noó 
pGEX-cin-f 
fi -acgcGTCGACT 

saff 

"., 
F9Ira 9. V_ pGEX 4T-2. Al Se .... stnn bs oigorucleoltidos disellados pera ill:orporar " NapK en "'" _ro en 
rnayIlscUas se \IOn los slios de restricciOln para cbnarto. B) Es""",," del \IOr:tor pGEX <IT -2 con el !iIio de cbnacioln II'IIltiple 
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Ésta cepa  contiene el gen I del bacteriófago T7 que codifica para la T7 RNA polimerasa bajo el 

control del promotor lac UV5 (Fig. 8-B*), el cual se induce con isopropiltiogalactósido (IPTG) 

(Dabrowski y Kur, 1998).  

 
Condiciones de microescala 
 
Se hizo un precultivo, incubando 3 ml de medio LB+amp (100 μg/ml) con la clona pGEX 4T-2/NapK 

de la cepa BL21 de E. coli y  pGEX 4T-2 como control, se incubó a 37°C toda la noche.  

Del cultivo anterior se tomaron 60 μl para sembrar 6 ml de medio 2xYTA+amp100 μg/ml (apéndice 

XII)  y se incuban a 37°C con agitación constante (250 rpm) hasta llegar a una DO600= 0.5-0.7. Se 

indujo la expresión de la proteína con IPTG a una concentración final de 0.1mM y se incubó de 2 a 

4 h en medio 2xYTA+amp (100 μg/ml) (Apéndice XII). 

El cultivo se centrifugó a 1300 g por 5 min. Las células fueron resuspendidas en 300 μl de PBS 1X 4°C 

(Apéndice XII).  Las células se lisaron con 300 μl del amortiguador de lisis (MgCl2 5 mM, lisozima 1 

μg/ml, RNasa A 50 μl/ml) y se incubaron por 10 min a temperatura ambiente. Las células fueron 

congeladas con N2(liq) y se descongelaron y se volvieron a congelar. Una vez descongeladas, se 

centrifugaron a 1300 g por 3 min. El sobrenadante, que es la fase soluble, se colocó en un tubo 

limpio. El botón se resuspendió con PBS 1X (Apéndice XII) en el mismo volumen que se consigue de 

la fase soluble, esta fracción fue la fracción insoluble. 

 
Las muestras fueron analizadas en geles de poliacrilamida (Apéndice XIII), se fraccionaron a 130 

volts por 2.5 h. Uno de los geles se tiñó con azul de Coomassie (Apéndice XIV) y el otro se transfirió 

por medio del Trans-Blot SD (BIO-RAD) a una membrana de nitrocelulosa a 75 mA por 45 min. La 

membrana se tiñó con Rojo de Ponceau (Apéndice XIV) para verificar la transferencia de las 

proteínas. La membrana con las proteínas se utilizó en  ensayos de réplica en Western. 

 
 
Condiciones de macroescala 
 
Se hizo un precultivo, sembrando 3 ml de medio LB+amp (100 μg/ml) con la clona pGEX 4T2/NapK 

de la cepa BL21 de E. coli y  pGEX 4T-2 como control, se incubó a 37°C/250 rpm toda la noche.  

 
Se sembraron 50 ml de medio 2xYTA+amp (100 μg/ml) con 500 μl del precultivo durante 2.5 h 

aproximadamente hasta llegar a una DO600= 0.5-0.7. Se indujo la sobreexpresión de la proteína GST-

NapK con IPTG (0.1 mM concentración final) por 3 horas a 37°C/250 rpm. El cultivo se centrifugó a 

500 g por 10 min, el sobrenadante fué eliminado y las células se resuspendieron en 5 ml de PBS 1X. 
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Una vez resuspendidas las células  se alicuotaron en 5 tubos, cada uno con 1 ml, se centrifugaron 

nuevamente  a 1300 g por 3 min. Cada botón de células se resuspendio en 1 ml de amortiguador 

de lisis (ver microescala); se incubó por 10 min a temperatura ambiente, se congeló con N2(liq) y se 

descongeló dos veces. Se centrifugó a 1300 g por 3 min y el sobrenadante, en el que se 

encontraban las proteínas sobreexpresadas, fué cuantificado por el método de Bradford 

(Apéndice XVI).  

 

Purificación de la proteína GST-NapK con glutatión agarosa 
La fracción soluble proteica esta compuesta tanto por las proteínas nativas de E. coli así como de 

la proteína sobreexpresada GST-NapK, por lo que es necesario purificarla para la preparación de la 

columna de afinidad. Para ello, se cuantificó la proteína de la fracción soluble por el método de 

Bradford para evaluar, según la capacidad de la resina, la cantidad de resina (Glutatión agarosa) 

que se ocuparía (Apéndice XII). La resina se hidrató y equilibró al 50% (Apéndice XII) y se utilizó para 

la purificación de GST-NapK como sigue: 

 

1. Se coloca en un tubo la mezcla proteica mas la resina equilibrada. 

2. Se incuba a temperatura ambiente durante 45 min con rotación constante. 

3. El tubo se centrifuga a 35 g/5 min. 

4. El sobrenadante es la fracción proteica no unida y se coloca en un tubo limpio para su 

análisis. 

5. La resina es lavada con 10 volúmenes cama de PBS 1X. 

6. Se centrifuga a 35 g/5 min, repetir pasos 5 y 6 dos veces más. Conservar los sobrenadantes 

para su análisis electroforético. 

7. Después del último lavado, la resina es tratada con un volumen cama de amortiguador 

de elución (Apéndice XII) y se incuba a temperatura ambiente por 10 min. 

8. Se centrifuga a 35 g/5 min repetir los pasos 7 y 8 dos veces más. Juntar los sobrenadantes, 

que están enriquecidos con la proteína GST-NapK, para su análisis. 

 
 
Análisis tipo Western 
 
La membrana con las proteínas se incuba en solución de bloqueo (Apéndice XII) por 1 h en 

agitación constante. Se pone en contacto con el primer anticuerpo (anti-GST), que se agrega a la 

solución de bloqueo nueva con una dilución de 1:2,000; se deja incubando durante toda la noche 
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con agitación constante a 4°C. Se lava con PBS 1X + 0.1% Tween-20 durante 5 min y se realiza un 

segundo lavado por 10 min.  

Se coloca el segundo anticuerpo anti-conejo, ya sea acoplado a peroxidasa o fosfatasa alcalina, 

es importante conocerlo ya que de esto dependerá el tipo de revelado. Se usa a una 

concentración de 1:40,000 en solución de bloqueo y se incuba en agitación constante durante 1 

hora a temperatura ambiente. Se lava la membrana con PBS 1X+0.1% Tween-20 durante 10 min y 

se repite este lavado dos veces más.  

 
Si el segundo anticuerpo utilizado está acoplado a peroxidasa, el revelado es de la siguiente 

manera:  

• Se prepara la solución de quimioluminiscencia (Apéndice XII) 

• La membrana se coloca entre dos acetatos para evitar que se seque  

• La membrana se pone en contacto con la solución. Se quita el exceso de solución y se 

coloca nuevamente entre los dos acetatos. 

• Se coloca en un casette para exposición y encima una hoja de película fotográfica 

(Hyperfilm ECL, Amersham biosciences) por 15 seg. 

• Se revela con solución de revelado (Apéndice XII) hasta tener la intensidad deseada y se 

coloca en solución de fijado (Apéndice XII). 

 

Si se utilizó el anticuerpo acoplado a fosfatasa alcalina después de los lavados se incuba la 

membrana en amortiguador pH=9.5 (Apéndice XII) por 10 min. Después en 10 ml de amortiguador 

pH=9.5 agregar 100 μl de nBT (Apéndice XII) y 100 μl de BCIP (Apéndice XII). Dejar revelar hasta la 

intensidad deseada. La acción de la fosfatasa se detiene con agua y 1 ml solución de EDTA [0.5 

M].  
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RESULTADOS 
 

Clonación de la proteína HT-B en el vector de unión 
El dominio de unión al promotor Gal4 se encuentra en el vector pAS2-1 (Fig. 6-C). Para fusionar la 

proteína HT-B a éste dominio se diseñaron oligonucleótidos que permitieran amplificar el cDNA de 

HT-B con los sitios XhoI y EcoRI (Fig. 6-A y 10). 

Se generó el  cDNA de HT-B con los sitios de restricción indicados mediante  reacciones de PCR 

(Fig.10-B1), utilizándose como templado el cDNA de HT-B que codifica para la proteína madura, es 

decir, sin péptido señal. El producto de PCR obtenido fue de alrededor de 240 pb, lo que 

correspondió al tamaño esperado (McClure et al., 1999) (Fig.10-B).  

 

Tanto el vector pAS2-1 como los productos de PCR se digirieron con las enzimas de restricción XhoI 

y EcoRI, se ligaron yse usaron para transformar E. coli. El análisis de restricción mostrado en la figura 

10-B2 señala una clona positiva que libera el cDNA de HT-B con el tamaño esperado. La secuencia 

nucleotídica de esta clona indica que se mantuvo el marco de lectura con el dominio de unión al 

DNA de GAL4, como se aprecia en la figura 10-A. 

 

 

 

A. xN;/ B. ,-'1'-----, 
5 . ctcg.gatcggg.tatggltgatccttcaatatcattgcttga.cc 
aaataacgataaaaaaacaaatglllatgaatgacgcaaca.c ~ 

tccaaaagalaggcggllllllOllllgglllllgtttttcglllltclllg 500pb _ 
tgtgcagcttgcaaatgccaaa.gggtaataatgacaatalllg - -
ataatgataacgatatgataatgataataataar;aataatgat 
attgtctgtc ..... ccgtttgttgttaggtcg.cgcgaatc.ctagt 
gaattcgcggccgcctgcaggaattc 3 . _1 

2 

= 240pb 

FillJ" 10. Al Secuencio de nucleOlidos de la protelne HT-B en el\lOctor pAS2-1. Se mue.lnln los .itio. de 
restricción Xhd y EaJR/ presenle. en b. oliglllJclecllidos dise/tado. En nelJila. esIa la secuencia de la 
protelne HT -B mad ... B) 1. Reacción de PCR p"" verificar la conmcción pAS2-11HT-B 2. Lb_ión de 
HT-B despu6. de digerirpAS2-1IHT-B conXhd y IK<>R/. 
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Transformación de levadura con los vectores que codifican el dominio de unión y 
activación al DNA de GAL4.  
 
Para obtener el cDNA total del polen de N. alata AI, se purificó RNA poli A+ (Fig. 11A). El cDNA 

obtenido se muestra en la figura 11A (panel derecho), el cual incluye en sus extremos 5´y 3´ a la 

secuencia SMARTIII y CDSIII, respectivamente.  

 

 

 

Para generar una biblioteca transitoria de cDNA de polen y llevar a cabo el experimento de doble 

híbrido, la cepa AH109 de S. cerevisiae fue cotransformada con pAS2-1/HT-B, pGADT7-Rec 

linearizado con extremos SMARTIII/CDSIII y con el cDNA con los extremos SMARTIII/CDSIII. De esta 

forma, las levaduras transformadas que pudieran crecer en medio mínimo 4SD (SD/-Trp/-Leu/-His/-

Ade/X-α-gal) serían aquellas que contaran con los dos vectores circularizados y con la  interacción 

proteica.  En la figura 12 se muestra que crecieron alrededor de 360 clonas azules (Fig. 12), de las 

cuales se seleccionaron las colonias de mayor tamaño, ya que las más pequeñas podrían ser 
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inespecíficas (Manual Matchmaker Library Construction, Clontech). De las clonas  seleccionadas se 

tomó una muestra de 60 para un análisis posterior. El resto de las clonas fueron congeladas a -80 °C  

con YPDA + glicerol. 

En el ensayo de doble híbrido se realizó un escrutinio inicial de la biblioteca transitoria presente en 

S. cerevisiae de 4.12 x 105 células; si las 360 colonias recuperadas del experimento de doble híbrido 

fueran positivas, éstas representarían un 0.087% de transformantes.  

 

 

 

 

 

Identificación de interacciones físicas entre proteínas  
 

Para profundizar en el análisis de las 60 clonas seleccionadas, éstas fueron segregadas 

independientemente en medio 2SD (SD/–Leu, /-Tpr), con el objetivo de seleccionar aquellas que 

contuvieran el plásmido con el dominio de unión al DNA (pAS2-1/HT-B) y sólo un plásmido con el 

dominio de activación pGADT7-cDNA, de ésta forma, se eliminarían plásmidos con un dominio de 

activación que no participara en la interacción registrada (Fig. 13-A). 

 

Fir.n 12. 300 danas de oS ~<d. c;:on el lienqID azul del ~ ~ 
.... HT -B,.I cONA de polen s",. d. H. __ 
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Una vez segregadas las clonas, se resembraron en medio 4SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade/X-α-gal para 

verificar si mantenían el fenotipo de interacción (Fig. 13-D). Sólo tres clonas  cambiaron su color azul 

por rojo y detuvieron su crecimiento. Se purificaron los plásmidos de las 57 clonas de S. cerevisiae 

para transformar a E. coli y seleccionar los plásmidos pGADT7 recombinantes.  
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Identificación de los cDNAs recombinados en pGADT7-rec 
 

Las plásmidos derivados de E. coli después de la transformación con plásmidos de clonas 

independientes de levaduras fueron evaluadas por PCR usando oligonucleótidos específicos para 

los extremos CDSIII y SMARTIII del plásmido pGADT7. El propósito de éste análisis fue recuperar los 

plásmidos que contuvieran los cDNA´s del polen que cuando se tradujeron en S. cerevisiae, sus 

productos interaccionaron con HT-B. Como era de esperarse, se detectaron clonas de E. coli con 

el plásmido pGADT7, de las cuales se sintetizaron diferentes cDNA´s de tamaños variables (Fig. 14-

A). Las longitudes fueron desde 200 hasta los 800 pb.  

 
 

Para confirmar la identidad de las clonas, se realizó un análisis de restricción, por lo cual se utilizó la  

enzima HindIII (Fig. 14-A). Según el mapa de restricción del vector pGADT7-Rec (Fig. 11-B), la 

digestión con esta enzima debe liberar un sólo fragmento de alrededor de 871pb siempre y 

cuando el vector se encuentre covalentemente cerrado, lo cual no es posible porque al momento 

de la transformación, el plásmido se encontraba lineal,  por lo tanto los fragmentos liberados que 

A. 

B. 

F11JIlI14. Al An!IIsis de los dOllllS seloccim.j .. deldallle h_ .... 1. proIel", HT-B Y poI!inIs del polen 
de H. lIÚIlA. ArTiHI se praert.llss dige3tiones con .. enzirnal-fiAJl. se tienen • pabones, III den! pAS2-
11HT-Bllbn 4 IVI.lm ~ so .... stnn los lIftIIIiDIs de PCR de .. 1 .. cloneo. B) _1ICiono. 
ONA:DNA. 001 lodo k",l""" so ....... Ias _. Ldz"'" po 11 ~_cliln de 185. HT-B Y NopI(. El 
rec:&lllCh de • derecha muestra la hIIrIdlIdOn el1re pASl-11HT -B U:lltzIr1do corm senda a tfT-8. 



 41

no correspondan a este tamaño fueron DNA´s recombinantes. Cabe mencionar que el cDNA que 

se recombinó en pGADT7-Rec podría contar con un sitio de restricción interno para la enzima 

HindIII, por ello, sería normal que la digestión liberara más de un fragmento. En la figura 14-A se 

observan 7 patrones de digestión encontrados en todas las clonas evaluadas. El tamaño de los 

fragmentos liberados fue mayor a los 871pb. Es importante señalar que la digestión del vector 

pAS2-1/HT-B con HindIII  libera cuatro fragmentos de tamaños 3827pb, 2193pb, 987pb y 887pb (Fig. 

6-C), los cuales se observan en la figura 14-A. Saber esto fue muy útil, ya que se pudieron detectar 

las clonas de E. coli con el vector pAS2-1/HT-B. De esta manera, las clonas que se secuenciaron 

fueron las que tuvieran el patrón de digestión 5, 6 y 7, que correspondió a las clonas 2HY-3, 2HY-12 y 

2HY-9 de S. cerevisiae, respectivamente (Fig. 14-A).  

Sorpresivamente, la secuencia de nucleótidos de la clona 2HY-3 mostró una identidad del 100% 

con el RNA ribosomal 18S. Para descartar que alguna de las otras clonas que presentan patrones 

de restricción diferentes pudiera corresponder al cDNA del RNAr 18S, se llevaron a cabo una serie 

de hibridaciones DNA:DNA, usando como sonda el RNAr 18S. En la figura 14-B panel 1, se observa 

que el cDNA del RNAr 18S hibrida fuertemente con  el patrón de digestión número 5 y ligeramente 

con el 2 y con el 7. La sonda utilizada para este ensayo se obtuvo a partir de la digestión con la 

enzima HindIII de la clona pGADT7/18S, ésta reacción  libera el cDNA del RNAr 18S más un 

pequeño fragmento que corresponde al vector pGADT7-Rec, una secuencia que tienen todas las 

clonas, por lo que no es extraño observar hibridaciones ligeras con otras clonas. Asimismo, se 

realizaron otras hibridaciones utilizando como sonda a HT-B (Fig.14-B panel 2), la cual, hibrida 

fuertemente con las clonas que presentan el patrón de digestión número dos, indicando que estas 

pertenecen a la clona pAS2-1/HT-B. Por otro lado, cuando se utilizó como sonda a la clona 2HY-9  

(Fig.14-B panel 3) solamente se hibrida con las clonas que presentan el patrón de digestión número 

7 (Fig. 14-B 2 y 3). La secuencia de ésta clona, muestra que el cDNA recombinado es de 301pb.  

El cDNA de la clona 2HY-9 fue comparado con el banco de datos de secuencias de plantas 

(GenBank Plant Sequences) a nivel de secuencia de aminoácidos (Fig. 15). Esta proteína presentó 

una identidad de  48.7% con un fragmento de la región amino terminal de la cadena pesada de 

una cinesina de Arabidopsis thaliana (Fig. 15) con un valor E= 9e-09 y de 54.4% con una cinesina 

de Gossypium hirsutum (Fig. 15) con un valor E= 6e-13; en cuanto al porcentaje de similitud que 

tiene la secuencia de aminoácidos de la clona 2HY-9 que es de 78%% con  Arabidopsis thaliana y 

de 86%% con Gossypium hirsutum (Fig. 15).  
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Cuando se hace el alineamiento entre la secuencia de aminoácidos de la clona 2HY-9 y toda la 

secuencia de la cinesina de A. thaliana, se observa que se da hacia la región amino de la 

cinesina, en el lado opuesto del dominio motor (Fig. 16). 

  

 
 

El análisis de las 60 clonas se resume en el histograma de la figura 17, en el cual se observa el 

número de clonas derivadas del doble híbrido que fueron analizadas. De las 60 clonas analizadas, 

5 corresponden al vector pAS2-1/HT-B (Fig. 17, barra roja); la barra naranja señala las 7 clonas que 
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muestran identidad del 100% con el RNA ribosomal 18S (Fig. 17); la secuencia de aminoácidos de 3 

clonas pertenecen a la cinesina (2HY-9) (Fig. 17, barra verde); otras 3 clonas murieron en la 

segregación y con la columna de color morado suman  42  clonas, lo que corresponde al 70% del 

total de las clonas analizadas, estas clonas no se han secuenciado, ya que se decidió hacerlo sólo 

para aquellas que  liberaran una única banda al ser digeridas con la enzima HindIII. Sin embargo, 

se tiene presente que estas clonas deberán ser analizadas en un futuro. 
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Figura 17. Número de clonas denlladas del ensayo de doble híbrido. El hislDwama muestra las 60 clonas 
" .. Iizad .. , de los cuole, 5 conesponlen" pAS2-1IHT-B, 7 cb .. , son RNA Iibosomal18S, 3 '00 2HY-Q Y 
42 clcnas de secuencia no determinada. Sil ermargo, de las 42 clonas, 14 represenladas en color morado 
muestran un patrón de digestión tt1 (Fig.14), 17 clonas de color rosa mueslnr1 LI1 patrón de digestión ~ 
(Fig.14). las grises CorrespCllden a 8 clonas CJ.Ie presenls1 un patrón de dige!ti6n _ Y por Illimo, 3 
cimas representadas de amarillo muestran LI1 pEón de dige:stiOn tI1 (Fig. 14). 
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Corroboración de la interacción por apareamiento de levaduras 
Características de las cepas para el apareamiento y transformación 
Las cepas utilizadas para el apareamiento son la Y187 y la AH109 de S. cerevisiae que tienen los 

tipos MATα y MATa, respectivamente. Para llevar a cabo el ensayo se requirió de la transformación 

de las cepas Y187 y AH109  con las clona pGADT-7/NapK y con pAS2-1/HT-B (Apéndice IX).  Cada 

una de las transformaciones  se sembró en el medio mínimo respectivo para su selección (SD-Trp) o 

(SD-Leu).  

Corroboración de la interacción entre HT-B y NapK 
Con la finalidad de confirmar que la proteína proveniente de la clona cDNA 2HY-9, denominada 

(NapK= cinesina del polen de N. alata) interacciona directamente con HT-B, se realizó un ensayo 

de doble híbrido únicamente entre estas dos proteínas.  En la figura 18 se muestran las clonas que 

crecieron en el medio mínimo 4SD/-Trp/–Leu/–His/–Ade/X-α-gal/. Lo que indica que la interacción 

entre HT-B y NapK  en la cepa AH109 de S. cerevisiae  es independiente de alguna otra proteína 

del polen. El ensayo de doble híbrido fue repetido en la cepa Y187 de S. cerevisiae  con la idea de 

evaluar la interacción en otra cepa de  S. cerevisiae. Como se observa en la figura 21-V, la 

interacción, aunque el crecimiento es muy pobre, se repite en la cepa Y187. 

 

 

 

 

A. B. 

F'lJIIB 18. Condlclnl;ión de las i*nIcciooes mediarie ens8)OS de dable hlrido mbldo 
(ricarnerte lis pUelnas de i*racci6n en la ~ AH109 de s.. ~ A-ln8acción enIre 
las prololnas HT-By NapK B.- 1nII!IlIcciIn entre elRNAr 185 Y HT-II. 
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Las interacciones entre HT-B y NapK son específicas, ya que cuando se transformaron levaduras 

AH109 ó Y187 con el vector pAS2-1/HT-B ó con el vector pGADT7-NapK solamente (Fig. 19), las 

levaduras no crecieron en el medio 4SD (Fig. 20- A y B). Lo anterior no se debió a que las levaduras 

no hayan sido transformadas con uno u otro vector, ya que éstas sí crecieron en el medio SD-Leu y 

SD-Trp, lo que señala que las levaduras se transformaron correctamente con las construcciones 

pAS2-1/HT-B y pGADT7/NapK (Fig. 18-A y Fig. 21-V).  

 

 

 

 
 

 

Por otro lado, cuando las levaduras AH109 de S. cerevisiae son transformadas  con pAS2-1/HT-B y 

pGADT-7/2HY-3 (RNAr 18S), se observa crecimiento en el medio 4SD (Fig. 18-B). 

 

Tra.sge.as 

pGADT7/NapK pAS2-l/HT-B pGADT7/NapK pAS2-1/HT-B 

~ /l Medio l~/l 
SD-Le. 4SD SD-Trp SD-Le. 4SD SD-Trp 

fi1Jl1l11. TRIlsbmsmes en lis cepas AH101 y Y187 de s. t'ba~., con IDs Inngenes pGADT7/NlIpK , pAS2-
1MT-B pilla cadI CIpII. El medio de s.cción fiJe 4SD pII1I _lUIr ¡..-.cci6n, corno conbol di banñmnlCi6n .. seniri 
en medo SD-Leu para pGADT71Nl!pK y SD-T!p PlD pAS2-1MT -6. 
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CCII pAS2-1,ffi"-B y pGMlT71N1IIIK Pri .... ll. _rmoci6n con pAS2-1IIIT-B. y 11 "IIlJIdo con pGADT7lNopI(. 11 pri ..... 
cO"'mnI IOn hnIIurTllKin. cr.idl. In lMdio 4SD Y 11 ...... In SO-Trp Y SD-taI d, .1Ija t.ciI.nt.. 
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Apareamiento o “mating” 
Otro de los ensayos que se sugieren para la corroboración de la interacción proteína-proteína en el 

doble híbrido, es por apareamiento o “mating”. Las cepas AH109 y Y187 de S. cerevisiae son 

levaduras haploides que tienen la capacidad de fusionarse, gracias a las aglutininas que presentan 

en su membrana, obtieniendose levaduras diploides (Zhao et al., 2001; Hashimoto et al., 2005). Este 

ensayo consiste en transformar por separado las cepas AH109 y Y187 de S. cerevisiae con las 

construcciones pAS2-1/HT-B ó pGADT7/NapK. Las clonas resultantes son sujetas al apareamiento 

durante 8 horas en medio sin selección. Si existe interacción física entre las proteínas a evaluar, las 

levaduras podrán crecer en un medio mínimo 4SD. Los apareamientos evaluados fueron los 

siguentes: 

  

I. Cotranformación de la cepa AH109 con los vectores pAS2-1/HT-B y pGADT7/NapK 

II. Transformación de la cepa AH109 con el vector pAS2-1/HT-B 

III. Transformación de la cepa AH109 con el vector pGADT7/NapK 

IV. “Mating” entre las clonas AH109 (pAS2-1/HT-B) y Y187 (pAS2-1/HT-B) 

V. Cotranformación de la cepa Y187con los vectores pAS2-1/HT-B y pGADT7/NapK 

VI. Transformación de la cepa Y187 con el vector pAS2-1/HT-B 

VII. Transformación de la cepa Y187 con el vector pGADT7/NapK 

VIII. “Mating” entre las clonas Y187 (pAS2-1/HT-B) y Y187 (pAS2-1/HT-B) 

 

El resultado del apareamiento se muestra en la figura 21. Se aprecia que el crecimiento en el 

medio restrictivo (4SD) sólo ocurre cuando HT-B y NapK están presentes tanto en la cepa AH109 

como en la Y187 (paneles VIII y IV), con un crecimiento similar a aquel que se presenta cuando S. 

cerevisiae   AH109 es transformado con HT-B y NapK (panel I y V). Sin embargo, cuando las cepas 

AH109 ó Y187 fueron transformadas  por separado con HT-B ó NapK el crecimiento en el medio 

restrictivo fue nulo (paneles II, III, VI, VII). 

Los resultado anteriores permiten concluir que la proteína estilar HT-B interacciona con la proteína 

NapK en S. cerevisiae. 
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Patrón de expresión de la cinesina (2HY-9) en diferentes órganos de N. alata.  

Para determinar el patrón de expresión de NapK, se realizó un análisis por réplica en Northern con 

RNA total de tallos, hojas, pétalos, anteras y estilos. En la figura 22 se observa que el transcrito de 

NapK se expresa en todos los tejidos evaluados. La señal se presenta alrededor de  2400 pb, un 

tamaño similar al reportado para los genes de las diferentes cadenas pesadas de las cinesinas 

(Kirchner et al., 1999; Cai et al., 2000). 

 

El cDNA de la clona 2HY-12 fue utilizado como sonda en otro ensayo de réplica en Northern (Fig. 

21-B). Con las cantidades de RNA que se usaron en este estudio (Fig. 22-C y D) no se detectó 

ninguna señal, lo que sugiere que el cDNA de esta clona podría ser un falso positivo.  

VIII 

11 

111 

FiSJ.I1ll 21. Corrobolllaón de la il'teracci6n entre HT -B Y NapK por l!Ipnamienlo de Il!YaCkIras. 

l. Cepa A1-1109 cdrs1!fonnada con el domilio de W1i6n al promotor gal 4 fusionado a la pntelna HT-B y con el domi1io de activación gal4 
fusionado a la protelna NapK 
11. Cepa A1-11091rs1sfonnada con el domn¡o de uri6n al promolor gal4 fiJsiooado a III prdelna HT -B. 
III.Cepa A1-11091rs1sfonnada con el domi'lio de ac:livaci6n del promcmr gal4 fUsionada a la prdelnlll NlIIpl<. 
IV Crecimierm de células diploides. Apareamiento entre la clona A1-1109 (DU-HT -8) Y Vi87 (DA-NapK) 
V. Ce"" Y187 cotnonslbnn.do can el dominio de lI1ión .1 PlllmolDr g.14 ftJ.ionod •• lo proIel .. IfT-B y CII1 el dominio de .ctivación gol 4 
ftJsionada a la proIelna Napl( 
VI. Cepo Y1 B7lrl1n!lamod. con el dominio de lI1ión .1 pmmcmr gal4 ftJ.ionodo a lo Plllloln. HT -B. 
VII. Cepo Y1871rl1ns1bnnoda con el domirio de .ctivación del promolDr goM ftJ.ionod •• NopK 
VIII. Crecim~rto do c6ul •• d~loido •. Apo .. m~rto onIre 1 .. clon .. AH109 (D .... N.pK) Y Y1B7 (D1J.1fT-B) 
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Datos adicionales 
Sobreexpresión de NapK en Escherichia coli 

Un ensayo recomendado para evaluar interacciones proteína-proteína es el de “Pull down”, para 

lo cual se requiere tener al menos una de las dos proteínas que interaccionan con un alto grado de 

pureza. 

Aunque no fue uno de los objetivos iniciales de esta tesis, se inició con la sobreexpresión de NapK, 

como una proteína de fusión con la proteína GST, en E. coli. 

 

La expresión de la proteína quimérica GST-NapK se indujo en E. coli  y el vector pGEX 4T-2 (Fig. 9-B). 

Este vector codifica para la proteína Glutation S-transferasa (GST).  La finalidad de fusionar NapK a 

esta proteína es sobreexpresarla en la cepa BL21 de E. coli. La clona fue evaluada amplificándola 

y sobreexpresándola en pequeña escala (Fig. 23-B y C). La sobreexpresión de la proteína NapK se 

indujo con IPTG (ver Materiales y Métodos) y se comparó con la sobreexpresión de la proteína GST 

de 26 kDa (Fig. 23-C, carril 3). La proteína NapK fusionada a la GST de 36kDa se observa en la figura 

23-(carril 3, clona 1,2). Los 10 kDa de diferencia corresponden al producto del fragmento de NapK 

fusionada a GST.  
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F9I18 22 Expresión de HIIpI<- en pl_ de N.IIÚIbI. Al NapK B) 2HY-12 C) Y Dl RNA b •• r..iIo ala mernlr1!l1a y 
teftido CCI'I azul de meleno. 
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Para recuperar a la proteína recombinante, se lisaron  las células de la cepa BL21 de E. coli.  La 

proteína GST-NapK se presenta mayoritariamente en la fracción soluble (Fig. 24-A carril S). Para 

purificar la proteína NapK recombinante se utilizó la resina de afinidad GST agarosa, un  gradiente 

de NaCl para liberar proteínas unidas inespecíficamente  a la columna y la posterior elución de 

GST-NapK de la resina con glutatión reducido. En la figura 24-A se observa la sobreexpresión de la 

NapK fusionada a la proteína GST en las diferentes fracciones proteicas con una masa de 36 kDa, 

de igual manera se ve a la proteína GST a 26 kDa. Para estar completamente seguros se realizó un 

ensayo de western-blot identificando a la proteína GST, las señales corresponden a las proteínas 

sobreexpresadas (Fig. 24-B). 
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FilIA 23. Cb1 .. ele 6. uliexpresllllo la proIeha ""_ GST,¡j..,K Al 0Ip_ con los sitios de _iIn 
NdJ Y SIII P"" cIonll' " NopK en 01 .. cIDr pGEX. B) Alnplli:aciln por PCR do las cblBS poolil1ls <;sT7'oIIIpK. C) 
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A partir de la fracción de proteínas solubles, las proteínas  GST y GST/NapK se purificaron uniéndolas 

a la glutatión agarosa  y lavando con un gradiente de NaCl, en la figura 24-C se muestra tanto 

GST/NapK en una fracción muy enriquecidacomo GST pura en otra fracción. De esta manera se 

podrá  realizar en el futuro un ensayo de “Pull down” (Fig. 24-C).    
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FiSJ.I1ZI 24. SobreeJpreSi6n de la proIelna de fusi)n GST -NapK en 6. eolí A) CICI18 (JIe SobleexJreS8 

ti la proleha de fu ... GST -NlIpK separada en un gel de acrillllmidlll desulhnliz:lrie tenido con azul 
de coomassie, C=soo c6lulIS de Ei. NJIi si'! bar, S=fracci6n sollble despub de lisar, l=fracci6n 
insokble despJ6s de lisar. B) InmLmlflplica uIIizando lIIIicuerpos lI1Ii GST. e) Fracciones eklldas 
de la coUnrRI de aglIroSll 21 dferenles con..:enlraciones de S8~ en el reQ21(n se muestra 111 proIelna 
GST -NapK ya ekllda. Gel de acrilllmidll 8112% Wido con •• se observa la purificaci6n de las 
prolel .. , GST-NopK Y GST con 111 Ulld_ de NaCI. 
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DISCUSIÓN 
 

Como producto de la interacción entre la proteína HT-B con el cDNA total de polen crecieron 360 

clonas en medio mínimo 4SD (-Leu/-Ade/-His/-Trp/α-X-gal). Es de notar la cantidad de interacciones 

positivas en el ensayo, y aunque no se esperaba una cantidad definida, se sospechaba de la 

presencia de muchas interacciones falsas, las cuales pueden estar dadas por la presencia de más 

de uno de los vectores transformados (Fig. 13-A). 

 

Esta posibilidad fué descartada con la segregación de 60 clonas tomadas como muestra  para su 

análisis (Fig.13). Los criterios de selección de las 60 clonas no fueron al azar, se prefirieron aquellas 

clonas que tuvieron un crecimiento abundante y que presentaron una mayor intensidad de 

coloración azul, lo que estaría directamente ligado a la fuerza de la interacción. Recordemos que 

la expresión del gen MEL1 esta bajo el control del promotor GAL4, y que el gen codifica para 

una α-galactosidasa la cual hidroliza α-X-gal que es añadido al medio de selección. De esta forma, 

las clonas positivas además de crecer en medio mínimo 4SD (-Leu/-Ade/-His/-Trp/α-X-gal) contaron 

con fenotipo de color azul fuerte, lo que significó que la interacción de los dominios de unión y 

activación estuvieron por más tiempo unidos, dando como resultado una mayor transcripción del 

gen MEL1. Las 60 clonas fueron segregadas en medio mínimo 2SD (-Leu/-Trp/α-X-gal), de donde 

tres de ellas resultaron ser falsos positivos por contar con más de un vector involucrado en la 

interacción (Fig.13-A y D); es decir, estas clonas, cambiaron su fenotipo azul por rojo debido a la 

falta de adenina y dejaron de crecer. Por otro lado, las transformaciones realizadas con sólo uno 

de los dominios, ya sea de unión o de activación, con diferentes entornos genéticos y que fueron 

sembradas en medio 4SD, no tuvieron la capacidad de crecer, lo que indica que dominios 

diferentes a los presentes por la cotransformación, no activan al promotor GAL4 (Fig. 20). De esta 

forma, puede pensarse que las proteínas exógenas presentes en el ensayo interaccionan 

positivamente y que la proteína HT-B está interaccionando con una o varias proteínas del polen. 

Inesperadamente al revelarse las secuencias de los cDNAs  de las clonas interesantes (ver Métodos 

y Resultados). Una de ellas (de las más abundantes), fue analizada en su secuencia de 

aminoácidos. El resultado indicaba que no existía identidad con ninguna proteína de plantas 

conocida; sin embargo, la secuencia de nucleótidos mostró el 100% de identidad con el RNA 

ribosomal 18S. A pesar de que la interacción entre HT-B y RNAr 18S se corroboró nuevamente en un 

ensayo de doble híbrido (Fig. 18-B), este resultado es un falso positivo, ya que la secuencia del RNAr 

18S no se traduce y es necesaria la traducción del dominio de activación a la que esta fusionada 
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para activar la transcripción de los genes ADE, HIS y MEL1. Por  lo tanto, el resultado de la 

traducción del RNAr 18S es una proteína aberrante que interacciona con la proteína HT-B. La 

aparición de falsos positivos, como el RNAr 18S, ocurre durante la síntesis del cDNA, ya que para su 

síntesis se usaron los oligos dT y “random primer” como iniciadores. El hecho de encontrar una 

interacción sin sustento entre el RNAr 18S con HT-B deja a la vista que el RNA poli A+ que se purificó, 

se encontraba aún enriquecido con el RNA ribosomal (Fig. 11). Por lo que se propone que el 

estudio de interacciones proteína-proteína por medio de ensayos de Y2H requiere de la doble 

purificación del RNA poli A+. 

Otra de las clonas analizadas y secuenciadas fue la clona 2HY-9. Esta clona tiene identidad del 

48.7% con una cinesina de Arabidopsis thaliana y 56.9% con una cinesina de Gossypium hirsutum. El 

porcentaje de clonas que resultaron codificar para proteínas tipo cinesina fue del 3.22% (Fig. 17). 

La interacción con la cinesina de N. alata (NapK) fue corroborada transformando S. cerevisiae 

solamente con HT-B y NapK, así como en ensayos de apareamiento o “mating” entre la cepas 

AH109 (HT-B) y Y187 (NapK ó 2HY-9). En ambos casos la interacción fue positiva.   

Ya que la evidencia de la interacción entre HT-B y NapK fue observada en S. cerevisiae, será 

necesario corroborar tal interacción por otros métodos tales como ensayos de “Pull down”, 

cromatografía de afinidad, etc.  

Dado que en esta investigación sólo se evaluó una fracción de las clonas generadas (60 de 360 

clonas), es importante continuar con el análisis del resto para evitar la pérdida de clonas con 

interacciones importantes. 

 
Cinesinas  
 
Las cinesinas son proteínas conocidas como motores moleculares que están presentes en todos los 

organismos eucarióticos. Estas proteínas convierten la energía química almacenada en moléculas 

de ATP en fuerza mecánica a lo largo de los microtúbulos (Kirchner et al., 1999; Goldstein y 

Valentine, 1999). La presencia de 14 familias de cinesinas (Lawrence et al., 2004) denota su 

importancia y diversificación funcional en diferentes especies. Son importantes en la mitosis y 

meiosis, en el posicionamiento y movimiento de organelos, en la formación flagelar, en la 

transducción de señales, en el transporte vesicular y en el acomodo de los microtúbulos en la 

célula (Goldstein y Valentine, 1999 ; Vale y Milligan 2000; Lloyd y Hussey, 2001). 

Las cinesinas convencionales son heterotetrámeros  que consisten de dos cadenas pesadas 

(KHC´s) de 100—130 kDa y de dos cadenas ligeras (KLCs) de 60-70 kDa (Goldstein y Valentine, 

1999). 
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 Las cadenas pesadas de una cinesina convencional tienen tres dominios: Un dominio motor 

generalmente hacia el extremo amino, una región central en forma de tallo en el cual se dimerizan 

las dos cadenas pesadas y un dominio globular generalmente hacia el extremo carboxilo. Todas 

las cinesinas contienen altamente conservado el dominio motor con alrededor de 350 

aminoácidos (Richardson et al., 2006) (Fig. 25). Este dominio cuenta con un sitio de unión a ATP y un 

sitio de unión a microtúbulos. De los motores moleculares conocidos, las cinesinas parecen ser las 

más procesivas, en las que cada molécula de ATP proporciona la energía para “caminar” 8 nm 

(Schnitzer, 1997). Cabe mencionar que el dominio motor no siempre está presente hacia la región 

amino, también se conocen cinesinas que lo sitúan en el extremo carboxilo o en la región media 

de la cadena pesada (Goldstein y Valentine, 1999), lo cual es importante ya que existe relación del 

dominio motor con la dirección en la que ésta proteína se mueve.  

En este trabajo se encontró que el cDNA de NapK hibrida con un transcrito de alrededor de 2,200 

pb, tamaño que coincide con el de las cinesinas convencionales, incluida una reportada para 

tubos polínicos de Nicotiana tabacum (Cai et al., 2000). 

 

 

 

 
 

• Cadena pesada (ICHe) 

• Cadena ligera (KLC) 

Sitio de unión ATP 
y a microtúbulosT 

Coi!ed coi! 

Repeticiones TPR 
(tetratico péptido) 

Dominios 
globulares 

~----------,,---------/ 
Región importante para 

reconocer la carga 

Fi~1lI 25. EscpeRlll de LIII ci'lesi1a cCl'Mlncional. La cadena pesada de la ci'lesi1a (KHC) conliene:1) dominios mctores 
en la regi6n amino de cada cadena pesada que tienen un slio de LI1i6n a microblbulos y tienen un slio de LI1i6n a ATP; 2) 
domi'lios -Coiled coir con el dlmero que se fol'Trlll cm iris dos cadenas pesadaS; 3) dominios globuares, hacia la regi6n 
carboxilo de III KHe, imporllllllls en el recooocimierto de III carga. La caderllligera de la cinesirll (KLC), en H. Dt'1ISSII no 
se presenta, tiene: 1) repeticiones l!Iratico p6ptido (TPR) que esl*1 irwkJc radlIs en las il'teracciones prol!lna-prcte'na y en 
el reconocimiento de la carga, 2) la región helicoidlll i~orIZIrte pallllll uniOO de la I<I..C con la cadena pesada. 
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Por su parte,  la cadena ligera  (KLC) no está tan conservada como el dominio motor de la cadena 

pesada. En una cinesina convencional, la KLC tiene hacia su extremo amino un dominio helicoidal 

que la une a la cadena pesada, también presenta un motivo de 6 repeticiones tetraticopéptido 

(TPR), que es una secuencia de 34 aminoácidos que modula las interacciones proteína-proteína, 

ya sea intramoleculares o intermoleculares (Gindhart y Goldstein, 1996). En Drosophila 

melanogaster, la cadena ligera de las cinesinas regula la actividad de la cadena pesada, ya que 

la interacción entre estas dos es específica (Gauger y Goldstein, 1993). Además, esta cadena 

identifica la carga que debe transportar a través de interacciones con proteínas accesorias (Kumar 

et al., 1995; Gindhart y Goldstein, 1996), receptores (Almenar y Goldstein, 2001) o regiones 

membranales conocidas como balsas lipídicas (Goldstein, 2001). Las cinesinas en organismos como 

Neurospora crassa no son convencionales,  no cuentan con una cadena ligera, por lo que se 

sugiere que la selección de la carga que debe transportar está relacionada con dominios 

cercanos a la región carboxilo de la cadena pesada (Kirchner et al., 1999). 

Estudios en D. melanogaster  indican que la activación de la cinesina no se da a través de la 

disociación y asociación de las cadenas (Gauger y Goldstein, 1993). En cambio, trabajos en N. 

crassa  sugieren que la activación está dada por la conformación de la cinesina (Kirchner et al., 

1999; Seiler et al., 2001), mostrando dos estados, uno en el que la cinesina se encuentra plegada e 

inactiva y un estado activo propiciado por la unión de la carga (Fig. 26).   

 

 

c. 
Inactivo 

H. 
Activo 

FiSJ.I1ll 26. Modelo de s:Wación de las cinesns de H. CI'tISSII. A) estado iIIctiw de 111 cinesill, el 
damilia gIobuklr esIiI muy cerca del domilb mdor. B) identlicaciOn de la Cll"gll. ,antia cUlfonnacbnal 
y actiIaci6n de la cnesna e) dnesill actMI 
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La proteína NapK encontrada en el ensayo de Y2H, que tiene interacción con la proteína estilar HT-

B,  tiene identidad con la región amino de la cadena pesada de las cinesinas de A. thaliana y G. 

hirsutum. Si HT-B se une a la región amino de la cadena pesada de una proteína tipo cinesina no 

convencional, los trabajos en N. crassa nos dan elementos para sugerir que HT-B activa a la 

cinesina para el transporte de la carga. Se requieren de diversos ensayos que deberán confirmar 

esta hipótesis.   

 
Las cinesinas son proteínas muy abundantes y de expresión ubícua en las angiospermas 

(Richardson et al., 2006), lo que se confirma con nuestros resultados, ya que NapK tiene una 

expresión ubicua en los órganos estudiados en N. alata (Fig. 22). La proteína NapK tiene identidad 

con cinesinas de Arabidopsis. Sólo en esta especie se han identificado alrededor de 61 miembros 

(Lee y Liu, 2004). Estudios filogenéticos sitúan a la mayoría de las cinesinas vegetales en las familias 

Kinesin-14 y Kinesin-7 (Lawrence et al., 2004). Gran parte de las cinesinas que pertenecen a la 

familia Kinesin-14,  contiene el dominio motor hacia su región carboxilo, indicando que la 

identificación de la carga está dada por su región amino (Lawrence et al., 2004). Cabe mencionar 

que las cinesinas de ésta familia están involucradas en el transporte membranal y organelar 

(Soldati y Schliwa, 2006). Nuestros datos indican que la proteína HT-B interacciona con la proteína 

NapK que muestra identidad con la región amino de la cadena pesada de A. thaliana (Fig. 16), la  

cinesina de A. thaliana pertenece a la  familia Kinesin-14, de esta manera se  sugiriere que NapK 

podría ser un miembro de ésta famila. 

 

El transporte vesicular, crecimiento del TP, HT-B y el rechazo del polen en Nicotiana 
 
Las células eucariotas desarrollaron un sistema endomembranoso que divide a la célula en 

diferentes compartimentos, en cada uno se realizan diversas funciones que son necesarias para 

mantener el equilibrio en la célula (Lewin, 2004). 

 

El transporte vesicular intracelular requieren del reconocimiento y la fusión de las vesículas a la 

membrana blanco entre los diferentes organelos (Nebenfuhr, 2002). Cuando el transporte de las 

vesículas se dirige del RE al Aparato de Golgi se dice que el transporte es anterógrado, si se 

presenta en sentido contrario del aparato de Golgi al RE se denomina retrógrado (Battery et al., 

1999). La fusión de la vesícula en la membrana blanco depende de moléculas SNARE (soluble N-
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ethylmale-imide-sensitive attachment protein receptor) que están presentes tanto en la vesícula (v-

SNARE), como en la membrana blanco (t-SNARE) (Dieffenbach et al., 2002). La interacción de estas 

proteínas está regulada por diferentes tipos de GTPasas que pertenecen a la familia de proteínas 

Rab (Battery et al., 1999; Ueda et al., 2004). Las Rab GTPasas han sido identificadas como parte del 

sistema de endocitosis en plantas y su participación es indispensable en el crecimiento del tubo 

polínico (TP) (Ueda et al., 2004). La mayoría de las proteínas Rab aisladas cuentan con señales de 

isoprenilación hacia el extremo carboxilo, actualmente se realizan experimentos para definir si la 

proteína HT-B cuenta con estos sitios de prenilación hacia su extremo carboxilo, lo cual es esencial 

para la unión a la membrana y para la interacción con otras moléculas reguladoras, (McClure, 

comunicación personal, 2006) de confirmarse esta hipótesis, cobraría relevancia el tráfico vesicular 

intracelular como parte del mecanismo del rechazo del polen en Nicotiana alata .  

 
El tubo polínico es una célula elongada que crece de forma apical, su crecimiento polarizado se 

mantiene por la fusión de las vesículas secretoras en la región del ápice incorporando 

componentes de la membrana plasmática y de la pared celular (Taylor, 1997; Samaj et al., 2004).  

El citoesqueleto del TP está compuesto por microtúbulos, filamentos de actina y sus proteínas 

asociadas (Cai et al., 2000-A). Los microtúbulos se extienden  y orientan a lo largo de la parte axial 

de los TP y se concentran en su región cortical. Los filamentos de actina además  de orientarse de 

manera muy similar a los microtúbulos, éstos se encuentran formando una red en la región 

subapical del TP (Cai et al., 1997). La participación del citoesqueleto en la respuesta de rechazo 

del polen, se demostró en Papaver, donde se determinó que algunos intermediarios en la cascada 

de señalización desestabilizan el citoesqueleto de actina evitando el crecimiento del tubo polínico 

en cruzas incompatibles (Geitmann et al., 2000; Snowman et al., 2002).  

 

En el tubo polínico se encuentran una serie de proteínas asociadas a microtúbulos (MAP). Una de 

ellas es una proteína homóloga de cinesina del tubo polínico de Nicotiana tabacum, la cual se 

localiza en la región apical y en el cortex  (Lancelle et al., 1987; Cai et al., 1993 y 2005). Esta 

cinesina se relaciona con pequeñas estructuras vesiculares (Tiezzi et al., 1992). De manera 

interesante se detectó a una cinesina de 90-kD en el tubo polínico de Nicotiana tabacum, la cual 

se asocia a organelos de la región cortical de los microtúbulos de los tubos polínicos (Cai et al., 

2000). La función de las diferentes MAP´s encontradas en el TP debe estar relacionada a su 

localización, lo que indicaría que estas proteínas tienen distintas funciones (Romagnoli et al., 2003; 
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Hirokawa y Takemura, 2004); sin embargo, su carácter de motores moleculares los posicionan en 

acciones relacionadas directamente con el transporte vesicular. El hecho encontrar en el ensayo 

de doble híbrido una  proteína asociada a microtúbulos y su posible participación en el tráfico 

vesicular del TP, nuevamente dirige la atención hacia entender el mecanismo del rechazo del 

polen en el contexto del tráfico vesicular. 

 
La dirección del movimiento de las cinesinas a lo largo de los microtúbulos está relacionado con la 

posición del dominio motor de su cadena pesada (Goldstein y Valentine, 1999). Los microtúbulos 

crecen a partir del centro de organización de microtúbulos (MTOC) (Azimzadeh et al., 2001) y a 

pesar de que en plantas no se ha observado una estructura como tal, se han encontrado 

elementos y proteínas homólogas que indican que existe una estructura parecida (Lloyd y Hussey, 

2001). A partir del MTOC, los microtúbulos crecen en dos direcciones, una en la que la síntesis es 

rápida conocida como el extremo positivo (+) del microtúbulo y otra  en el que el crecimiento del 

microtúbulo es lento, lo que es conocido como el extremo negativo (-) (Azimzadeh et al., 2001). Las 

cinesinas que presentan su dominio motor hacia el extremo amino de la cadena pesada se 

mueven en dirección al extremo positivo del microtúbulo. En cambio, las cinesinas que sitúan su 

dominio motor hacia su extremo carboxilo caminan o se desplazan hacia el extremo negativo. Si la 

interacción entre la proteína  HT-B  y NapK ocurre in vivo, entonces la dirección en la que se 

movería NapK junto con HT-B, sería hacia el extremo negativo de los microtúbulos, es decir hacia el 

centro del tubo polínico.   

 

El transporte vesicular, HT-B y el rechazo del polen en Nicotiana 
 
El modelo del secuestro de las S-RNasas en vacuolas descrito por Goldraij et al. (2006) nos sitúa en 

un punto en donde el tráfico vesicular es esencial para describir el rechazo del polen. Estudios de 

inmunolocalización en N. alata  indican que la entrada de las S-RNasas al tubo polínico ocurre por 

endocitosis (Goldraij et al., 2006). El endosoma temprano formado con estas proteínas, se 

transforma en un endosoma tardío y puede o no fusionarse a una vacuola en donde las S-RNasas 

son almacenadas. Esta forma de aislar el efecto citotóxico que se produce con las S-RNasas dentro 

del  TP es parecida a al de las células que producen la toxina ricina A (DiCola et al., 2005; McClure, 

2006-A). Las ricinas son citotoxinas que se introducen a su célula blanco por endocitosis, llegan a la 

red tubular endosomal (TEN) (Bonifacino y Rojas, 2006) de donde se transportan en dos direcciones: 

ya sea para formar un endosoma temprano, después uno tardío y culminar en el almacén de la 

toxina en las vacuolas ó  por medio de un transporte retrógrado que dirigen pequeñas cantidades 
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de la citotoxina hacia el Aparato de Golgi y después al retículo endoplásmico (RE) (Vago et al., 

2005). La salida de la ricina A al citoplasma de la célula blanco se da a través del sistema de 

degradación del RE (ERAD) por el cual las ricinas A pueden translocarse del RE al citoplasma 

(Roberts y Smith, 2004; Di Cola et al., 2005). McClure (2006) señala que las S-RNasas posiblemente 

utilicen esta vía retrógrada para escapar al citoplasma del TP, de esta manera, las S-RNasas del RE 

al traslocarse  al citoplasma del TP interaccionarían con SLF, recordemos que SLF se encuentra 

mayoritariamente en la periferia del RE (Wang y Xue, 2005). Una vez que la S-RNasa es traslocada al 

citoplasma del TP interacciona específicamente con SLF, estabilizando a la proteína HT-B, como 

consecuencia se provocaría la ruptura de la vacuola y la liberación masiva de las S-RNasas al 

citoplasma del TP, en donde se degradará su RNA, dando como resultado final la inhibición de su 

crecimiento (Goldraij et al., 2006) y el fenotipo de incompatibilidad. En cambio si la interacción no 

es alelo específica, se conduciría a la degradación de la proteína HT-B, manteniendo a las S-

RNasas estables en el compartimento vacuolar.   

 

Es interesante pensar en este escenario, ya que el objetivo planteado en este trabajo fue encontrar 

proteínas del polen que permitan establecer la funcionalidad de HT-B en  el mecanismo del rechazo 

del polen. Por las características de la proteína NapK sería poco probable que participara como la 

proteína hipotética (PP) involucrada en la estabilidad de HT-B, como se señala en el modelo de 

Goldraij et al., (2006). El hallazgo de una posible interacción de HT-B con un motor molecular (NapK) 

nos conduce a pensar que el sistema de tráfico endomembranoso podría jugar un papel importante 

en el rechazo del polen. Dado que la proteína NapK tiene identidad con cinesinas de A. thaliana,  y 

G. hirsutum, las cuales presentan su dominio motor hacia la región carboxilo de la cadena pesada, 

nos deja ver que su movimiento sería hacia el interior del TP y el hecho de que HT-B contenga 

posibles señales de isoprenilación como las proteínas Rab, refuerza la idea de que la proteína HT-B 

pueda asociarse a sistemas membranosos (Goldraij et al., 2006). Nosotros proponemos que HT-B se 

asocia a las vesículas que transportan a las S-RNasas y que la interacción entre HT-B y NapK ocurre a 

través de un dominio de HT-B que ve hacia el citoplasma,  así mismo, que el transporte retrogrado de 

las vesículas se lleva a cabo a través de microtúbulos como se muestra en el modelo de la figura 27.  
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CONCLUSIONES 
 

 
 
 
 

La proteína estilar HT-B interacciona físicamente en el entorno 
de S. cerevisiae con la región amino terminal de la cadena 
pesada de una proteína tipo cinesina del polen de N. alata 
(NapK). 
 
 
La proteína NapK muestra un patrón de expresión de RNAm 
ubicuo en diferentes órganos de N. alata. 
 
 
La proteína NapK es homóloga a cinesinas de la familia 
Kinesin-14, las cuales presentan un dominio de interacción 
proteína-proteína hacia la región amino terminal.  
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PERSPECTIVAS DEL TRABAJO 
 
 
 
 
 

A) Corroborar la interacción molecular entre NapK y HT-B por otros métodos 

como: 

Pull down, cromatografía de afinidad 

 

Estudios de colocalización de HT-B y NapK en tubos polínicos de 

cruzas compatibles e incompatibles. 

 

B) Evaluar la función de NapK en el mecanismo del rechazo del polen 

silenciando NapK en el tubo polínico. 

C) Determinar si la participación de NapK afecta el tráfico vesicular de las S-

RNasas. 
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APÉNDICES  
 

I. Purificación del RNA mensajero. 
 

El sistema para aislar el RNA mensajero del RNA total del polen fue a través del sistema 
PolyATract mRNA Isolation Systems de Promega. 
 
Soluciones 
 
SSC 0.5X 
Para preparar 1.2 ml, se mezclan 30 μl de la solución SSC 20X con 1.170 ml de agua libre 
de RNasas en un tubo estéril también libre de RNasas. 
 
SSC 0.1X 
Para preparar 1.4 ml, se mezclan 7 μl de la solución SSC20X con 1.393 ml de agua libre 
de RNasa en un tubo estéril también libre de RNasas.   
Preparación del RNA mensajero. 
 

• Se coloca 0.1-1.0 mg de RNA total en un tubo eppendorf libre de  
• RNasas 
• Se afora a 500 μl con agua libre de RNasas. 
• Se incuba a una temperatura de 65°C por 10 min. 
• Se adiciona 3 μl de oligo (dT) biotinilado y 13 μl de una solución de SSC20X. 

Se mezcla cuidadosamente y se incuba a temperatura ambiente hasta que 
se enfríe completamente. 

 
Mientras se enfría completamente el RNA se lavan las partículas paramagnéticas de 
estreptavidina (SA-PMPs). 

 
• Agitar el tubo que contienen las SA-PMPs con el dedo hasta dispersarlas 

completamente. 
• Colocar el tubo en el magneto (Magnetic Stand) hasta que las SA-PMPs se 

sitúen en un extremo del tubo, aproximadamente 30 segundos. 
• Cuidadosamente obtener el sobrenadante. Es muy importante de no 

centrifugar las partículas. 
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• Quitar el tubo del magneto y lavar las SA-PMPs con 300 μl de la solución SSC 
0.5X, agitar las partículas y colocar el tubo en el magneto nuevamente para 
poder separar las SA-PMPs de la solución. Repetir el lavado dos veces más. 

• Después del último lavado  resuspender las SA-PMPs en 100 μl de la solución 
SSC 0.5X. 

 
 
 
 
 
 
 

 
II. Purificación de DNA de gel de agarosa 
 

• Cortar el fragmento del gel que contiene el DNA 
• Pesar el fragmento del gel y colocarlo en un tubo de 1.5 ml  
• Añadir 30 μl del amortiguador de solubilización del gel (L1) por cada 10 mg 

de gel. 
• Incubar el tubo a 50°C por 15 min. Mezclar cada tres min por vortex. 
• Una vez que se ha disuelto el gel dejar 5 min más. 
• Colocar la columna en un tubo recolector y agregar el gel disuelto  
• Centrifugar a 1300 g por 1 min. Desechar el sobrenadante. 
• Agregar 500 μl de amortiguador para solubilización (L1) en la columna para 

lavarla. 
• Incubar a temperatura ambiente por 1 min y desechar el sobrenadante 
• Nuevamente lavar la columna  con 700 μl de amortiguador de lavado (L2) e 

incubar por 5 min a temperatura ambiente 
• Centrifugar a 1300 g por 1 min, desechar el sobrenadante 
• Centrifugar nuevamente por 1 min desechar el residuo del sobrenadante. 
• Agregar directamente al centro de la columna 50 μl de TE previamente 

calentado 
• Incubar por 1 min a temperatura ambiente y centrifugar a 1300 g por 2 min. 

  
III. Clonación de productos de PCR. 
 

• Amplificar el fragmento de DNA que se requiera  
• Correr en un gel de agarosa al 0.7% el producto de PCR 
• Extracción del DNA del gel (apéndice II) 
• Ligar el producto de PCR ya purificado en la siguiente reacción: 

Buffer T4 ligasa 10 μl 
*Producto de PCR  7 μl 
*Vector pGEM  1 μl  
Ligasa DNA T4  1 μl 
H2O   1 μl 

• Dejar incubando a temperatura ambiente por una hora. 
• Transformar células competentes  

*Mantener una relación de 3:1 de producto de PCR con el vector  pGEM de acuerdo las 
concentraciones que presenten. 
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IV. Células competentes de E. coli 
 
Solución de CaCl2  
para células competentes 
CaCl2 60 mM 
Glicerol 15% v/v 
PIPES (Piperazina-N,N”-bis[ácido 2-etanosulfonico])10 mM pH 7.0 
 
 

• Se crece una colonia de E. coli en 50 ml de medio LB toda la noche a 
37°C/ 250 rpm. 

• Inocular con 4 ml del cultivo anterior 400 ml de medio LB. 
• Dejar crecer a 37 °C a 250 rpm hasta alcanzar una DO590 de 0.375 
• Vaciar el cultivo en 4 tubos estériles y dejar los tubos en hielo de 5 a 10 

min. 
• Centrifugar a 3000 rpm 5 min/4 °C. 
• Resuspender el botón con 20 ml por tubo de solución para células 

competentes bien fría. NO PIPETEAR y juntar las fracciones en un tubo. 
• Centrifugar por 5 min a 3,000 rpm y 4 °C. 
• Resuspender el botón en 80 ml de CaCl2 fría, mantenerlas en hielo por 30 

min. 
• Centrifugar por 5 min a 3,000 rpm y 4 °C. 
• Resuspender el botón en 5 ml de CaCl2 fría y hacer las alícuotas de 50-

100μl. 
• Colocar los tubos en N2(liq) y guardar a -80°C.   

 
 
V. Purificación de plásmido de E. coli 
 

La purificación del plásmido se realizó con el protocolo de lisis alcalina (Sambrook y Russell, 2001) 
como sigue:  
 

• El cultivo celular (5 ml) es centrifugado por 3 min a 6,000 rpm, 
• Las células son resuspendidas en 200μl del amortiguador de resuspensión (50mM 

Tris-HCl pH 8, 10 mM EDTA y RNasa A [20 mg/ml]). 
• Añadir 200μl del amortiguador de lisis (200 mM NaOH, 1% SDS (p/v), 
• Mezclar inclinando los tubos suavemente 6 veces e incubar a temperatura 

ambiente durante 5 min.  
• Agregar 350μl de solución de neutralización (CH3COOK pH 4.0)  
• Centrifugar durante 10 min. 
• El sobrenadante se precipita con 1/3 de volumen de acetato de amonio [10M] y 

1 volumen de isopropanol frío. Se dejan mínimo  2 horas a -20°C. 
• Centrifugar los tubos a 1300 g durante 15 min  
• Lavar con 300 μl de etanol 70%   
• Centrifugar nuevamente a 1300 g por 5 min   
• Decantar, dejar secar y disolver el plásmido de cada tubo con 40 μl de H2O. 
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VI. Purificación de plásmido de S. cerevisiae 
Se siguieron las instrucciones del kit Zymoprep II- Yeast Plasmad Miniprep el cual se 
detalla a continuación: 
 

• Crecer 1.5 ml de cultivo líquido de S. cerevisiae  
• Centrifugar el cultivo por 2 min a 35 g 
• Agregar 200 μl de Solución 1  
• Añadir 3 μl de Zymolasa (5U/μl)  y resuspender el pellet agitando 

cuidadosamente. 
• Incubar a 37°C por 15-60 min 
• Agregar 200 μl de la solución 2 y mezclar bien. 
• Añadir 400 μl de la solución 3 y mezclar bien. 
• Centrifugar a máxima velocidad, 1300 g por 3 min. 
• Transferir el sobrenadante a la columna Zymo-spin-I 
• Colocar la columna en el tubo colector  
• Centrifugar la columna por 30 seg. 
• Desechar el líquido presente en el tubo colector. 
• Agregar 550 μl de amortiguador para el lavado de la columna y centrifugar 

de 1-2 min 
• Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1.5 ml. 
• Añadir 10 μl de agua y centrifugar por 1 min para eluir el plásmido.  

 
El kit provee la zymolasa, las columnas y las soluciones es por ello que no indica la 
composición de las mismas. 
 

   
 

 
VII. Transformación de bacterias por choque térmico 
 

• Descongelar 100 μl de células competentes en hielo. 
• Mezclar 1-3 μl de plásmido y dejar en hielo durante 30min. 
• En un baño a 42°C colocar las células por 45 seg.  
• Colocar las células en hielo durante 2 min. 
• Agregar 400 μl de medio SOC.  
• Incubar a 37°C/250 rpm durante 2 h. 
• Centrifugar las células a 400 g por 1 min. 
• Resuspender las células en 100μl de medio LB. 
• Sembrarlas en el medio de selección correspondiente a 37°C toda la 

noche. 
 
 
VIII. Células competentes de levaduras 
 
Solución 1.1XTE/LiAc 
1.1 ml de TE 10X 
1.1 ml de LiAc 1M 
Aforar a 10ml con H2O 
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Medio YPDA 
Medio YPD (SIGMA) 
Adicionar adenina  (0.03% v/v) 
 
 
 
Solución 1.1XTE/LiAc 
1.1 ml de TE10X 
1.1 ml de LiAc 1M 
Aforar a 10 ml con H2O 
 

• Estriar en una placa con medio YPDA la cepa AH109 o Y187. Crecer a 
30°C por tres días. 

• Inocular una colonia en un tubo de 15 ml con 3 ml de medio líquido 
YPDA.  

• Incubar a 30°C en agitación constante 240 rpm  por 8 h. 
• Sembrar 50 ml de medio líquido YPDA contenidos en un matraz de 250 ml 

con 5 μl del cultivo anterior.  
• Incubar a 30°C con agitación constante (230-250rpm) por 16-20 h, hasta 

llegar a una DO600=0.15-0.3. 
• Centrifugar las células a 700 g por 5 min a temperatura ambiente. 
• Descartar el sobrenadante y resuspender el botón en 100 ml de YPDA. 
• Incubar a 30°C por 3-5 h/250 rpm hasta llegar a una DO600=0.4-0.5. 
• Centrifugar las células a 700 g por 5 min a temperatura ambiente. 
• Descartar el sobrenadante y resuspender las células  en 3 ml de una 

solución 1.1X TE/LiAc. 
• Separar en dos fracciones de 1.5 ml cada una y centrifugar cada tubo a 

1300 gpor 15 seg. 
• Descartar el sobrenadante y resuspender cada botón con 600 ml de 1.1X 

TE/LiAc. 
  

 
 
IX. Transformación de levaduras 
  
PEG/LiAc (polietilenglicol 4000/acetato de litio) 
8 ml de PEG al 50% 
1 ml de TE 10X 
1 ml de LiAc 1M 
Preparar justo antes de usar. 
 
Solución 1.1XTE/LiAc 
1.1 ml de TE10X 
1.1 ml de LiAc 1M 
Aforar a 10 ml con H2O 
 
DMSO (dimetil sulfóxido) 
 

• Preparar células competentes (protocolo anterior) 
• En un tubo estéril de 15 ml mezclar: 
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20 μl de ds cDNA  
6 μl de pGADT7-rec (0.5μg/μl) 
5 μg pAS2-1/HT-B 
20 mg de Acarreador de DNA 

(precalentado a 100°C/5 min reposar en hielo 5min más antes de 
mezclarlo) 

• Agregar 600 μl de células competentes y mezclar ligeramente. 
• Agregar 2.5 ml PEG/LiAc, mezclar ligeramente. 
• Incubar a 30°C por 45 min, mezclando las células cada 15 min. 
• Agregar 160 ml de DMSO, mezclar y colocar el tubo a 42°C por 20 min, mezclar 

las células cada 10 min. 
• Centrifugar a 700 g por 5 min. 
• Resuspender el botón en 3 ml de medio líquido YPD Plus. 
• Incubar en 30°C con agitación constante por 90 min. 
• Centrifugar a 700 g por 5 min. 
• Resuspender el botón en 1 ml de NaCl (0.9% p/v) 
• Sembrar en el medio de selección apropiado. 

  
 
 
 
 
X. Construcción de la biblioteca de cDNA con adaptadores 
SMARTIII y CDSIII. 
 
Los reactivos utilizados fueron los del kit  (MATCHMAKER Library Construction and 
Screening Kit) 

 
En un tubo eppendorf mezclar: 

1.0 μg de RNA poli A+ 
0.5 μl del oligonucleótido CDSII Primer 
0.5 μl del oligonucreótido CDSIII/6Primer 
Llevar a un volumen de 4 μl con H2O desionizada 

• Incubar por 2 min a 72°C. 
• Incubar en hielo 2 min más. 

 
Se agrega a la mezcla: 
 

2 μl de 5X First-Strand Buffer 
1 μl de DTT (20 mM)(1,4-ditiotrietol) 
1 μl dNTP (10 mM) 
1 μl de transcriptasa reversa MMLV (Moloney Murine Leukemia Virus) 

 
• Incubar a 42°C por 10 min 

Se adiciona: 

1 μl del oligonuceótido SMARTIII 

• Incubar por 1 h a 42°C 
• Incubar por 10 min a a 75°C 



 

 
77

• Se enfría el tubo a temperatura ambienta para agregar 2 unidades de RNasa H, 
se incuba 20 min a 37°C. 

 
XI Hibridación DNA:RNA 
 

• Colocar en un recipiente cuadrado 1/3 de amortiguador SSC10X. 
• Colocar una base cuadrada plana que salga del líquido, generalmente se utiliza 

las bases para hacer geles de agarosa. 
• Cortar tres papeles filtro del tamaño del gel que se quiera transferir y uno en 

donde dos extremos sean mucho mas largos, deberán salir de la base, una 
membrana de nitrocelulosa del tamaño del gel y una pila de 7 cm como mínimo 
de papel periódico.  

• Poner sobre la base un papel filtro rectangular, sus extremos más largos deberán 
tocar el amortiguador para absorber el líquido, sus extremos más cortos deberán 
coincidir con el tamaño de la base del gel. Encima se deberá poner otro papel 
filtro del tamaño del gel a transferir. 

• Colocar el gel boca abajo, la membrana cuidando de no dejar burbujas, los dos 
papeles filtro restantes y la pila de papel periódico. 

• Encima se coloca una base de acrílico y un peso para que el papel absorba el 
amortiguador SSC10X y se transfiera el DNA del gel a la membrana. 

• Dejar mínimo 6 h o toda la noche.  
 
XII. Soluciones y medios 
 
Medio LB sólido + ampicilina 
Para un litro  
10 g Bacto-tryptone (BD DIFCO) 
5 g Bacto-yeast extract (BD DIFCO) 
10 g NaCl (J. T. Baker) 
 
15 g Bacto agar por cada litro medio LB 
 Ampicilina 1 ml de ampicilina [100 mg/ml] (SIGMA) 
 
4SD y 2SD 
Minimal SD Base (Clontech) 
-Leu y - Trp DO Supplement (Clontech) 
-Leu, -Trp, -His, -Ade DO Supplement (Clontech) 
 
Medio YPD 
 20 g/l peptona (BD DIFCO) 
10 g/l extracto de levadura (BD DIFCO) 
20 g/l agar (Invitrogen) 
Agregar 950 ml de H2O 
Ajustar el pH 6.5 y esterilizar en autoclave 
Enfriar a 55°C y añadir dextrosa (glucosa) al 2%(50 ml de una solución estéril 40% para 1 L 
de medio) 
 
YPDA 
Medio YPD  
Adicionar adenina  (0.003% v/v) 
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2xYTA 
Para un litro de medio 
Triptona 16 g (BD DIFCO) 
Extracto de levadura 10 g (BD DIFCO) 
NaCl 5 g (J. T. Baker) 
Ajustar el pH 7 (NaOH) 
 
SOC 
Medio LB 
Glucosa 0.02 M (concentración final) 
 
 
Soluciones generales 
 
PBS 10X 
NaCl 40.0314 g (1.37 M) (J. T. Baker) 
KCl 1.0065 g (27 mM) (J. T. Baker) 
Na2HPO4.7H2O 5.7635 g (43 mM) (J. T. Baker) 
NaH2PO4. H2O 0.9659 g (14 mM) (J. T. Baker) 
Disolver con 300 ml de H2O 
Ajustar a pH 7.3 con NaOH  
Aforar a 500 ml 
Esterilizar con autoclave. 
 
SSC 20X 
NaCl (3 M) (J. T. Baker) 
Citrato de sodio (0.3 M) (J. T. Baker) 
 
Soluciones para ensayo tipo réplica en  Western 
 
Amortiguador de transferencia  
Tris 25 mM (SIGMA) 
Glicina 0.188 M (SIGMA) 
SDS 0.1% (SIGMA) 
Metanol 200 ml (J. T. Baker) 
Aforar a un litro con H2O 
 
Solución de bloqueo 100 ml 
Leche baja en grasa 5 g 
Tween-20 0.1 ml 
Disolver en PBS 1X 
 
Solución de revelado cuando se usa anticuerpo acoplado a fosfatasa 
alcalina 
10 ml de solución amortiguadora PH 9.5  
100 μl de nBT  
100 μl de BCIP  
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nBT  
nBT, nitro blue tetrazolium (SIGMA) 33 mg/ml 
en 70% DMSO, dimetil sulfóxido (SIGMA) 
 
BCIP 
BCIP, 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (SIGMA) 17 mg/ml  
en 100% DMSO dimetil sulfóxido (SIGMA) 
 
Amortiguador pH9.5 
 Tris base 0.1 M (SIGMA) 
 NaCl 0.1 M(J. T. Baker) 
MgCl2  10 mM(J. T. Baker) 
Ajustar pH 9.5 
 
 
 
Solución de quimioluminiscencia 
100 mM Tris-HCl pH 8.5, 10 ml 
2% de Peróxido de Hidrógeno 17 μl 
Solución A 25 μl 
Solución B 50 μl 
 
Solución A 
0.35 g Ácido p cumárico (ácido 4-hidroxicinámico) (SIGMA) 
DMSO (dimetilsulfóxido) llevarlo a 25 ml 
 
Solución B 
1.1 g luminol (5-amino 2,3-dihidro 1,4-ftalazina diona) (SIGMA) 
DMSO (dimetilsulfóxido)  llevarlo a 25 ml 
 
Solución de revelado cuando se usa anticuerpo acoplado a peroxidasa 
Revelador (Kodak GBX), 103 ml aforar a 473 ml con H2O. 
 
Solución para fijar cuando se usa anticuerpo acoplado a peroxidasa 
Fijador (Kodap GBX), 828 ml aforar a 3.8 L con H2O. 
 
 
Preparación de la resina Glutation agarosa 
 

• Se hidrata la resina a 4°C con agua desionizada durante 20 h.  
• La resina se lava tres veces con 10 volumen cama de PBS 1X. (un volumen cama 

equivale a un volumen, en mililitros, de resina hidratada) 
• Centrifugar a 35 g por 3 min después de cada lavado.  
• La resina se equilibra 50% v/v con PBS 1X. 
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Amortiguador de elución de proteínas de la resina 
 
Disolver 0.003 g de glutatión reducido (Gibco BRL) 
en 1 ml Tris HCl pH 9.5 [50 mM] (SIGMA) 
 
XIII. Geles 
 
Gel de poliacrilamida-SDS 
 
Acrilamida al 4% (apilador) 
 
Arcrilamida 5.85 g 
Bis-acrilamida 0.15 g 
EDTA 0.5 M 600 μl 
Tris-Cl 0.5 M pH 6.8 37.8 ml 
Aforar a 150 ml 
Guardar a 4°C 
 
Arcrilamida (separadora) 
       10%  12.5% 
Arcrilamida 30%/bis-acrilamida 0.8%    5 ml  6.25 ml 
4X Tris-Cl/SDS pH 8.8     3.75 ml  3.75 ml 
H2O desionizada     5 ml  3.75 ml 
 
4X Tris-Cl/SDS pH8.8 
Tris 91 g (1.5 M) 
Disolver en 300 ml de H2O 
Ajustar a pH 8.8 con HCl 
Aforar a 500 ml con H2O 
Filtrar (0.45 μm) 
Agregar 2 g SDS (0.4% p/v) 
Guardar a 4°C 
 
 
Gel de agarosa 1% 
 
300 mg de agarosa (gibco BRL) 
30 ml de amortiguador TBE1X 
Calentar hasta disolver 
Agregar 10 μl de bromuro de etidio (0.5 mg/ml) 
 
Gel de agarosa para RNA 
Para un gel de 30 ml disolver 600 mg/ml  en 26 ml de H2O-DEPC. 
Agregar MOPS 1X  
Añadir Formaldehído 3% concentración final 
y 3 μl de Bromuro de etidio al 0.5 mg/ml.  
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Las muestras de RNA se prepararon con buffer FRB 1.5X, por cada microlitro de RNA 
colocar 4 μl de buffer FRB. 
Se calientan 15 min a 65°C y 5 min en hielo. 
 
 
XIV. Tinción de geles 
 
Plata (AgNO3)  
 
Una vez finalizada la electroforesis: 

• Incubar el gel en metanol (CH3OH)  al 50% por una hora y media.  
• Hacer lavados de 10 min cada uno con agua. 
• Dejar en agua toda la noche. 
• Incubar en 100 ml de metanol al 50% con 100 μl de formaldehído (HCHO)  al 37% 

durante una hora y media. 
• Quitar la solución y lava rápidamente 3 veces con agua. Hacer un cuarto 

lavado y dejar el gel en agua mientras se preparan las siguientes soluciones: 
 
Solución A 
0.8g Nitrato de plata (AgNO3) 
4ml H2O 
 
Solución B 
21 ml Hidróxido de sodio (NaOH) 0.36% 
1.4 ml Hidróxido de amonio (NH4OH) 

 
• Desechar el agua del gel  y agregar la solución C. Dejar en agitación 15min. 
• Lavar 3 veces con abundante agua y agitación por 5min cada lavado 
• Preparar solución D 

 
Solución D 
2.5 ml Citrato de sodio al 1% 
250 μl Formaldehído al 37% 
Aforar a 500 ml 

 
• Revelar con la solución D. 
• Detener el revelado con ácido acético 10% y metanol 50% 
 

 
Coomassie 
 

• Colocar el gel en la solución siguiente: 
 

Etanol (EtOH) 20% 
Sulfato de amonio (NH4)2SO4 8% 
Ácido fosfórico (H3PO4) 1.6% 
Coomassie G-250 0.08% 
 

• Incubar toda la noche 
• Lavar durante todo el día con agua hasta la intensidad deseada. 

Solución C 
Agregar la solución A a la B por goteo y 
agitación 
Si queda turbia, agregar hidróxido de 
amonio hasta que quede transparente 
Aforar a 100 ml. 
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Ponceau S 
 
Ponceau S 0.5 g se disuelven en  
1ml de ácido acético glacial 
Aforar a 100 ml con H2O 
 

• Después de la transferencia de proteínas  
• Colocar la membrana en la solución de Ponceau hasta cubrir 
• Agitar un poco 
• Lavar con H2O hasta que aparezcan las bandas 

 
XV. Extracción de proteínas de estilos 
 
Amortiguador de extracción de proteínas 
50 mM Tris HCl pH8 
50 mM NaCl 
1% β-mercaptoetanol 
Inhibidores de proteasas (según la marca) 
 
Por cada gramo de tejido se utiliza 4 ml de amortiguador. 
 

• En un crisol se muele el tejido con N2(liq). 
• Una vez que se tiene la pasta, colocarla en otro tubo en donde se adiciona el 

amortiguador de extracción 
• Se agita en el vortex 
• Centrifugar por 20 min/500 g y 4°C 
• Guardar el sobrenadante a -80°C 

 
XVI. Cuantificación de proteínas  
  
BSA [1mg/ml]  
Bradford Bio-Rad 5X 
 
Cada vez que se desee cuantificar proteínas es necesario hacer la curva patrón 
siguiente: 

• Colocar en 6 tubos: 
 

1. 200 μl Bradford + 800 μl H2O 
2. 200 μl Bradford + 798 μl H2O + 2 μl BSA 
3. 200 μl Bradford + 796 μl H2O + 4 μl BSA 
4. 200 μl Bradford + 794 μl H2O + 6 μl BSA 
5. 200 μl Bradford + 792 μl H2O + 8 μl BSA 
6. 200 μl Bradford + 790 μl H2O + 10 μl BSA 

 
• Medir absorbancia A595 
• Graficar la curva patrón 
• Colocar en 1 tubo 990 μl Bradford +X μl de muestra + X μl de H2O hasta llegar a 1 ml. 
• Medir la absorbancia A595 
• Medir la concentración de acuerdo a la curva patrón. 
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