UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

Maestria y Doctorado en Ciencias Bioquimicas

INTERACTORES PROTEICOS DE NASTEP EN EL POLEN/ TUBO
POLINICO DE NICOTIANA RASTROENSIS

TESIS

QUE PARA OPTAR POR EL GRADO DE:
Maestra en Ciencias

PRESENTA:
Liliana Elizabeth Garcia Valencia

TUTOR PRINCIPAL:
Dr. Felipe Cruz Garcia
Facultad de Quimica, UNAM

MIEMBROS DEL COMITE TUTOR

Alejandra A. Covarrubias Robles, Instituto de Biotecnologia, UNAM
Rogelio Rodriguez Sotres, Facultad de Quimica, UNAM

MEXICO, D.F. Mayo, 2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



Reconocimientos
Esta tesis de Maestria se realizd bajo la direccion del Dr. Felipe Cruz Garcia en el
Laboratorio 104, en el Departamento de Bioquimica de la Facultad de Quimica de la

Universidad Nacional Autonoma de México.

El Comité Tutoral que asesoro el desarrollo de esta tesis estuvo formado por:

Dra. Alejandra Alicia Covarrubias Robles Instituto de Biotecnologia, UNAM
Dr. Rogelio Rodriguez Sotres Facultad de Quimica, UNAM
Dr. Felipe Cruz Garcia Facultad de Quimica, UNAM

El proyecto fue apoyado parcialmente por CONACYT 81968 y DGAPA-IN 210312. Durante
los estudios de maestria goce de una beca otorgada por CONACYT para la realizacion de la

presente tesis.

El Jurado del Examen de Maestria estuvo constituido por:

Presidente Dr. Mario Rocha Sosa Instituto de Biotecnologia, UNAM
Secretario  Dra. Ma. de la Paz Sanchez Jimenéz Instituto de Ecologia, UNAM
Vocal Dr. Alejandro Sosa Peinado Facultad de Medicina, UNAM
Vocal Dra. Martha Patricia Coello Coutifio Facultad de Quimica, UNAM

Vocal Dra. Patricia Ledn Mejia Instituto de Biotecnologia, UNAM



indice

Pagina

L3 Ye LTor=Y =T A= c- 1 OO I
F3Ye LTor=Xe LR {0 L= OO I
3Ye LT LR 1< TIPS OOOOOOT \Y
ADreviatluras ettt e e sae s s Vv
RESUMEBN et ettt ettt e et et st a s sbe e b be e eaeeeeean 1
L. INtrodUCCION e e e eaes 3
1.1. Generalidades de 1a flor i 3
1.2. Polinizacidén, germinacidn y crecimiento del tubo polinico ... 3
1.3. Sistema de incompatibilidad homomoérfico 6
1.3.1. Sistema de autoincompatibilidad esporofitico ... 9
1.3.2. Sistema de autoincompatibilidad gametofitico @~ ........ 11
1.3.3. Sistema de autoincompatibilidad en Papaveraceae ~ ......... 12
1.3.4. Sistema de autoincompatibilidad en la familia Solanaceae ........... 14
1.3.5.5-RNASA e e 15
1.3.6. 5-LOCUS F DOX ettt s 17
1.3.7. Genes modificadores 18
HT=B ettt st e sttt s e n s 19
J20K e ettt ettt s n s 20
NGSEEP ettt st s et e s et et s n s 20

1.3.8. Modelos de rechazo del polen en sistemas basados
€N S-RNGSAS e e 21
Modelo de la degradacion de laS-RNasa e 22
Modelo del secuestro de laS-RNasa i, 22
¢Qué se conoce hasta ahora? 23
2. Planteamiento del problema 26
B HIPOLESIS e e e s b bt er e 27
4. ODJELIVOS e e st st st st et s s s aeraerees 28
4.1 0bjetivo general e 28
4.2. Objetivos particulares s 28
5. Metodologia et 29
5.1. Construccion de la proteina carnada (NaStEP) .. 30
5.1.1. Clonacion de NaStEP en el vector pGBKT7 e 30

5.1.2. Determinacidn de toxicidad y autoactivacién

de NaStEP/PGBKT7 ettt 32
5.2. Construccion de la biblioteca de cDNA en pGADT7-Rec ... 32
5.2.1. Purificacion de RNA mensajero e 32
5.2.2. Sintesis de cDNA de doble cadena i 32
5.3. Busqueda de interacciones proteina- proteina .. 33

5.3.1. Purificacion de DNA plasmidico de S. cerevisiae



y transformacion de E. coli =~ e

5.4. Ensayos confirmatorios de las interacciones proteina- proteina ...
5.5. Analisis de la acumulacién del transcrito C1-21

mediante northern blot

5.6. Interaccién de NaStEP y HT-B

6. ReSUItados s

6.1. Construccion de la proteina carnada (NaStEP) .
6.1.1. Clonacion de NaStEP en el vector pGBKT7 e
6.1.2. Determinacidon de autoactivacién y toxicidad
de NaStEP/PGBKT7 et
6.2. Biblioteca de cDNA de polen/ TP s
6.3. Busqueda de interacciones proteina- proteina i,
6.4. Confirmacion de interacciones positivas
6.5. Analisis de la acumulacién del transcrito C1-21
mediante northern-blot
6.6. Interaccidn fisica entre NaStEP con HT-B i,
7.DISCUSION e et s e e s bene
8. CONCIUSIONES e e e e e e bene
9. PerspecliVas e ettt st e e sr e e e
10. Bibliografia = e e s
11, APENAICE s e e b st st e e e s
11.1. Extraccion de RNA total = e
11.2.Sintesis de CDNA e
11.3. Purificacién de DNA de gel de agarosa cvvevevceviecie e
11.4. Células competentes de E. cOli e
11.5. Transformacién de E. coli por choque térmico .
11.6. Purificacidn de plasmido de E. coli e,
11.7. Células competentes de S. cerevisiae e,
11.8. Transformacidn de S. cerevisiae e
11.9. Purificacion de RNA MeNSAJero e
11.10. Construccion de la biblioteca de cDNA con los
adaptadores SMARTIII, CDSII, CDSII/6 e
11.11. Purificacién de plasmido de S. cerevisiae e
11.12. Germinacidn de TP invitro e
11.13. Analisis por PCR de las colonias de la biblioteca .o
11.14. Marcaje radiactivo Random Primers DNA Labeling System ...
11.15. Soluciones y medios e



indice de Figuras

Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.
Figura 8.
Figura 9.
Figura 10
Figura 11

Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.

Figura 21.

Figura 22

Figura 23
Figura 24

Pagina
Esquema de los diferentes 6rganos de laflor i 3
Gradiente de Ca™intracelularenel TP e, 5
Esquema de la doble fecundacion L, 6
Sistema de Al heteromorfico e 9
Rechazo del polen en sistemas de Al esporofitica .o, 10
Rechazo del polen en sistemas de Al gametofitica ... 12
Modelo de rechazo del polen en Papaver i, 14
Estructura tridimensional de la S¢;;-RNAsa de N. alata ... 16
NaStEP de algunas especies Al de Nicotiana ~  ceeeeeeeeeeenens 21
. Modelo de compartamentalizacion de S-RNasa .o 23
. Esquema de los hechos conocidos en la Al
dependiente de S-RNAsa 25
Esquema del doble hibrido L 30
Amplificacion de cDNA de NaStEP de N. rastroensis por PCR  ............ 38
Pruebas de toxicidad y autoactivacién de NaSteEP ... 39
Construccidn de una biblioteca de cDNA de polen/TP ... 39
Interaccién proteina-proteina (NaStEP y Biblioteca polen/TP) ............ 41
Histograma de clonas analizadas de la biblioteca polen/TP ........... 41
Alineamiento de laclona C1-12 s 42
Alineamiento de la clona C1-21 s 42
Corroboracion de la interaccion entre las clonas
candidatas de la bibliotecay NaStEP s 43
Expresion tejido especifico del RNAm de C1-21 v 44
. Niveles del RNAm de C1-21 en diferentes etapas de
desarrollo de la anterade N. alata e, 45
.Interaccion de NaStEP y HT-B v, 46

. Alineamiento de diferentes porinas con C1-21 ... 51



indice de tablas

Pagina

Tabla 1. Componentes para realizar PCR de NaStEP e, 30
Tabla 2. Digestion del vector pGBKT7 y NaStEP s 31
Tabla 3. Ligacién de NaStEP y el vector pGBKT7 e, 31
Tabla 4. Digestidn de productos de PCR de la biblioteca @ . 34
Tabla 5. Componentes para realizar PCRde HT-B e, 36
Tabla 6. Digestion del vector pACT2-1yHT-B e, 36
Tabla 7. Ligacién de HT-B y el vector pACT2-1 e, 36
Tabla 8. Determinacion de la toxicidad de NaStEP/pGBKT7 ... 39
Tabla 9. Cuantificaciéon de RNAm de poleny TP de N. rastroensis ~ ........... 40
Tabla 10. Componentes de la solucién amortiguadora 5X Fermentas ... 76
Tabla 11. Componentes de la soluciéon amortiguadora

CDNA Advantage Pol 10X e s st s s 76
Tabla 12. Componentes de la solucion amortiguadora NE de EcoRl 10X  ........... 76
Tabla 13. Componentes de la solucion amortiguadora NE 4 10X ...ccooeveevevennnee 77
Tabla 14. Componentes de la solucion amortiguadora de Promega 2X  ........... 77

Tabla 15. Medio para germinar tubos polinicos de N. rastroensis  ...................... 79



Abreviaturas

AbA
AC
Al
ATPe
DA
DDO
DU
GM
min
Nt
PCD
PCR
PTPM
Qbo

RNAI
RNAm
rpm
SA-PMP
seg
TFM

TP
VDAC

Aureobasidina A

Autocompatibilidad

Autoincompatibilidad

ATP extracelular

Dominio de activacion

Medio sintético sin triptéfano y leucina (SD/-Trp/-Leu)
Dominio de unién a DNA

Genes modificadores

minutos

Nicotiana tabacum

Muerte celular programada

Reaccidn en Cadena de la Polimerasa

Poro de transicién de permeabilidad mitocondrial
Medio sintético sin triptéfano, leucina, adenina e
histidina (SD/-Trp/-Leu/-Ade/-His)

RNA interferente

RNA mensajero

Revoluciones por minuto

Particulas paramagnéticas de estreptavidina
segundos

Transportador de fosfatos mitocondrial

Tubo polinico

Canal anidnico dependiente de voltaje



Resumen

Los sistemas de incompatibilidad evitan la auto-fecundacion y estan presentes en un
gran nimero de familias de angiospermas, lo que permite que se genere mayor
diversidad genética. En varias especies de Nicotiana el sistema de reconocimiento y
rechazo del polen es gametofitico y esta controlado genéticamente por el locus
multialélico S. En el caso de la familia Solanaceae a la cual pertenece Nicotiana, en el
locus S se encuentran los genes S-RNasa (determinante femenina) que se expresa en
la parte femenina de la flor (pistilo) y SLF (S-locus F-box protein; determinante
masculina), que se expresa en el grano de polen.

Aunque la especificidad del rechazo del polen depende de la interaccion haplotipo S-
especifica, entre la S-RNasa y SLF, también se requiere de los productos de otros
genes, que son conocidos como genes modificadores (GM). En N. alata, se han
identificado hasta la fecha tres GM (HT-B, 120K y NaStEP) que son esenciales en el
rechazo del polen alelo S especifico.

El gen NaStEP fue identificado en nuestro grupo y codifica una proteina acida con
actividad de inhibidor de subtilisina. Esta proteina es expresada especificamente en
estigmas de especies autoincompatibles de Nicotiana. NaStEP esta presente en el
exudado estigmatico y se incorpora a los tubos polinicos (TP) en horas tempranas de
la polinizacién. Mediante experimentos de pérdida de funcidn, en plantas
transgénicas de Nicotiana se demostrd que cuando NaStEP esta suprimido se pierde
la capacidad de rechazar el polen de manera haplotipo S especifica, lo cual indica sin
duda que NaStEP es un gen esencial en la via genética de rechazo del polen en
Nicotiana.

A pesar de la evidencia anterior, se desconoce cual es el papel de NaStEP en este
mecanismo, por lo que se propone que la funcion de NaStEP depende de su
interaccion fisica con otras proteinas del TP. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
consistid en identificar interacciones fisicas entre NaStEP y proteinas del polen o del
TP de Nicotiana.

Para identificar las proteinas con potencial de interaccidn con NaStEP, se realizé un
ensayo de doble hibrido en Saccharomyces cerevisiae, utilizando una biblioteca de
cDNA de polen/TP, que se tamiz6 con la proteina NaStEP como carnada. El ensayo

reveld que la proteina NaStEP interacciond con diferentes proteinas del polen, pero



de manera especifica con una proteina denominada C1-21 (caja 1- clona 21), la cual
incluye una region que tiene homologia con el extremo carboxilo de un
transportador de fosfatos de plantas. Asimismo, se encontrd que el transcrito de C1-
21 se acumula abundantemente en el polen y en etapas maduras de desarrollo de la
antera. Este resultado de la interaccidon fisica entre NaStEP y C1-21 nos permite
hipotetizar que NaStEP funciona en el rechazo del polen a través de su interaccidon

fisica con la proteina C1-21.



1. Introduccion

1.1. Generalidades de la flor

La flor estd compuesta principalmente por cuatro érganos (Figura 1): sépalos,
pétalos, androceo (estambres) y gineceo (pistilo), todos determinados por
caracteristicas genéticas de cada especie (Scott et al., 2004).

Los érganos estériles son los sépalos y los pétalos. Los sépalos cubren el botdn antes
de que abra, los pétalos son de color brillante y sirven para atraer a los
polinizadores. El drgano sexual masculino o androceo son los estambres (producen
el polen), estan constituidos por la antera y el filamento, mientras que el érgano
femenino es el pistilo constituido por el estigma, estilo y ovario (Scott et al., 2004). El
estigma se encuentra en la parte superior del estilo y esta conformado por células
papilares que estimulan la germinacién de los granos de polen. El estilo promueve el
crecimiento direccional de los tubos polinicos (TP) a través del tejido de transmision
hasta alcanzar el ovario, donde se encuentran los &évulos, los cuales por
megagametogénesis forman el saco embrionario (gametofito femenino) (Cheung,

1995).

<«——— Estigma
Gineceo
Estilo

Tubos Polinicos .
Ovario

Antera —>
Androceo

Filamento —>

Z a4

Figura 1. Esquema de los diferentes 6rganos de la flor. Las flechas indican los pétalos, sépalos, pistilo o gineceo

Sépalo

(compuesto por estigma, estilo y ovario) y los estambres o androceo (compuestos por anteras y filamentos). En
esta imagen también se observa el crecimiento de tubos polinicos a través del estilo para fecundar los évulos que
se encuentran en el ovario.

1.2. Polinizacién, germinacién y crecimiento del tubo polinico (TP)
La fecundacidn en plantas requiere interacciones complejas entre el gametofito
femenino y el masculino (el saco embrionario y el grano de polen, respectivamente),

pero en general se requieren 6 etapas principales (Hiscock y Allen, 2008):



a. Captura del poleny adhesion del mismo.

b. Hidratacidén del polen.

c. Germinacién del poleny formacidn del TP.

d. Penetracion del TP en el estigma.

e. Crecimiento del TP a través del estilo.

f. Entrada del TP en el évulo y la descarga de las células espermaticas que
provoca la doble fecundacién y con ello la generacion del cigoto y del
endospermo.

Durante la polinizacién los granos de polen son liberados de las anteras,
posteriormente, son transportados por factores bidticos o abidticos y depositados
en el estigma, donde son hidratados (Lord y Russell, 2002; Edlund et al., 2004), la
hidratacion es acompafada por la activacién del proceso metabdlico y la sintesis de
proteinas. En especies con estigmas humedos, como Nicotiana, la hidratacién de los
granos de polen es pasiva y desregulada, debido a que el agua esta disponible en las
secreciones superficiales del estigma (Hiscock y Allen, 2008). No obstante, en
algunas especies con estigmas secos como Brassica, el proceso de hidratacion es
altamente regulado por el sistema de autoincompatibilidad, debido a que solo
algunos granos de polen son hidratados y germinan formando un TP (Chapman vy
Goring, 2010).

En los TP en crecimiento se observa un gradiente de calcio (Ca+2), el cual disminuye
del apice a la regidn subapical (Figura 2). Durante el crecimiento del TP se han
detectado concentraciones de Ca** que van desde 1800 nM hasta 150 nM (Cardenas
et al., 2008; Hepler et al., 2012). Brewbaker y Kwack (1963) demostraron que el ca®”
es esencial para el crecimiento del TP, el cual tienen un crecimiento polarizado que
involucra la biosintesis y organizacion de componentes celulares de la pared del
mismo, entre ellos pectina, celulosa, hemicelulosa y calosa (Hepler et al., 2001).

En los TP en crecimiento se forman tapones de calosa, con los cuales aislan las partes
viejas del TP, manteniendo solamente el citoplasma cerca del dpice en crecimiento
(Franklin-Tong, 1999). La deposicidn de tapones de calosa ha sido correlacionada con
la tasa de crecimiento, es decir, el nimero de tapones de calosa es empleado como

un indicador del crecimiento del TP (Snow y Spira, 1991°).



Region
Subapical

Tallo Apice

Figura 2. Gradiente de Ca'intracelular en el TP (Modificado Cardenas et al., 2008). Para visualizar el gradiente de
Ca' el TP fue inyectado con 500 uM de fura-2-dextran y excitado a una longitud de onda de 340- 380 nm. Las
lineas indican las diferentes regiones del TP (apice, regidn subapical y tallo). En la escala de colores se muestran
las diferentes concentraciones de Ca'? intracelular que van desde 1800 nM (rojo) hasta 150 nM (morado).

Después de la germinacién del polen, el siguiente paso es la penetracién del TP en la
superficie estigmdtica, donde continua su crecimiento a través de la matriz
extracelular del tejido de transmisién del estilo (Gaude y McCormick, 1999;
Chapman y Goring, 2010). En Nicotiana, la matriz extracelular del tejido de
transmision es rica en glicoproteinas ricas en hidroxiprolina (Sommer-Knudsen et al.,
1996; Lind et al., 1994), que proveen sefiales direccionales para el crecimiento del TP
hacia el ovario. Dentro de estas glicoproteinas, se encuentran proteinas tejido-
especifico como TTS (Transmitting Tissue Specific; Cheung et al., 1995; Wu et al.,
1995; 2000), glicoproteinas de 120 kDa como 120K (Lind et al., 1996) y proteinas
clase lll especificas del tejido de transmision del pistilo semejantes a extensinas
(PELP 11I; Bosch et al., 2003; de Graaf et al., 2003). Asimismo, la matriz extracelular
contiene proteinas involucradas en el reconocimiento y rechazo del polen, ademas
de inhibidores de proteasas, que pueden proteger el pistilo de patdégenos invasores
(McClure y Franklin-Tong, 2006).

El TP crece a través de la matriz extracelular del tejido de transmisién del estilo y es
guiado por el gametofito femenino, el cual esta constituido por dos células
sinérgidas, una célula huevo y una célula central (Hamamura et al., 2012). Como se
observa en la figura 3, el TP contiene dos células espermaticas, que son liberadas
dentro del gametofito femenino para llevar a cabo la doble fecundacién, es decir, un
proceso en el que una célula espermatica fecunda a la célula huevo para generar el

cigoto y la otra célula espermatica se fusiona con la célula central para formar el



endospermo, el cual es un tejido que provee los nutrimentos necesarios para el

desarrollo del embrién (Hunter, 2009; Chae y Lord , 2010; Sprunck, 2010).

Células
espermaticas

Tubo
polinico

Células
sinérgidas .
Nucleo 4 Célula
Vegetativo huevo

o @4’3"
e

Célula central

Ovulo

Figura 3. Esquema de la doble fecundacién (Modificado Hamamura et al., 2012). El paso 1 es conocido como fase
de descarga del TP, en el cual, la célula sinérgida receptiva se rompe después de la descarga de las células
espermaticas en el gametofito femenino. En el paso 2 o fase de inmovilidad las células espermaticas, conocida asi
porque las células espermaticas permanecen en la regidn fronteriza entre la célula huevo y la célula central. El
paso 3 es la fase de la doble fecundacion, una de las células espermdticas fecunda al huevo para formar al cigoto,
mientras que la otra se fusiona con la célula central para formar el endospermo.

1.3. Sistema de autoincompatibilidad homomérfico

La mayoria de las angiospermas producen flores hermafroditas, las cuales pueden
ser polinizadas con su propio polen (autopolinizacién), o por polen de diferentes
individuos o especies (polinizacién cruzada). Algunas angiospermas tienen ambos
6rganos sexuales muy cercanos, lo cual incrementa la probabilidad de Ia
autopolinizacién (de Nettancourt, 2001). Los efectos de la endogamia fueron por
primera vez documentados por Charles Darwin (1876), quien fue motivado por el
deseo de explicar porque la reproduccion cruzada prevalece en la naturaleza; los
experimentos que Darwin realizd en 57 especies de plantas que se autopolinizan y
en aquellas con polinizacion cruzada entre individuos no relacionados, confirman la
hipdtesis de que la autopolinizacién es perjudicial para la progenie producida,
debido a que se presenta una disminucién del vigor y de la fertilidad en la mayoria
de las especies estudiadas (Charlesworth y Willis, 2009; Barret, 2010; Fobis-Loisy y
Gaude, 2010). Debido a esto, algunas especies desarrollaron adaptaciones
morfoldgicas, fisioldgicas y genéticas para evitar la progenie con individuos
cercanamente relacionados o incompatibles y mantener la diversidad genética en las

generaciones subsecuentes (de Nettancourt, 2001; Goring y Silva, 2001). Algunas de



las barreras para prevenir la autopolinizacion que han desarrollado las angiospermas
son la dicogamia y la hercogamia:

* La dicogamia es la separacién temporal de los érganos reproductivos para
evitar la autofecundacion y favorecer la fecundacidon cruzada. Por ejemplo,
una especie con flores hermafroditas, en la cual maduran primero los
organos masculinos (androceo) y luego los 6rganos femeninos (gineceo), es
decir, funcionara primero como flor masculina y mas tarde como flor
femenina (de Nettancourt, 2001).

* La hercogamia es la separacién espacial de los pistilos y estambres. Un
ejemplo de esto ocurre en poblaciones de plantas distilicas, donde algunos
individuos presentan flores con estilos mds cortos que las anteras y otros
flores con estilos largos y anteras cortas. El flujo génico a través del polen en
estas especies, ocurre solamente entre las flores con pistilos largos con polen
producido en flores con anteras largas y lo mismo para el caso de anteras y
estilos cortos (de Nettancourt, 2001).

Sin embargo, estos sistemas no son del todo eficientes, porque la restriccion del flujo
de polen entre individuos de la misma progenie o con los padres (endogamia), es
limitada. Para sobreponerse a este problema, algunas especies desarrollaron un
mecanismo genético de reconocimiento del polen, conocido como
autoincompatibilidad (Al), que involucra una interaccidn célula-célula, en donde el
pistilo reconoce y rechaza su propio polen, previniendo la autofecundacién vy
promoviendo la polinizaciéon cruzada (Takayama e Isogai, 2005; Wright y Barret,
2010). La Al se define como la incapacidad de una planta hermafrodita fértil para
producir cigotos después de la autopolinizacidén y puede presentarse a nivel del
estigma, en el tercer segmento superior del estilo o en el ovario (de Nettancourt,
2001).

La Al es el principal mecanismo que promueve la cruza entre individuos no
emparentados y previene la endogamia, por lo que se ha sugerido que la Al es uno
de los mayores progresos evolutivos para gran radiacién de las angiospermas
(Franklin-Tong, 2008; Hunter, 2009). Mas de la mitad de las aproximadamente

250,000 especies de angiospermas presentan alguna forma de Al, lo cual muestra



una presion considerable para prevenir la autopolinizacion e incrementar la
diversidad genética (Franklin-Tong, 2008; Roldan et al., 2010).

La Al tiene un costo aparentemente mds elevado que la autocompatibilidad (AC), por
lo que algunas plantas han perdido la capacidad de rechazar su propio polen a lo
largo de la historia evolutiva, un ejemplo es Arabidopsis thaliana (Bechsgaard et al.,
2006; Willi y Maattanen, 2010). Sin embargo, se ha observado una ventaja
macroevolutiva de la Al en el mantenimiento de la seleccidon de especies (Wright y
Barret, 2010). Goldberg et al. (2010) demostraron que los linajes Al tienen una
mayor tasa de diversificacion que los linajes AC, lo que explica porque la Al se ha
mantenido durante 90 millones de afos.

La combinacion de las barreras fisicas, fisiologicas y genéticas, evitan en gran medida
la autopolinizacion. Dichas barreras junto con las mutaciones y la recombinacién
meidtica, promueven la diversidad genética en las poblaciones, asegurando el
mantenimiento de la especie y la capacidad de adaptarse a nuevos ambientes.

El sistema de Al esta controlado genéticamente por un locus multialélico conocido
como locus S, el cual determina la especificidad del reconocimiento o rechazo del
polen. En el locus S se encuentran al menos dos genes estrechamente ligados, uno
de ellos es expresado en el polen (determinante masculina) y otro es expresado en el
pistilo (determinante femenina), los productos de estos genes interaccionan para
determinar si el polen es compatible o incompatible (de Nettancourt, 2001). La
ubicacidon del locus S es cercana al centrémero y la proximidad de las dos
determinantes provoca que no haya recombinacidn entre ambos genes, lo que
promueve su herencia como una unidad mendeliana, también conocido como
haplotipo S (Cruz-Garcia y McClure, 2001). El numero de alelos S presentes en una
poblacién puede ser muy grande y variar de especie a especie (Dickinson et al.,
1992).

A pesar de que la especificidad de la respuesta de Al esta dictada por el locus S, el
rechazo del polen se realiza por diversos mecanismos que han evolucionado de
manera independiente (de Nettancourt, 2001). En algunas familias como Brassicacea
y Papaveracea, el reconocimiento de las determinantes esta dado por un mecanismo

de ligando-receptor (Takayama e lsogai, 2005). En Solanaceas, la determinante



femenina tiene un papel citotéxico que degrada el RNA del TP, abatiendo su
crecimiento (Newbigin et al., 1993).

La Al puede clasificarse de acuerdo a los polimorfismos florales en dos tipos:
homomorfica y heteromorfica (de Nettancourt, 2001). La existencia de diferentes
morfos florales dentro de individuos que pertenecen a una poblacién fue analizada
por primera vez por Darwin (1877), quien uso el término heteromoérfico para
nombrar a las especies conformadas por plantas que tienen diferente longitud en el
pistilo y los estambres (Figura 4). En el tipo homomorfico las flores de la misma
especie tienen el mismo morfo floral mientras que en el tipo heteromérfico, las
flores presentan dos o tres morfos diferentes (de Nettancourt, 2001; Hiscock y Allen,
2008). El control genético en los sistemas de Al homomorficos se dividen en dos

clases principales: la Al gametofitica y la esporofitica (de Nettancourt, 2001).

Morfo floral A Morfo floral B

Figura 4. Sistema de Al heteromdrfico (Modificado Ferrer y Good, 2012). Este tipo de Al esta asociada con la
heterostilia (variacién morfoldgica en la longitud del pistilo y los estambres). En esta imagen se muestran dos
morfos florales presentes en la misma especie.

1.3.1. Sistema de autoincompatibilidad esporofitico

En la Al esporofitica el fenotipo S del polen estd determinado por el genotipo
diploide de la antera donde se desarrollé (tapete), el cual, es un tejido que provee
nutrimentos y materiales para la formacién de la pared celular de los granos de
polen (Scott et al., 2004).

En este tipo de Al las proteinas S son expresadas en las células tapetales de la antera
y antes de que finalice la meiosis de las células madres del polen, son secretadas a la
cubierta del grano de polen (Takayama et al., 2000).

En la figura 5, se muestra que en la Al esporofitica, los alelos S del polen son
expresados en la cubierta del polen, la cual tendra dos proteinas S. El polen sera
rechazado si alguna de las dos proteinas S en la cubierta coinciden con una de las

proteinas S expresadas en el pistilo (Nasrallah y Nasrallah, 1993). Una caracteristica



comun de las plantas con Al esporofitica es que la inhibicidon del polen propio es muy
rapida y ocurre en la interfase del polen-estigma, el rechazo del polen resulta en la

anulacién de la hidratacién del mismo (Nasrallah y Nasrallah, 1993).

S1S2 5253 5154)

Pistilo S152
Figura 5. Rechazo del polen en sistemas de Al esporofitica. La Al esporofitica es determinada por el haplotipo S
del genotipo diploide, en este caso $;5,, S,Ss3, S154 ¥ S3S4. El polen serd rechazado en la superficie del estigma, si
algunas de las dos proteinas S en la cubierta (S;5,, S,53) coinciden con una de las proteinas S expresadas en el
pistilo (S;S;) (izquierda). Si no existe coincidencia alélica de ninguna proteina S de la cubierta (S35,), el polen
podra germinar y ser aceptado para fecundar un évulo (derecha).

La mayoria de los estudios a nivel molecular de este tipo de Al han sido realizados en
especies de Brassicaceae, particularmente en especies con importancia agricola,
como la col y la canola. En Brassica, el locus S es extremadamente complejo, abarca
aproximadamente 80-100 kb y contiene aproximadamente 17 genes, de los cuales
dos unidades transcripcionales se encuentran fuertemente ligadas y son altamente
polimérficos (determinante femenina y determinante masculina), dichos genes son
requeridos para el reconocimiento del polen haplotipo S especifico (Hiscock vy
Mclnnis, 2003).

La determinante femenina es un receptor de cinasa, conocida como SRK (S-locus
Receptor Kinase) y se localiza en la membrana plasmatica de las células papilares del
estigma. Experimentos de ganancia de funcién muestran que SRK determina la S
especificidad en el estigma; sin embargo, la capacidad del estigma para rechazar el
polen incompatible es potenciada por la presencia de un segundo gen S estigmatico
(S-locus Glycoprotein o SLG; Takasaki et al., 2000). Existe evidencia que sugiere que
SLG contribuye con la estabilizacién de SRK y con su acumulacién en el estigma (Dixit
et al., 2000).

La determinante masculina es una proteina del polen rica en cisteinas, denominada

SCR (S-locus Cysteine Rich protein), la cual es sintetizada y secretada por las células
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tapetales del la antera para ser incorporada a la cubierta del polen maduro (lwano et
al., 2003). Experimentos de pérdida y ganancia de funcion demostraron que SCR
determina la S especificidad en el polen (Schopfer et al., 1999).

La expresidon de SRK, SCR y SLG es casi indetectable en botones florales y alcanzan su
maxima expresion antes de la antesis (apertura de la flor), cuando las flores son Al
(Hiscock y Mclnnis, 2003).

SRK y SCR forman un complejo ligando-receptor, lo que provoca la autofosforilacion
de SRK de manera alelo S especifica y desencadena una cascada de sefializacién que
involucra a otras proteinas como:

¢ THL1 o tiorredoxina 1, se encuentra asociada a SRK para prevenir su
autofosforilacion, pero después de la interaccion SRK-SCR, THL1 se disocia y
SRK se autofosforila (Cabrillac et al., 2001).

* ARC1 (Armadillo-Repeat-Containing 1), interacciona de manera fosforilacién-
dependiente con SRK y se sugiere que funciona como E3-ubiquitin ligasa; sin
embargo, se desconoce si SRK es sustrato de ARC1 (Gu et al., 1998; Stone et
al., 1999; lvanov et al., 2010).

*  MLPK (M-locus Protein Kinase), interacciona con SRK y debido a la existencia
de plantas que no expresan a esta cinasa, se pudo concluir que es esencial en
el rechazo del polen en Brassica (Murase et al., 2004; Watanabe et al., 2012).

Esta cascada de senalizacidn tiene como fin inhibir la germinacién del grano de polen

en una cruza incompatible, sin embargo se desconoce el mecanismo exacto.

1.3.2. Sistema de autoincompatibilidad gametofitico

En la Al gametofitica, el fenotipo S del polen esta determinado por su genotipo
haploide, por lo que el polen es rechazado cuando el haplotipo S del polen coincide
con alguno de los dos haplotipos S del pistilo diploide, en caso contrario el polen es

aceptado (Figura 6) (Franklin-Tong, 2008).
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Polen(S1

X

Pistilo $152
Figura 6. Rechazo del polen en sistemas de Al gametofitica. La Al gametofitica es determinada por el haplotipo S
del genoma haploide del polen, el polen que tenga los haplotipos S; 0 S, seran rechazados (izquierda), mientras
que el polen S3y S4 podran germinar y ser aceptados para fertilizar la planta S;S, (derecha).

Existen dos principales sistemas de Al gametofitica, uno de ellos es dependiente de
S-RNasas (presente en las familias Solanaceae, Plantaginaceae y Rosaceae) y el otro
no, este ultimo esta presente en la familia Papaveraceae (Takayama e Isogai, 2005).

En las familias con sistemas de Al gametofitica dependiente de S-RNasas, los granos
de polen germinan independientemente de su haplotipo Sy producen un TP. En una
cruza compatible (no existe coincidencia entre el haplotipo S del polen con el del
pistilo) el TP crecerd a lo largo del estilo hasta llegar al ovario. Sin embargo, en cruzas
incompatibles, el TP es inhibido en el tercer segmento superior del estilo y no logra
alcanzar el ovario. Mientras que en la familia Papaveraceae la inhibicién se produce

en el estigma (de Nettancourt, 2001).

1.3.3. Sistema de autoincompatibilidad en Papaveraceae

La especie mas estudiada de este género es Papaver rhoeas, y mantiene un control
genético del rechazo del polen gametofitico. La reaccion de rechazo del polen ocurre
en la superficie estigmatica del pistilo. A diferencia de los sistemas de Al gametofitica
dependientes de S-RNasas, en esta familia no se requiere ningun componente
adicional no ligado al locus S (McClure y Franklin-Tong, 2006).

La determinante femenina es una proteina de 15 kDa y debido a que no tiene
ninguna homologia con proteinas de funcién conocida, es denominada PrsS (Papaver
rhoeas stigma S determinant). Las proteinas PrsS son altamente polimérficas y
comparten un 51.3 % -63.7 % de identidad a nivel de secuencia de aminodacidos
(Franklin-Tong, 2008; Poulter et al., 2011). Bajo condiciones in vitro, las proteinas

PrsS recombinantes producidas en Escherichia coli inhiben la germinacién del polen
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de una manera alelo S especifica, de esta forma se concluyéd que PrsS es la
determinante femenina (Foote et al., 1994; Franklin-Tong, 2008).

En cuanto a la determinante masculina PrpS (Papaver rhoeas pollen S determinant)
se predice que es un receptor que interacciona con PrsS de manera S especifica; sin
embargo, no se ha identificado su funcién. El andlisis de la secuencia predice que
PrpS es una proteina muy hidrofébica con cruces transmembranales y existe
evidencia experimental que respalda esta prediccion (Wheeler et al., 2010). PrpS
tiene un pequefio dominio extracelular que interacciona con PrsS y que esta
involucrado en el mecanismo de Al (Poulter et al., 2011).

Como se muestra en la figura 7, el reconocimiento alelo S especifico entre las
determinantes (PrpS y PrsS) causa un rapido incremento en el Ca*? intracelular en el
TP, el cual funciona como segundo mensajero para iniciar una serie de eventos en el
TP incompatible. Dentro de los primeros 90 segundos, dos pirofosfatasas inorganicas
solubles o sPPasas (Pr-p26.1a y Pr-p26.1b) son fosforiladas de manera dependiente
de Ca™ intracelular (Rudd et al., 1996), la fosforilacién de estas proteinas reducen la
actividad de pirofosfatasas, es decir, la catdlisis de pirofosfato a fosfato (esencial en
el anabolismo celular) (de Graaf et al., 2006).

Otro blanco en la reaccion de Al involucra el citoesqueleto de actina, el cual tiene un
papel critico en la regulacién del crecimiento del TP (Gibbon et al., 1999). La Al
induce alteraciones rdpidas (aproximadamente 1 min) en la organizacion de los
filamentos de actina (despolimerizacion) (Snhowman et al.,2002), la proteina PrABP80
(P. Rhoeas Actin-Binding Protein 80) con propiedades de gelsolina dependiente de
Ca*?, se ha propuesto como candidata para mediar la despolimerizacion de actina
inducida por la Al (Huang et al., 2004). La Al ademas produce la despolimerizacion de
microtubulos (Poulter et al., 2008).

Una MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase), llamada p56, es activada por la
respuesta de Al. La cascada de MAPK actia como una red universal de transduccidn
de sefiales que conecta diversas cascadas de sefializacidon. La activacion de p56-
MAPK se da después de 10 minutos de la respuesta de Al (Poulter et al., 2011). Estos
eventos contribuyen a la muerte celular programada (PCD) (Franklin-Tong, 2008). En
la Al, la PCD es una estrategia para destruir especificamente el polen no deseado

(Takayama e Isogai, 2005). La respuesta de Al se encuentra acompafiada por la
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despolarizacién de la membrana mitocondrial, conduciendo a la liberacién del
citocromo ¢ de la mitocondria al citosol, lo cual activa a proteinas tipo caspasas
(DEVDasa/ tipo caspasa-3), que son proteasas que median la ruptura de numerosos
sustratos, dentro de los que se encuentran inhibidores de nucleasas (Thomas y
Franklin-Tong, 2004; Bosch y Franklin-Tong, 2008), lo que provoca la fragmentacién
del DNA nuclear (Jordan et al., 2000). Finalmente, todos estos eventos conducen a la

muerte del TP incompatible en Papaver rhoeas.

T

S 2+
PrsS 2 Ca
(Pistilo) Y I I Tubo polinico S,
€28 — Erozed "
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ABPs
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Figura 7. Modelo de rechazo del polen en Papaver (modificada Poulter et al., 2011). Cuando las proteinas PrsS
secretadas por el estigma interaccionan de forma S especifica con la determinante masculina PrpS, se
desencadena la cascada de Al, la cual es mediada por el Ca" intracelular, primero las pirofosfatasas Pr-p26.1a/b
son fosforiladas, inhibiendo su actividad y disminuyendo la capacidad biosintética del polen, posteriormente se
despolimerizan los filamentos de actina y microtubulos, este proceso es mediado por proteinas de unién a actina
(profilina y PrABP80). Una MAPK, p56, es activada, asi como la actividad de proteinas tipo caspasa, provocado
PCD en el TP, asegurando que la fecundacién no ocurra en cruzas Al.

1.3.4. Sistema de autoincompatibilidad en la familia Solanaceae

La respuesta de Al en la familia Solanaceae es uno de los principales sistemas de
control genético del rechazo del polen propio en las angiospermas. En esta familia la
respuesta de Al se caracteriza porque tanto los granos de polen compatibles como
los incompatibles son hidratados y tienen una germinacion normal. Sin embargo, el
crecimiento de los TP incompatibles es inhibido en el tercer segmento superior del
estilo. La inhibicidn es caracterizada por la deposicién anormal de calosa en la pared
del TP, engrosamiento de la pared celular, hinchazén del TP y la consecuente ruptura
de su punta (Goring y Silva, 2001; Hancock et al., 2005; Franklin-Tong, 2008).

El sistema Al gametofitico en la familia Solanaceae, esta controlado por el locus
multialélico S, el cual codifica y expresa tanto la determinante femenina (S-RNasa)

como a la masculina (SLF). La interaccién entre las determinantes establece si una
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cruza es compatible o incompatible (de Nettancourt, 2001; McClure y Franklin-Tong,

2006).

1.3.5. S-RNasa

En 1981 Bredimeijer y Blaas identificaron en N. alata glicoproteinas especificas del
pistilo, las cuales cosegregaban con un haplotipo S. Estas proteinas mostraron
actividad de ribonucleasa, por lo que fueron nombradas S-RNasas (McClure et al.,
1989). Las S-RNasas son glicoproteinas bdsicas con un peso molecular de
aproximadamente 30 kDa y un punto isoeléctrico en el rango de pH 7.6 a 9.5. Estas
ribonucleasas se expresan exclusivamente en el pistilo y se localizan
abundantemente en la matriz extracelular del tejido de transmisién del estilo, sitio
donde se lleva a cabo la inhibicidn del crecimiento del TP (Newbigin et al., 1993). Las
S-RNasas tienen su maxima expresion en la antesis, que es el momento en el que la
flor abre y expone su estigma para recibir el polen (Bernatzky, 1993; Murfett et al.,
1994).

Experimentos de pérdida y ganancia de funcion en plantas transgénicas de Nicotiana
y Petunia demuestran que las S-RNasas determinan la respuesta de Al en el pistilo
(Huang et al., 1994; Lee et al., 1994; Murfett et al., 1994). Por ejemplo, la
transformacién de los hibridos de N. langsdorffii x N. alata S105S105 que expresan los
transgenes que codifican a la S;-RNasa o a la Scip-RNasa, rechazan el polen Sa; 0 Scio,
un fenotipo que las plantas sin transformar no presentan (Murfett et al., 1994;
1996).

Mediante experimentos de inmunolocalizaciéon se demostré que las S-RNasas entran
a los TP tanto en cruzas compatibles como incompatibles y son almacenadas en
vacuolas. En cruzas incompatibles, se observa la ruptura de la vacuola liberando su
contenido en el citoplasma del TP, donde las S-RNasas degradan el RNA e inhiben su
crecimiento, mientras que en una cruza compatible este compartimento se
mantiene estable permitiéndole al TP alcanzar el ovario (Goldraij et al., 2006).

Las S-RNasas son proteinas altamente divergentes, tienen un rango de similitud de
secuencia de 38-98 %. A pesar de esta amplia diversidad en su secuencia, estas
proteinas contienen cinco regiones conservadas (C1-C5) y dos dominios

hipervariables (HVa y HVb) (loerger et al., 1991). Las regiones C1, C4 y C5 estabilizan
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el centro catalitico de la proteina, debido a que comparten de 7 a 10 residuos de
cisteinas que estdn relacionados con la formacidn de cuatro puentes disulfuro (Ida et
al., 2001). Las regiones C2 y C3 comparten un alto grado de similitud con las
correspondientes regiones de la RNasa T2 y de otras RNasas. En estas regiones se
encuentran dos histidinas conservadas (His 32 e His 90). Para demostrar que estas
His participan en la catalisis, Huang et al. (1994) las reemplazaron por mutagénesis
dirigida, lo que provocd que las plantas transgénicas con esta S-RNasa mutada
fueran incapaces de rechazar su propio polen, debido a la incapacidad de la S-RNasa
para degradar el RNA del TP. Esta fue una evidencia sdlida de que la actividad de
ribonucleasa era necesaria en la respuesta de Al (Huang et al., 1994).

En la figura 8, se muestra una representacion de la estructura tridimensional de la
Sr11-RNasa de N. alata, la cual esta conformada por 8 a hélices y 7 B plegadas. La S-
RNasa tiene dominios hipervariables (HVa y HVb), los cuales estdn formados por
“loops” cargados positivamente seguidos de una a hélice y una pequefia regién
cargada negativamente. Se sugiere que las regiones HV juegan un papel importante
en la interaccién haplotipo S especifico con SLF (Ida et al., 2001). En la figura 8
también se muestran los N-glicanos, los cuales no son requeridos para la funcién de
la S-RNasa, por lo que la especificidad para el alelo S estd en la secuencia

aminoacidica (Karunanandaa et al., 1994).

Regiones HV\

N-glicanos
<

Puente disulfuro

Figura 8. Estructura tridimensional de la Sg;1-RNasa de N. alata (Modificado Ida et al., 2001). En este imagen se
muestran las 8 x-hélices y 7 B-plegadas, los 4 puentes disulfuro (verde) formados por las Cys16-Cys21, Cys46-
Cys94, Cys153-Cys186 y Cys169-Cys180 y en el modelo “stick and balls” los N-glicanos que conforman a la S-
RNasas.
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1.3.6 S-Locus F box (SLF)

Estudios moleculares recientes revelaron que la determinante masculina del locus S
en sistemas de Al basados en S-RNasa es SLF, el cual es un gen de aproximadamente
1,4 kb que es expresado en la antera y abundantemente en los granos de polen. SLF
codifica una proteina que tienen un dominio con una caja F en su extremo amino
terminal (Sijacic et al., 2004).

La mayoria de las proteinas con caja F, estan involucradas en la degradacion de
proteinas mediada por ubiquitina y el proteosoma 26S (Ciechanover, 2005). Las
proteinas con caja F usualmente sirven como un adaptador que une a proteinas
sustrato especifico al complejo SCF E3 ligasa de ubiquitina, es por ello que se asume
que SLF podria participar en un complejo SCF (SKP1/Culina/Caja F) (Zhang et al.,
2009; Chen et al., 2012). En experimentos de doble hibrido en levaduras se encontré
que SLF de Antirrhinum hispanicum (AhSLF-S;) interacciona con proteinas
involucradas en la formacion del complejo SCF, como un homologo de SKP1,
denominado SSK1 (SLF-interacting SKP1-like 1), lo cual sugiere que SSK1 podria
funcionar como un adaptador que conecte a SLF y una proteina tipo Culina (Zhang et
al., 2009).

En base a ensayos in vitro y de doble hibrido en levaduras Hua y Kao (2006)
encontraron que las interacciones fisicas entre la S-RNasa y SLF con un haplotipo S
diferente eran mas fuertes que las interacciones entre la S-RNasa y SLF con un
haplotipo S idéntico. Posteriormente, identificaron tres regiones especificas (FD 1-3)
de SLF y analizaron la contribucion de cada dominio a la unién de la S-RNasa. Los
resultados sugieren que el dominio FD2 es suficiente para que exista una interaccion
general con alta afinidad por la S-RNasa, mientras que los dominios FD1 y FD3
presentan una interacciéon mas débil con la S-RNasa. Debido a que los dominios FD1
y FD3 contienen las regiones variables de SLF, es probable que estas regiones sean
suficientes para conferir la especificidad (Hua et al., 2006; Zhang et al., 2009).

Lo anterior permite suponer que en una cruza compatible SLF podria interaccionar
con alta afinidad con las S-RNasas no especificas y mediar su degradacion mediante
ubiquitilacién y el proteosoma 26S, mientras que en una cruza incompatible la
interaccidon S especifica entre SLF y S-RNasa seria mas débil y por lo tanto no

ocurriria la ubiquitilacién (Hua et al., 2006; Zhang et al., 2009). Aunque también
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existe la posibilidad de que tanto las S-RNasas S especificas como las no S especificas
sean ubiquitiladas, pero con diferentes grados (mono y poliubiquitilacion), lo cual
podria contribuir para transportarlas a diferentes destinos celulares (Zhang et al.,
2009).

Mediante estudios de inmunocitoquimica se detectdé que SLF se localiza en el
citoplasma del TP y en la periferia del reticulo endopldasmico. Diferentes
experimentos han demostrado que la cara citosolica de las membranas del reticulo
endopldsmico es el mayor sitio de degradacidn proteosomal, lo cual es consistente
con la propuesta de ubiquitilaciéon de las S-RNasas (Wang y Xue, 2005).

Sin embargo, SLF muestra una menor diversidad alélica que las S-RNasas (97 % de
identidad), de ahi la cuestién de como SLF puede reconocer un gran repertorio de S-
RNasas altamente divergentes. En especies Al de Solanaceae, Plantaginaceae vy
Rosaceae se ha observado que en el locus S existe una sola copia del gen de la S-
RNasa y multiples genes tipo SLF. Wheeler y Newbigin (2007) y Kubo et al., (2010)
reportaron que en N. alata y Petunia inflata, respectivamente, hay varios genes tipo
SLF ligados al locus S y cada una de estas variantes interactian con un subconjunto
de S-RNasas con diferente haplotipo S. Estos datos llevaron a proponer el modelo de
colaboracién de SLF, el cual plantea que las isoformas de SLF podrian funcionar en
un momento dado como la determinante masculina, dependiendo de con cual S-
RNasa interactuen. Por ejemplo, en una cruza con un TP S;, el TP tendria las
isoformas SLF;,, SLFy,, SLFi., todas estas isoformas podrian interactuar fuerte o
débilmente con la Sx-RNasa y ubiquitilarla para que sea degradada en el proteosoma
26S, permitiendo el crecimiento del TP. Este modelo, permitiria compensar la poca
diversidad alélica de SLF comparado con la de las S-RNasas, mediante variacion

alélica del producto de la suma de las isoformas del SLF.

1.3.7. Genes modificadores

A pesar de que la especificidad del rechazo del polen depende de la interaccion
haplotipo S especifica entre SLF y S-RNasa, otros genes fuera del locus S también son
esenciales para el rechazo del polen en la mayoria de las especies con sistemas de

incompatibilidad basados en S-RNasa (Murfett et al., 1996, Murfett y McClure, 1998;
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Goldraij et al., 2006). Estos factores son conocidos como genes modificadores (GM) y
se clasifican en tres grupos (McClure et al., 2000):

* El grupo | que estd integrado por factores que afectan directamente la
expresion de las determinantes de especificidad (S-RNasa y SLF).

* El grupo Il estd compuesto por factores que interaccionan genética o
bioquimicamente con las determinantes de especificidad sin afectar su
expresion, por lo tanto, son factores que se requieren especificamente para
el rechazo del polen. Un ejemplo de GM pertenecientes a este grupo son HT-
B (High Top-Band), 120K y NaStEP (N. alata Stigma Expressed Protein)
(McClure et al., 1999; Hancock et al., 2005; Jiménez-Duran et al., 2013).

* El grupo lll incluye genes que participan tanto en la respuesta de Al como en
procesos generales de la polinizacion y la interaccidn polen-pistilo. En este
grupo podrian clasificarse a las proteinas TTS, PELPIII, NaTrxh, SBP1 y NaPEPII
(Cheung et al., 1995, de Graaf et al., 2003, O’Brien et al., 2004; Juarez-Diaz et
al., 2006; Hua y Kao, 2006; Bravo-Alberto y Cruz-Garcia, no publicado).

De los tres grupos de GM descritos a la fecha solo se ha evaluado la participacion en
el mecanismo de Al mediante experimentos de pérdida de funcién en plantas

transgénicas de: HT-B, 120K y NaStEP. De los cuales se hace la siguiente descripcion:

HT-B

HT-B fue identificada por su expresion diferencial en estilos maduros de N. alata
(especie Al) pero no en aquellos de N. plumbaginifolia (especie AC) (McClure et al.,
1999) y se ha descrito en tres géneros de la familia Solanaceae: Solanum, Nicotiana y
Petunia (McClure et al., 1999; Kondo et al., 2002, O’Brien et al., 2002; Sassa e
Hirano, 2006). Kondo et al., (2002) determinaron que aunque HT-B también esta
presente en especies AC, su secuencia contiene codones de paro prematuros, por lo
gue no es posible sintetizar una proteina funcional.

HT-B es una proteina de 8,6 kDa, con un dominio constituido de 20 residuos de
asparagina y acido aspartico hacia el extremo carboxilo (Kondo y McClure, 2008).
Experimentos de inmunolocalizacién en Nicotiana demuestran que HT-B ingresa
tanto a los TP compatibles como incompatibles, pero en las cruzas compatibles esta

proteina es degradada en el interior del TP (Goldraij et al., 2006).
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Experimentos para suprimir la expresion de HT-B mostraron que las plantas
transgénicas de Solanum, Nicotiana y Petunia, fueron incapaces de rechazar su
propio polen (McClure et al., 1999; Kondo et al., 2002, O’Brien et 2002; Sassa e
Hirano, 2006; Puerta et al., 2009).

120K

120K es una arabinogalactoproteina de 120 kDa, es por ello que se conoce asi, se
localiza en el pistilo de especies autocompatibles e incompatibles de Nicotiana
(Hancock et al., 2005). Mediante estudios de inmunolocalizacion se determind que
120K al igual que la S-RNasa, se incorpora desde la matriz extracelular del estilo a las
vacuolas de los TP en crecimiento (Goldraij et al., 2006).

La funcidn de 120K fue probada mediante su supresién por RNAi (RNA interferente).
El fenotipo observado en las plantas transgénicas fue la incapacidad de rechazar el
polen con el mismo haplotipo S que el pistilo receptor, poniendo de manifiesto la

participacién de 120K en la Al (Hancock et al., 2005).

NaStEP

El transcrito y la proteina correspondiente se expresan Unicamente en pistilos
maduros (abundantemente en los estigmas) de especies Al de Nicotiana, como N.
rastroensis y N. alata (Busot et al., 2008). En estas especies NaStEP se encuentra
altamente conservado (94% identidad). NaStEP tiene un posible péptido sefal
(aminodcidos 24 y 25, Figura 9) en el extremo amino terminal, el cual conduce a la
proteina al reticulo endoplasmico para generar una proteina madura,
posteriormente es enviada a las vacuolas de las células estigmaticas, donde es
almacenada. Inmediatamente después de la polinizacién NaStEP es liberada de las
vacuolas y se relocaliza en el exudado estigmdtico (Busot et al., 2008). Una vez que
NaStEP se encuentra en el exudado estigmatico, esta proteina entra a los TP sin
importar su haplotipo S, aunque hasta el momento se desconoce con precisién la
localizacién de NaStEP dentro del TP (Jiménez-Duran et al., 2013).

NaStEP es una proteina que pertenece a los inhibidores de proteasa tipo Kunitz
(Busot et al., 2008), los cuales forman parte de la familia de inhibidores de serina-
proteasa (Oliva et al., 2010). En la figura 9 se muestra el probable sitio reactivo de

NaStEP. En congruencia con esto, recientemente se demostrd la funcién de NaStEP
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como un inhibidor de la proteasa subtilisina (Jiménez-Durdn et al., 2013); sin
embargo, se desconoce si la actividad de inhibidor de proteasa es requerida en el

mecanismo de rechazo del polen.
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Figura 9. NaStEP de algunas especies Al de Nicotiana. Alineamiento a nivel de aminodcidos de la proteina NaStEP
de N. alata y de N. rastroensis. La punta de flecha amarilla indica el sitio potencial de corte del péptido sefial
(probabilidad: 0.99). En el recuadro rojo se muestra la posible sefial de destino vacuolar, en el recuadro azul con
lineas punteadas se muestra el probable sitio reactivo y subrayada en rosa la regién antigénica contra la cual se
disefié un anticuerpo policlonal. Resaltados en color negro se muestran los aminoacidos que son idénticos en
ambas secuencias, en gris los aminodcidos similares y en blanco a los aminoacidos no conservados.

Experimentos de pérdida de funcidon en plantas transgénicas de Nicotiana
demostraron que cuando NaStEP se encuentra silenciado por un RNAI, se pierde la
capacidad de reconocer y rechazar el polen con el mismo haplotipo S que el pistilo,
lo que indica claramente que NaStEP es un gen estigmatico esencial en el rechazo
del polen en Nicotiana (Jiménez-Duran et al., 2013).

Ademads, en un entorno genético con NaStEP silenciado, la proteina HT-B se degrada
en los TP incompatibles y compatibles (Jiménez-Duran et al., 2013), un hecho
contrario a lo que ocurre en plantas silvestres Al de N. alata, donde HT-B solo se
degrada en TP compatibles (Goldraij et al., 2006). Este dato es relevante, ya que
permite proponer a NaStEP como un regulador positivo de la estabilidad de HT-B en

el TP durante la respuesta de Al en Nicotiana.

1.3.8 Modelos de rechazo del polen en sistemas basados en S-RNasas
La interaccidn S especifica entre la S-RNasa y SLF desencadena la cascada bioquimica
gue conduce al rechazo o aceptacion del polen. Las S-RNasas actlan como

citotoxinas para degradar el RNA del TP con el mismo haplotipo S, de esta forma se
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impide el crecimiento del TP. Sin embargo, el mecanismo exacto de como se lleva a
cabo el rechazo del polen propio o con el mismo haplotipo S aln es desconocido.

Para explicar lo anterior se han propuesto diferentes modelos, los principales son:

Modelo de la degradacion de la S-RNasa

Este modelo se basa fundamentalmente en la potencialidad que tiene SLF por su caja
F, de participar en la via de degradacion de proteinas por el proteosoma 26S.
Muchas proteinas con caja F se caracterizan por ser componentes del complejo SCF,
compuesto por SKP1, Culina-1, una proteina con caja F y Rbx1. El complejo SCF esta
involucrado en la ubiquitilacion especifica y degradacion de proteinas blanco
mediante el proteosoma 26S. De tal forma que SLF podria ser parte de un complejo
SCF (Moon et al., 2004).

Basado en lo anterior Hua y Kao (2006) propusieron el modelo de la degradacién de
las S-RNasas. Para describir este modelo supondremos que un estilo $;S; es
polinizado con polen S;. En este ejemplo, tanto la S; como la S;-RNasa producidas
por el estilo son transportadas al interior del TP. En este caso la determinante
masculina en el TP es SLF;, la cual mediara especificamente la ubiquitilacion y la
degradacion de la S;-RNasa por el proteosoma 26S, pero no de la S;-RNasa,
permitiendo que esta ribonucleasa ejerza su efecto citotdxico e inhiba el crecimiento

del TP S;.

Modelo del secuestro de la S-RNasa

Como se muestra en la figura 10, este modelo descrito por Goldraij et al. (2006) se
basa en el hecho de que las S-RNasas se introducen desde la matriz extracelular del
tejido de transmisién del estilo al TP por endocitosis no importando su haplotipo S.
En el citosol del TP estas ribonucleasas junto con la proteina 120K son transportadas
a un compartimento vacuolar del TP. HT-B también es incorporada al TP, aunque se
desconoce si esta proteina también se dirige a una vacuola del TP, se hipotetiza que
si.

Bajo este modelo, HT-B juega un papel importante en el rechazo del polen, ya que se
propone que como consecuencia de la interaccion S inespecifica entre la S-RNasa-

SLF, HT-B es degradada por una proteasa hipotética del polen durante una cruza
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compatible; sin embargo, si la cruza es incompatible el complejo S-RNasa-SLF es
especifico, promoviendo directa o indirectamente la estabilizacion de HT-B,
posiblemente por la degradacion de la proteasa hipotética del polen, lo que suscitara
qgue la membrana vacuolar (donde se encuentran las S-RNasas) sea degradada,
liberando a las S-RNasas al citoplasma del TP, en donde ejecutaran su accidn

citotdxica inhibiendo el crecimiento del TP.

Compatible Pistilo S.Sp Polen S
A |: ][‘Zﬁ] m_: 88—
A J 8
A
- —8—
ME
Incompatible Pistilo S.Sp Polen S.
AATD
A
S _a-
vy O
Q HTB A S,-RNasa A SLF, @ Proteasa
o | 20K O S,-RNasa EZ~1 SLF, del Polen

Figura 10. Modelo de compartamentalizacion de S-RNasa (Modificado de Goldraij et al., 2006). Arriba se observa
una cruza compatible , las S-RNasas entran al TP por endocitosis y se almacenan en un compartimento vacuolar,
junto con HT-B y 120K. También se muestra la degradacidn de HT-B por una proteasa hipotética del polen (PP) y
el mantenimiento de la vacuola, donde se encuentran confinadas las S-RNasas. Abajo se representa una cruza
incompatible, donde se observa el ingreso de las S-RNasas por endocitosis y su almacenamiento en la vacuola;
sin embargo, a diferencia de una cruza compatible, HT-B no se degrada, posiblemente por la degradaciéon de la
proteasa hipotética del polen y existe la liberacidn de las S-RNasas al citoplasma del TP y por ende la degradacion
de RNA.

éQué se conoce hasta ahora?

Sin duda estos modelos dejan a la vista diversas preguntas por contestar, por
ejemplo, en el modelo de Goldraij et al. (2006) no es claro como se podria dar la
interaccidon entre S-RNasa y SLF, ni como este complejo controla la ruptura de la
vacuola y como afecta la estabilidad de HT-B, ademas se propone que una proteasa
hipotética del polen es la encargada de regular la estabilidad de HT-B, dicha proteasa
no ha sido identificada. Por otro lado, el modelo de la degradacidon de las S-RNasas
parece no darle importancia a la participacion de los genes modificadores HT-B,
NaStEP y 120K, ni a la compartamentalizacion de las S-RNasas, hechos que han sido

demostrados.



Debido a las interrogantes que existen en estos modelos, la figura 11 incorpora los
sucesos que hasta el momentos se conocen en el mecanismo de rechazo del polen.
En este esquema se propone que los granos de polen llegan al estigma, germinan sin
importar su haplotipo S y sus TP se dirigen al ovario a través del tejido de
transmisién del estilo. Durante esta jornada los TP van incorporando a su citoplasma,
probablemente por endocitosis, proteinas como la S-RNasa, 120K, HT-B, y NaStEP
(Goldraij et al., 2006; Jiménez-Duran et al., 2013). Algunas proteinas como las S-
RNasas y 120K son compartamentalizadas en una de las vacuolas de los TP (Goldraij
et al., 2006).

Ademads, se propone que la interaccién S especifica entre la S-RNasa y SLF en una
cruza incompatible estabiliza a la proteina HT-B, la que directa o indirectamente
ocasionaria la liberacién masiva de las S-RNasas al citoplasma del TP, por la ruptura
de la vacuola que las contiene, lo cual es precedido por desorganizacion de los
filamentos de actina (Roldan et al., 2012). Una vez en el citoplasma del TP las S-
RNasas actuan como citotoxinas degradando su RNA y ocasionando eventualmente
su muerte. Por lo contrario, en una cruza compatible, HT-B es degradada en el TPy la
vacuola que contiene a las S-RNasas permanece intacta permitiendo que el TP
alcance el ovario (Goldraij et al., 2006). Bajo este escenario, la proteina NaStEP juega
un papel muy importante protegiendo de la degradacién a HT-B, debido a que en
plantas transgénicas de Nicotiana con NaStEP suprimido, la proteina HT-B es
degradada tanto en cruzas compatibles como incompatibles, ocasionando que los TP

alcancen los ovarios en ambos tipos de cruzas (Jiménez-Duran et al., 2013).
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Figura 11. Esquema de los hechos conocidos en la Al dependiente de S-RNasa. Se indica una linea de tiempo de 0
a 36 horas posteriores a la polinizacidon y los diferentes eventos que han sido demostrados tanto en
polinizaciones compatibles como en incompatibles.



2. Planteamiento del problema

A pesar de las evidencias genéticas y de biologia celular sobre el papel de NaStEP en
el rechazo del polen, su funciéon bioquimica aun es desconocida. Sin embargo, dado
que NaStEP es un miembro de la familia de inhibidores de proteasas tipo Kunitz, se
propone que su papel podria ser inhibiendo las proteasas putativas que degradan a
HT-B en el TP. Alternativamente, NaStEP podria tener otra funcién diferente a la de
inhibidor de proteasas, ya que algunas proteinas que presentan homologia con
inhibidores de proteasas tipo Kunitz, como las dendrotoxinas, son capaces de
bloquear canales de K* de la célula. Se ha demostrado la amplia diversidad en la
secuencia entre estas proteinas, concluyendo que su accién como bloqueadores es
debida principalmente a la estructura tridimensional de la proteina (Gonzélez et al.,
2009).

Dada la informacién anterior, el enfoque del presente trabajo estd dirigido a
determinar si NaStEP interacciona fisicamente con alguna proteina del polen o TP y
posteriormente determinar si esta interaccidn es requerida en la respuesta de Al. Sin
embargo, se utilizard la proteina NaStEP de N. rastroensis ya que N. alata presenta
algunos problemas en experimentos de transgénesis, principalmente en
regeneraciéon de tejidos transformados por Agrobacterium tumefaciens, pensando
en experimentos futuros. En N. rastroensis, tanto el transcrito como la proteina de
NaStEP siguen un patron de expresion similar al de N. alata. Es decir, esta proteina
se acumula mayoritariamente en las vacuolas de las células papilares del estigma
maduro, siendo liberada después de la polinizacion, sin importar si es compatible o

incompatible (Cisneros, 2010).
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3. Hipotesis
Debido a que NaStEP es una proteina estigmatica esencial en el rechazo del polen en
Nicotiana y a que ingresa al citosol del TP, se propone que su funciéon en este

proceso podria ser mediante la interaccidon con proteinas del TP.
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4. Objetivos
4.1. Objetivo general

® Identificar proteinas del polen/ tubo polinico de Nicotiana que interaccionen

fisicamente con NaStEP mediante el sistema de doble hibrido en levadura.

4.2. Objetivos particulares

* Fusionar NaStEP al dominio de uniéon de Gal4.

* Construir una biblioteca estable de cDNA de polen/ tubos polinicos fusionada
al dominio de activacion de Gal4.

* Determinar si existen interacciones entre NaStEP y las proteinas del polen/
tubo polinico en Saccharomyces cerevisiae.

* Identificar los cDNAs de las proteinas que interaccionan con NaStEP.

* Evaluar la expresion espacio-temporal de los cDNAs del polen de las

proteinas que interactian con NaStEP.



5. Metodologia
Los métodos experimentales para la busqueda de interacciones proteina-proteina
estdn basados en un principio comun, similar al principio de la pesca; debido a que
se requiere una proteina anzuelo o carnada, es decir una proteina conocida, que es
empleada para “atrapar” e identificar a una o mas proteinas con las cuales
interacciona (proteinas presa) (Ilvanov et al., 2011).
El sistema de doble hibrido es el método de eleccidn para la deteccién de nuevas
interacciones proteina-proteina, debido a su simplicidad y su alto rendimiento
(lvanov et al., 2011). Este sistema, es un método genético in vivo que permite
identificar interacciones entre dos proteinas y esta basado en la capacidad de los
factores transcripcionales para estar separados en dos partes, un dominio de union
(DU) y un dominio de activacién (DA). Los residuos del amino terminal (Gals1.147) de
Gal4 codifican el dominio de unidn a DNA de la proteina, mientras que los ultimos
114 residuos (Galdseg gg1) abarcan el DA (Figura 12). Chien y colaboradores (1991)
demostraron que los dominios separados de la proteina Gal4 pueden estimular la
transcripcién en un promotor que contiene elementos en cis (secuencias activadoras
rio arriba) si estos dominios estdn unidos a dos proteinas que interaccionan
fisicamente. El factor transcripcional mas comunmente usado es Gald vy
generalmente se emplean genes reporteros que permiten el crecimiento en medio
selectivos (Lemmens et al., 2010).
Para realizar el ensayo de doble hibrido se requiere un vector que codifique el DU a
DNA, como pGBKT7, donde se clond NaStEP sin péptido sefal (Figura 9). De igual
manera fue necesario contar con una biblioteca de cDNA de polen/TP, la cual se
construyo en el vector pGADT7-Rec. La biblioteca expresa las proteinas codificantes
de cDNAs del polen/TP fusionados al DA de Gal4. La seleccién de interacciones
positivas fue auxotrofica, colorimétrica y con resistencia al fungicida Aureobasidina A
(AbA), es decir, se evalud la capacidad de crecer en medios minimos, generando
colonias azules y en presencia de AbA, debido a que las interacciones positivas
activan los genes reporteros HIS3, ADE1, MEL1 y AUR1-C.
A pesar de que no es posible eliminar por completo los falsos positivos, han sido
minimizados, mediante el empleo de diferentes genes reporteros. En este caso se

empled la cepa Y2HGold de S. cerevisiae, la cual tiene cuatro construcciones de
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genes reporteros, ADE2, HIS3, MEL1, y AUR1-C, dichos genes solo son expresados en
presencia de las interacciones proteicas basadas en Gal4. Dos de estos son
reporteros nutricionales (ADE2, HIS3), permiten el crecimiento en un medio minimo
qgue no contiene los aminoacidos adenina e histidina, el gen MEL1 codifica para la a-
galactosidasa que hidroliza a la molécula X-a-gal presente en el medio y el gen
AUR1-C confiere resistencia a AbA. Es decir la cepa Y2HGold es auxdtrofa a adenina e

histidina y sensible a AbA.

. Pol

Gen reportero

Figura 12. Esquema del doble hibrido (Modificado Lievens et al., 2009). Se muestra la modularidad de los factores
transcripcionales eucarioticos, el dominio de unién (DU) y el dominio de activacion (DA) se encuentran
fusionados a dos proteinas de interés (X y Y), cuando existe interaccion fisica entre estas proteinas se
reconstituye al factor de transcripcion, lo cual permite la unién simultanea del DU a la regidn promotora y el DA
con la RNA polimerasa Il (Pol) activando la transcripcion del gen reportero.

5.1. Construccion de la proteina carnada (NaStEP)

5.1.1. Clonacidn de NaStEP en el vector pGBKT7

Se realizé la amplificacidon por PCR de la regidn codificante de NaStEP, a partir de
cDNA de pistilos de N. rastroensis (Apéndice 11.1 y 11.2), con los oligonucledtidos
pPGBKT7 StEP F y pGBKT7 StEP R. Las condiciones y componentes de la reaccion de
PCR fueron las siguientes:

Tabla 1. Componentes para realizar PCR de NaStEP

Componente Volumen (ul)

cDNA N. rastroensis 0.5
Buffer cDNA Advantage Pol 10X 1.0
dNTPs 10 mM 1.0
Oligo pGBKT7 StEP F 10 uM 0.5
Oligo pGBKT7 StEP R 10 uM 0.5
Taqg Pol cDNA Advantage Clontech 50X 0.3
H,0 6.2
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Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 94°C durante 1 min, 30 ciclos que
incluyen: 94°C por 30 seg, 56°C por 1 min, 72°C por 1 min y un ciclo de extension
final de 72°C por 5 min. Los componentes de las soluciones utilizadas son nombrados
en el Apéndice 11.15.

Posteriormente se realizé el andlisis electroforético en un gel de agarosa al 1 % (m/v)
para corroborar el producto de PCR de NaStEP (~700 pb) y la posterior purificacion
del gel con el sistema Zymoclean Gel DNA Recovery (Apéndice 11.3).

Para clonar el cDNA de NaStEP en el vector pGBKT7, primero fue necesario digerir el
vector pGBKT7 y NaStEP con las enzimas de restriccion EcoRl y Pstl bajo las
siguientes condiciones (dos horas a 37 °C):

Tabla 2. Digestion del vector pGBKT7 y NaStEP

Componente  Volumen (ul)

pGBKT7 6.0
NE Buffer EcoRI 10X 1.0

EcoRI 20000 u/ul 0.5
Pstl 20000 u/ul 0.5
BSA 10 X 1.0
H,0 1.0

Se realizé el analisis electroforético en un gel de agarosa al 1 % (m/v) para purificar a
NaStEP y pGBKT7 digeridos con el sistema Zymoclean Gel DNA Recovery (Apéndice
11.3). Posteriormente se realizé la reaccidn de ligado de NaStEP y el vector pGBKT7
bajo las siguientes condiciones (16 horas a 4 °C):

Tabla 3. Ligacion de NaStEP y el vector pGBKT7

Componente Volumen (ul)
NaStEP EcoRl/ Pstl 3.0
pGBKT7 EcoRI/ Pstl 1.0
T4 DNA ligasa 3 u/ul 1.0

Solucién amortiguadora Promega 2 X 5.0

Con 3 pl de la reaccion de ligado se realizé la transformacion de células competentes
de E. coli DH5a mediante choque térmico (Apéndice 11.4 y 11.5). Se purificd el DNA
plasmidico de las clonas recombinantes (Apéndice 11.6) y se mandé secuenciar para

corroborar la secuencia nucleotidica.



Finalmente se transformé S. cerevisiae (cepa Y2HGold) con la construccion
NaStEP/pGBKT7 mediante el protocolo Yeastmaker Yeast Transformation System 2
(Apéndice 11.7 y 11.8) y se sembraron diluciones 1:10 y 1:100 de las células
transformantes en medio sintético sin triptéfano (SD/-Trp). Como control de
transformacién se empled el vector pGBT9 suplementado por el kit y como control

negativo se sembraron células sin plasmido en cajas SD/-Trp.

5.1.2. Determinacion de toxicidad y autoactivacion de NaStEP/pGBKT7

Para descartar la autoactivacion de NaStEP/pGBKT7, se evalud el crecimiento de las
células de S. cerevisiage (cepa Y2HGold) transformadas con la construccién
NaStEP/pGBKT7 en medio minimo carente de triptéfano, leucina, histidina y adenina
(SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade) o QDO. También se realizé el procedimiento anterior con
células de S. cerevisiae (cepa Y2HGold) transformadas con el pldsmido pGBKT7 vacio.
Para determinar si la construccion NaStEP/pGBKT7 era tdxica para S. cerevisiae, se
inocularon 2 pl de las diluciones 1:10 de las levaduras transformadas con pGBKT7 y
NaStEP/pGBKT7 en medio minimo SD/-Trp y se determind la absorbancia de cada
uno a 600 nm. Se considera que la construccion es tdxica si se observa una
disminucion en el tamafio de las colonias del vector vacio (pGBKT7) y del vector con

inserto (NaStEP/pGBKT7) y en la absorbancia en medio liquido.

5.2. Construccion de la biblioteca de cDNA en pGADT7-Rec (DA-proteinas del
polen/TP)

5.2.1. Purificacién de RNA mensajero

La obtencidon de RNA poli A* o RNA mensajero (RNAm) de polen y TP de N.
rastroensis (Apéndice 11.9) se realizd mediante el sistema poly Attract mRNA

Isolation System IV (Apéndice 11.10).

5.2.2. Sintesis de cDNA de doble cadena

La sintesis de cDNA a partir del RNAm obtenido en el paso anterior, se realizé con el
kit Make Your Own Mate & Plate Library System. Posteriormente, se procedid a
realizar la sintesis de cDNA de doble cadena, el cual incluyé en su extremo 3" un sitio
CDS Il y en el extremo 5 un sitio SMART Ill que son secuencias idénticas a los

extremos del plasmido linealizado pGADT7-Rec (Apéndice 11.10). Se transformo S.
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cerevisiae (cepa Y187) con el cDNA doble cadena y el plasmido pGADT7-Rec (para
producir moléculas de DNA covalentemente cerradas que conformaron la biblioteca
de cDNA), mediante el protocolo Yeastmaker Yeast Transformation System 2
(Apéndice 11.7 y 11.8). Se sembraron 150 pl de las células transformantes en cajas
de 150 mm con medio minimo carente de leucina (SD/-Leu). Se calculé la eficiencia

de transformacidn con la siguiente férmula:

o » ufc x Vol. de suspensién (ml)
Eficiencia de transformacion =

Vol. de plaqueado (ml) x cantidad de DNA (pg)

Se recuperaron las células transformadas con medio para congelar (Apéndice 11.15)

y se realizaron alicuotas de 1 ml y de 50 ml, las cuales se guardaron a — 80 °C.

5.3. Busqueda de interacciones proteina- proteina

Las pruebas de interaccion proteina-proteina se llevaron a cabo mediante el
apareamiento de la cepa Y2HGold de S. cerevisiae transformada con la construccion
NaStEP/pGBKT7 (anzuelo o carnada) y la cepa Y187 con la biblioteca cDNA/pGADT7-
Rec (presa). Lo cual se realizé mediante la inoculacién en un matraz de dos litros que
contenia 45 ml de medio 2X YPDA, 1 ml de la biblioteca y 4 ml de DU-NaStEP, el cual
se incubd a 30°C por 20 horas a 40 rpm y se verificé la formacidon de cigotos.
Posteriormente, se centrifugaron y se resuspendieron las células en 10 ml de NaCl
0.9 %. Para evaluar la eficiencia del apareamiento se realizaron diluciones 1:10,
1:100, 1:1000 y 1:10000 en medio SD/-Trp, SD/-Leu y SD/-Trp/-Leu (DDO).

El remanente se sembrd en cajas de 150 mm que contenian medio QDO/X-a-Gal
(SD/-Trp/-Leu/-Ade/-His/X-a-Gal), para recuperar Unicamente las colonias que
contenian ambos plasmidos y cuyas proteinas de fusidn interaccionan. Se
seleccionaron solo las colonias azules.

Las colonias azules fueron resembradas en el medio QDO/X-a-Gal/AbA para
confirmar la activacién de los genes reporteros, este procedimiento se realizé un
total de tres veces. Solo las colonias que crecieron en la resiembra final fueron
analizadas por PCR de colonia con el kit Matchmaker Insert Check PCR Mix 2
(Apéndice 11.13), para determinar clonas duplicadas. Posteriormente los productos

de PCR fueron comparados mediante una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%
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(m/v). Cuando se observaron productos de PCR de tamafios similares, se procedio a
digerir el producto con una enzima de corte frecuente como Haelll (para identificar
duplicados potenciales), bajo las siguiente condiciones:

Tabla 4. Digestién de productos de PCR de la biblioteca

Componente Volumen (ul)

Producto de PCR 8.8
NE Buffer 4 10 X 1.0
Haelll 10000 u/ul 0.2

5.3.1. Purificacion de DNA plasmidico de S. cerevisiae y transformacién de E. coli
Una vez analizados los patrones de digestion, se purificd el DNA plasmidico de las
colonias de levaduras proveniente de las clonas de interaccién, mediante el kit Easy
Yeast Plasmid Isolation (Apéndice 11.11) y después se transformaron células de E.
coli con el DNA plasmidico (Apéndice 11.5).

Las células transformadas de E. coli con cDNA/pGADT7-Rec, se crecieron en medio
LB con ampicilina (100 pg/ml) y se purifico el DNA plasmidico, el cDNA insertado en
el plasmido se mando secuenciar.

Finalmente se analizaron los cDNAs de clonas positivas para determinar si existian

secuencias homodlogas en las diferentes bases de datos.

5.4. Ensayos confirmatorios de las interacciones proteina- proteina

Para probar la interaccién de NaStEP con la proteina candidata del polen/TP, se
realizd un ensayo de doble hibrido “sencillo”, mediante la cotransformacion de S.
cerevisiae (Y2HGold y Y187 respectivamente) con estas construcciones, se sembré
en medio QDO/X-a-Gal/AbA.

Para descartar que la proteina candidata de la biblioteca era un falso positivo, se
realizé la cotransformacidn de la proteina candidata con el vector pGBKT7 vacio y se
sembroé en medio DDO y QDO/ X-a-Gal/AbA.

Si la proteina candidata interacciona especificamente con NaStEP, no se observa
crecimiento de las levaduras cotransformadas con la proteina candidata y pGBKT7

vacio en el medio QDO/ X-a-Gal/AbA.



5.5. Analisis de la acumulacion del transcrito C1-21 mediante northern blot

Se determind la expresion del transcrito C1-21, empleando como sonda el cDNA de
C1-21 obtenido de la biblioteca de polen/TP. Se extrajo RNA total de diferentes
tejidos de N. rastroensis (Apéndice 11.1), entre ellos pétalos, sépalos, polen vy
pistilos. El RNA se separd en geles de agarosa al 1 % (m/v) y se transfirié a una
membrana Hybond N* y se fij6 el RNA covalentemente a la membrana con luz UV
(700000 p/cm?) por 70 segundos. Se tifié la membrana con azul de metileno para
corroborar cantidades iguales de cargado. Las membrana fue bloqueada con
solucion de hibridacién (Apéndice 11.15), por al menos una hora a 60 °C y con
agitacion suave.

Para el marcaje radiactivo del cDNA de C1-21 empleado como sonda, se utilizé el kit
de marcaje radioactivo por Random Primer DNA Labeling System (Apéndice 11.14),
siguiendo las instrucciones indicadas en el manual y se purificé la sonda con columna
Quick Spin Oligo Columns. La membrana fue incubada con la sonda toda la noche a
60°C con agitacidn suave. Con el objetivo de eliminar hibridaciones inespecificas, la
membrana se lavé con solucién de hibridacion por 10 minutos tres veces a 60°C.
Posteriormente se coloco en un cassette y fue expuesta con una pelicula por 12
horas a -80°C. Finalmente la pelicula fue revelada.

También se extrajo RNA total (Apéndice 11.1) de diferentes etapas de desarrollo de
la antera de N. alata, para lo cual se colectaron botones de diferente longitud y
fueron agrupados en las siguientes etapas:

Etapa 1 (0.5- 2.0 cm), etapa 2 (2.0- 3.5 cm), etapa 3 (3.5- 5.0 cm) y etapa 4 (5.0-6.0
cm). Con el RNA total obtenido de cada etapa se realizé el ensayo de northern blot

como se describid anteriormente, usando como sonda el cDNA de C1-21.

5.6. Interaccion de NaStEP y HT-B
Se realizo la amplificacion por PCR de la regidn codificante de HT-B sin péptido seial,
a partir del cDNA de pistilos (Apéndice 11.2), con los oligonucledtidos pACT HTB F y

pACT HTB R. Los componentes de la reaccion de PCR fueron las siguientes:
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Tabla 5. Componentes para realizar PCR de HT-B

Componente Volumen (ul)

HT-B/pGEM 0.3
Buffer cDNA Advantage Pol 10X 1.0
dNTPs 10 mM 1.0
Oligo pACT HTB F 10 uM 0.5
Oligo pACT HTB R 10 uM 0.5
Taq Pol cDNA Advantage Clontech 50X 0.3
H,0 6.4

Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 94°C durante 1 min, 30 ciclos que
incluyen: 94°C por 30 seg, 56°C por 1 min, 72°C por 1 min y un ciclo de extension
final de 72°C por 5 min. Se realizo el andlisis electroforético en un gel de agarosa al 1
% (m/v) para corroborar el producto de PCR de HT-B (~240 pb) y la posterior
purificacién del gel con el sistema Zymoclean Gel DNA Recovery (Apéndice 11.3).
Para la clonacion de HT-B en el vector pACT2-1, primero fue necesario digerir al
vector y a HT-B con las enzimas de restriccion Ncol y EcoRl bajo las siguientes
condiciones (dos horas a 37 °C):

Tabla 6. Digestion del vector pACT2-1y HT-B

Componente Volumen (ul)

PACT2-1 6.0
NE Buffer EcoRI 10X 1.0

EcoRI 20000 u/ul 0.5
Ncol 10000 u/ul 0.5
BSA 10 X 1.0
H,0 1.0

Se purificéd a HT-B y pACT2-1 digeridos, con el sistema Zymoclean Gel DNA Recovery
(Apéndice 11.3). Posteriormente se realizé la reaccion de ligado de HT-B y el vector
pACT2-1 bajo las siguientes condiciones:

Tabla 7. Ligacion de HT-B y el vector pACT2-1

Componente Volumen (ul)
HT-B EcoRl/ Ncol 3.0
pACT2-1 EcoRI/ Ncol 1.0
T4 DNA ligasa 3 u/ul 1.0

Solucién amortiguadora Promega 2 X 5.0
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Con 3 pl de la reaccion de ligado se realizd la transformacién de células de E. coli
DH5a mediante choque térmico (Apéndice 11.4 y 11.5) y se purific6 el DNA
plasmidico de las clonas recombinantes (Apéndice 11.6). Finalmente se mandd
secuenciar para corroborar la secuencia.

Posteriormente se transformd S. cerevisiae (cepa Y187) con la construccion HT-
B/pACT2-1 mediante el protocolo Yeastmaker Yeast Transformation System 2
(Apéndice 11.7 y 11.8) y se sembraron diluciones 1:10 y 1:100 de las células
transformantes en medio SD/-Leu. Como control de transformacién se empled el
vector pGBT9 suplementado por el kit y como control negativo se sembraron células
sin plasmido en cajas SD/-Leu.

También se evalud la autoactivacidon de la construcciéon HT-B/pACT2-1, mediante el
crecimiento de las células de S. cerevisiae (cepa Y187) transformadas con HT-
B/pACT2-1 en medio QDO.

Para determinar la interaccion entre las proteinas NaStEP y HT-B, se realizé un
ensayo de apareamiento a pequefa escala, es decir, se mezclé una colonia de
levaduras con la construccion NaStEP/pGBKT7 (cepa Y2HGold) y otra colonia con la
construccion HT-B/pACT2-1 (cepa Y187) en un tubo de 1.5 ml, el cual contenia 0.5 ml
de medio YPDA 2X (Apéndice 11.8). El tubo se incubé a 200 rpm, a 30°C durante una
noche.

Posteriormente se realizaron diluciones 1:10 y 1:100, de las cuales se sembraron 100

ul en medio DDO, en medio QDO y en medio QDO/X-a-Gal/AbA.
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6. Resultados

6.1. Construccion de la proteina carnada (NaStEP)

6.1.1. Clonacién de NaStEP en el vector pGBKT?7

La secuencia codificante para el dominio de unidn (DU) de Gal4 se encontraba en el
vector pGBKT7, por lo que se fusiond a la secuencia codificante de NaStEP, para lo
cual se disefiaron oligonucledtidos basados en la secuencia del cDNA de N.
rastroensis, que permitieran amplificar el cDNA de NaStEP con los sitios Pstl y EcoRl.
Los iniciadores flanquearon solamente la region de cDNA codificante para la proteina
NaStEP madura, es decir sin el péptido sefial potencial (Figura 9). El producto de PCR
obtenido fue de aproximadamente 700 pb, lo que correspondié al tamano esperado

(Figura 13).

1000

700
NaStEP

500

Figura 13. Amplificacion de cDNA de NaStEP de N. rastroensis por PCR. Andlisis electroforético del producto de
PCR para verificar la construccion de NaStEP/pGBKT7. M: Marcador 1Kb New England Biolabs, 1 y 2 pldsmido
purificado de diferentes colonias transformadas de E.coli.

6.1.2. Determinacidén de autoactivacion y toxicidad de NaStEP

Para determinar si la proteina NaStEP era tdxica para S. cereviseae, se transformé la
levadura con la construccién NaStEP/pGBKT7. Los resultados en la figura 14 indican
gue NaStEP no fue tdxica, debido a que no se observd una disminucidn apreciable en
el tamafio de la colonia con respecto a la transformacion con el vector vacio pGBKT7.
Esto se confirmd con el crecimiento de las levaduras en medio liquido SD/-Trp, en
donde se determind la densidad dptica (Tabla 8). Por lo cual no fue necesario
cambiar a un vector con menor expresién o de bajo nimero de copias.

Las pruebas de autoactivacion fueron realizadas para asegurar que la proteina de
fusidon no activara la transcripcion de los genes reporteros (ADE2, HIS3, MEL1 y

AUR1-C), lo cual se confirmd creciendo a S. cerevisiae en medio DDO (Figura 14).
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Figura 14. Pruebas de toxicidad y autoactivacion de NaStEP. Diluciones 1:10 y 1:100 de células de S. cerevisiae
transformadas con pGBKT7 vacio y NaStEP/pGBKT7, inoculadas en medio SD/-Trp y SD/-Trp/-Leu o DDO.

Tabla 8. Determinacién de la toxicidad de NaStEP/pGBKT7

Muestra Absorbancia
NaStEP/pGBKT7 0.918
pGBKT7 0.922

6.2. Biblioteca de cDNA de polen/ TP

En la figura 15A se observa el RNA total de polen y TP, este resultado verifica la
calidad e integridad del RNA, ya que se observan las dos bandas de los RNA
ribosomales (18S y 28S). A partir de este RNA total se purific6 RNAm tanto de polen
como de TP. Posteriormente, se realizd una mezcla en proporcién 1:1 en
concentracion de RNAm de polen: RNAm de TP. Con esta mezcla se sintetizé cDNA
doble cadena (Figura 15B). Este cDNA se separd en una cromatografia de exclusion
molecular, en donde se descartaron cDNAs con un longitud menor a 400 pb, para
garantizar que la biblioteca se encontrara enriquecida preferentemente de cDNAs

con un marco de lectura abierto completo.

A) B)
RNA RNA
TP Polen
: 15
28S 1.0
185 cDNA polen
0.5 Yy TP

Figura 15. Construccién de una biblioteca de cDNA de polen/TP. A) Andlisis electroforético de RNA total, a la
izquierda RNA total de TP y a la derecha RNA total de polen de N. rastroensis. B) Andlisis electroforético de cDNA
doble cadena de polen/TP. M: Marcador 1Kb New EnglandBiolabs, 1: Control positivo, 2 y 3: cDNA dc de
polen/TP.



Tabla 9. Cuantificacién de RNAm de polen y TP de N.rastroensis

Muestra [ ng/ul ] 260/280 260/230 [ U8 totales ]
RNAm TP 5.9 1.5 1.6 13
RNAm Polen 10.9 1.8 1.7 2.5

Se cotransformo S. cerevisiae con el cDNA total fraccionado y el vector pGADT7-Rec.
Los resultados mostraron que la eficiencia de transformacidn obtenida (2.5x105) fue
cercana a la recomendada (~3x10°), por lo que se cumplié con lo requerido en el
protocolo de transformacion de levaduras. Con esta biblioteca se procedié a realizar

el ensayo de doble hibrido.

6.3 Busqueda de interacciones proteina-proteina

En la figura 16A se observa el crecimiento de diferentes clonas de la biblioteca
(cDNA/pGADT7-Rec) que estan cotransformadas con NaStEP/pGBKT7, en medio
QDO/X-a-Gal, el cual permitié discriminar entre falsos positivos (colonias rosas) y las
verdaderas interacciones, mediante el crecimiento y la coloracion azul de las
colonias (activaciéon de los genes reporteros ADE2, HIS3 y MEL1). En este medio se
obtuvieron aproximadamente 800 colonias azules. Debido al gran nimero de clonas
obtenidas, se tomo una muestra del 10 % de las clonas y se seleccionaron 80 al azar
para evaluar la capacidad de activar todos los genes reporteros (ADE2, HIS3, MEL1 y
AUR1-C); es decir, que lograran crecer en el medio QDO/X-a-Gal/AbA, durante tres
resiembras. Tan solo 21 clonas de las 80 seleccionadas (26 %) mantuvo la capacidad
de crecer en el medio QDO/X-a-Gal/AbA en las tres resiembras, el resto fue
descartado.

Se realizé PCR de colonia de las clonas positivas (26 % que crecié en medio QDO/X-a-
Gal/AbA) para conocer el tamafio del inserto de cDNA que portaban (Figura 16B).
Posteriormente, los productos de PCR se digirieron con una enzima de corte
frecuente (Haelll) y finalmente se analizd su patron de digestion (Figura 16B). En la
figura 16B se observa un ejemplo de tres clonas que aparentemente tienen el mismo
producto de PCR (carril 5, 9 y 13); sin embargo, al observar el patron de digestion de
cada una es diferente (carril 6, 10 y 14), por lo tanto no se pueden considerar clonas

duplicadas.
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Figura 16. Interaccidn proteina-proteina (NaStEP y Biblioteca polen/TP). A)Colonias de la interaccién de NaStEP
con la biblioteca sembradas en medio QDO /X-a-Gal. B) Andlisis de PCR de colonia y de patrones de digestion con
Haelll, M: Marcador de 100 pb, 1: C1-1 sin digerir (SD), 2: C1-1 digerida (D), 3: C1-2 SD, 4: C1-2 D, 5: C1-3 SD, 6:
C1-3D, 7:C1-4SD, 8:C1-4 D, 9: C1-5SD, 10: C1-5 D, 11: C1-6 SD, 12: C1-6 D, 13: C1-7 SD, 14: C1-7 D.

Continuando con el analisis de las clonas positivas (21 clonas), se procedié a purificar
el plasmido de cada una y se secuenciaron los insertos de cDNA.

En la figura 17 se observa un resumen del analisis de las 80 clonas muestreadas (100
%), en color rojo se encuentran las clonas que no fueron capaces de crecer durante
las tres resiembras en medio QDO/X-a-Gal/AbA (73 %), en morado las clonas que al
ser secuenciadas mostraron un desfase de su marco de lectura, es decir que
codificaron para péptidos aberrantes (21 %), en verde se observan las clonas
consideradas contaminacion, debido a que su secuencia pertenece a DNA gendmico
de S. cerevisiae (4 %) y finalmente en color amarillo se muestran las dos clonas (C1-
12 y C1-21) que se encuentran en marco y con las cuales se procedid a corroborar la
interaccidon con NaStEP.

Histograma de clonas analizadas de la biblioteca
de polen/ TP

Marco de lectura correcto
Contaminacion
Desfase del marco de lectura

Sin crecimiento en medio QDO/X-a-Gal/AbA

Numero de clonas

Figura 17. Histograma de clonas analizadas de la biblioteca de polen/TP. El histograma muestra 80 clonas
analizadas, de las cuales 58 (rojo) no fueron capaces de crecer en el medio de seleccion QDO/X-a-Gal/AbA, 17
(morado) son péptidos originados por un desfase del marco de lectura, tres (verde) son contaminacién con DNA
gendmico de S. cerevisiae y dos (amarillo) se encuentran en el marco de lectura correcto.
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De las dos clonas (C1-12 y C1-21) que se encontraban en marco de lectura, se
muestra el alineamiento. En la figura 18 se observa el alineamiento de C1-12 con el
el extremo carboxilo de la proteina NTP303, la cual pertenece a una familia
compuesta por las proteinas NTP101, NTP201, NTP302, NTP303 y NTP805 (Groot et
al., 2004). Los transcritos de esta familia se acumulan abundantemente en el polen
maduro (Weterings et al., 1992). No obstante, en esta etapa no se detecta a las
proteinas, pero cuando el grano de polen es rehidratado y germina, estas proteinas
se acumulan masivamente, principalmente en la pared celular y en menor
proporcién en los tapones de calosa del TP (Wittink et al., 1999). El polen y TP
provenientes de plantas de N. tabacum con NTP303 silenciado, son completamente
normales in vitro; sin embargo, los TP germinados in vivo tienen una menor
velocidad de crecimiento, son inhibidos a nivel del estilo y no pueden fecundar el
ovario (Groot et al., 2004).

Por otra parte, la proteina C1-21 tiene homologia con el extremo carboxilo de un
transportador de fosfatos mitocondrial (TFM) (Figura 19). Los TFM son responsables
del transporte de fosfato dentro de la matriz mitocondrial, donde es utilizado para la
fosforilacion oxidativa de ADP a ATP. Particularmente, el TFM cataliza el transporte

simporte de Pi/H" o el transporte antiporte Pi/OH™ (Nakamori et al., 2002).
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NTP303 MLTFDNAGMWNRUIRS EMWEKTYLGEQLYFSVLSPSRSLRDEYNI PDNHPLCGIVKG U831 PA PYKA|
(o3 I VR AL D AAV RPN SN RN OSSP N . T F DNAGMWNIP RS EMWEK TYLGEQLYFSVLS PSRSLRDEYNI PDNHPLCGIVKGI#)MPA PYKA

Figura 18. Alineamiento de la clona C1-12. Alineamiento de la clona C1-12 con el extremo carboxilo de Ila
proteina NTP303 de N. tabacum. C1-12 es una proteina que interacciona con NaStEP (obtenida en el ensayo de
doble hibrido en levaduras). Resaltados en color negro se muestran los aminoacidos que son idénticos en ambas
secuencias, en gris los aminodcidos similares y en blanco los aminoacidos no conservados.
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TFM Ricinus communis IG DAVRIK LG{3IG L TRG LPLRIVMIGTLTGAQWGI Y DJFKVFVGLPT TG GRIA PjA PA|S
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Figura 19. Alineamiento de la clona C1-21. Alineamiento de la clona C1-21 con el extremo carboxilo de un TFM
(Transportador de Fosfato Mitocondrial) putativo de Ricinus communis. C1-21 es una proteina que interacciona
con NaStEP (obtenida en el ensayo de doble hibrido en levaduras). Resaltados en color negro se muestran los
aminoacidos que son idénticos en ambas secuencias, en gris los aminodcidos similares y en blanco los
aminodcidos no conservados.
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6.4 Confirmacion de interacciones positivas

El objetivo es analizar la interaccidn especifica de las clonas candidatas de la
biblioteca (C1-12 y C1-21) con NaStEP, para lo cual se cotransformé S. cerevisiae con
las clonas candidatas de la biblioteca y el vector vacio pGBKT7. El resultado esperado
consistia en que las levaduras cotransformadas pudieran activar los cuatro genes
reporteros (ADE2, HIS3, MEL1 y AUR1-C) unicamente en presencia de NaStEP. En el
panel de la izquierda de la figura 20, se muestra que las levaduras (cepa Y2HGold)
cotransformadas pueden crecer en el medio DDO, lo que indicéd que contienen los
dos plasmidos, pGBKT7 y pGADT7-Rec, es decir fueron cotransformadas. En el panel
de la derecha se observa el crecimiento en el medio QDO/X-a-Gal/AbA (125 ng/ml).
La proteina codificada por el cDNA CI-12 interacciond tanto con el vector vacio
pPGBKT7 asi como con la construccién NaStEP/pGBKT7, lo que sin duda sugirié que es
una interaccidn falsa positiva, por lo que esta interaccién fue descartada.

Por otro lado, la proteina del polen/TP codificada en la clona C1-21 Unicamente
activd la expresion de los genes reporteros cuando las levaduras fueron
cotransformadas con el plasmido NaStEP/pGBKT7, lo cual indico que para que ocurra
la interaccion entre C1-21 y NaStEP no se requirié de ninguna otra proteina del polen
ni de la levadura. Sin embargo, cabia la posibilidad de que la proteina C1-21 no se
hubiera generado de un cDNA sino de su version gendmica amplificada por PCR.
Para descartar esto, se procedid a evaluar la presencia del RNAm de C1-21 en el

polen maduro.

NaStEP/ NaStEP/
pGBKT7 pGBKT7 pGBKT7 pGBKT7

5 e
c1-12 7 .

C1-21 g
) -

DDO QDO/X-a-Gal/AbA

Clonas

Figura 20. Corroboracién de la interaccion entre clonas candidatas de la biblioteca y NaStEP (Dilucion 1:10). En la
parte superior de la figura se observa la cotransformacién de S.cerevisiae con NaStEP y C1-12, asi como del
vector pGBKT7 vacio con C1-12. En la parte inferior se observa la cotransformacidn de S.cerevisiae con NaStEP y
C1-21, asi como del vector pGBKT7 vacio con C1-21. Ambas cotransformaciones en medio DDO y en medio
QDO/X-o-Gal/AbA.
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6.5. Analisis de la acumulacién del transcrito C1-21 mediante northern-blot

Se realizd un experimento de hibridacion de DNA-RNA tipo northern-blot,
empleando como sonda el cDNA de C1-21 y RNA total de diferentes tejidos de N.
rastroensis. Los resultados son mostrados en la figura 21, donde se observa que el
RNAm de C1-21 es acumulado abundante y exclusivamente en el polen maduro.
Confirmando que el DNA que codifica a la proteina C1-21 que interactia con NaStEP
proviene de un RNAm. Asimismo, se observa que el transcrito de NaStEP se acumula
Unicamente en estigmas; es decir, la parte superior del pistilo, lugar donde se

estimula y germinan los granos de polen (Busot et al., 2008).
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Figura 21. Expresion tejido especifico del RNAm de C1-21. El RNA total de cada tejido fue separado en un gel de
agarosa desnaturalizante y transferido a una membrana Hybond N e hibridada con la sonda de C1-21 marcada
con p* (arriba). Para asegurar un cargado igual de RNA se tifieron las membranas con azul de metileno (abajo).
Se muestra la membrana hibridada después de un dia de exposicion. También se observa la acumulacién del
RNAm de NaStEP en diferentes tejidos y Unicamente es detectado en estigmas (parte superior del pistilo)
(Modificado Busot et al., 2008).

Debido a que el transcrito de C1-21 es expresado preferencialmente en polen, se
determinaron sus niveles en diferentes etapas de desarrollo de la antera. Como se
muestra en la figura 22, existe una acumulacién del transcrito en las etapas 3, 4 y en
el polen; en la etapa 4 se encuentran las anteras maduras, esta etapa es nombrada
antesis (antes de la apertura de la flor). Esta expresién podria ser un indicador de
qgue el producto de C1-21 es requerido en eventos de la polinizacién. Como una
comparacion de los patrones de expresion de otros genes esenciales en la
incompatibilidad, en la parte inferior de la figura 22, se muestra el patrén de
expresion del RNAm de HT-B, Sio-RNasa y NaStEP (la S;p-RNasa codifica para la
determinante femenina, HT-B y NaStEP son GM tipo Il). Aqui se observa que sus
transcritos se acumulan en la antesis (McClure et al., 1999 y Busot et al., 2008), una
etapa en la que el pistilo es totalmente competente para rechazar el polen de

manera alelo S especifica.
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Figura 22. Niveles del RNAm de C1-21 en diferentes etapas de desarrollo de la antera de N. alata. En la parte de
arriba se muestra una imagen de los botones florales que representan las diferentes etapas analizadas. Etapa 1
(0.5-2.0 cm), etapa 2 (2.0-3.5 cm), etapa 3 (3.5-5.0 cm), etapa 4 (5.0-6.0 cm) y granos de polen maduro.
Posteriormente, se observa el RNA total de cada etapa que fue hibridado con las sonda de C1-21 marcadas con
P, para asegurar un cargado igual las membranas con el RNA total se tifieron con azul de metileno. La
membrana fue revelada después de un dia de exposicion. En la parte inferior de la imagen se observa el patrén
de expresion de los genes S;p-RNasa, HT-B y NaStEP en diferentes etapas de desarrollo del pistilo (McClure et al.,
1999; Busot et al.,2008).

6.6. Interaccion fisica entre NaStEP y HT-B

Como se menciond anteriormente en plantas con un entorno genético de NaStEP
silenciado, la proteina HT-B es degradada tanto en TP compatibles como
incompatibles (Jiménez-Durdn et al., 2013), un hecho contrario a lo que ocurre en
plantas silvestres Al de N. alata (Goldraij et al., 2006). Este dato es relevante, ya que
indica que existe un interaccidon genética entre NaStEP y HT-B. Sin embargo, se
desconoce si esta interaccion ocurre también a nivel de proteina, por lo que se
decidid explorar esta posibilidad.

Para abordar esto, primero se realizaron pruebas de autoactivacién, es decir, se
determind que ninguna de estas proteinas pudiera activar por si sola a los reporteros
nutricionales, se emplearon como control las proteinas C1-21 y p53 (Figura 23A). En
la figura 23B se observa que cuando las levaduras son cotransformadas con NaStEP y
HT-B, son capaces de crecer en el medio QDO. Sin embargo, se considera que la
interaccion de HT-B con NaStEP no es tan fuerte, ya que no se observa un
crecimiento en el medio QDO/X-a-Gal/AbA, donde la concentracién de AbA es de
125 ng/ml. Al utilizar concentraciones menores de AbA (25 y 75 ng/ml), la

interaccion entre HT-B y NaStEP si ocurre (Figura 23B).
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Como control negativo de interaccidn proteina- proteina, se emplearon las proteinas

p53 y HT-B, donde se observd que las levaduras cotransformadas con p53 y HT-B no

pueden crecer en el medio QDO/X-a-Gal/AbA (Figura 23B).
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Figura 23. Interaccidn fisica de NaStEP y HT-B. A) Prueba de autoactivacion de HT-B, C1-21 y p53 en medio DDO.
B) Interaccion de NaStEP y HTB, de p53 y HTB y NaStEP y C1-21 en medio DDO y en medio QDO/X-a-Gal/AbA en

diferentes concentraciones de aureobasidina A, AbA25 (25 ng/ml) y AbA75 (ng/ml).



7. Discusion
El mecanismo de Al en la familia Solanaceae es desencadenado por la interaccién S
especifica entre SLF (determinante masculina) y la S-RNasa (determinante
femenina); sin embargo, existen otros factores, conocidos como genes
modificadores (GM), cuyos productos son parte de la via bioquimica del rechazo del
polen. Hasta el momento se conocen tres: 120K, HT-B 'y NaStEP.
NaStEP es una proteina especifica de especies Al de Nicotiana y con actividad de
inhibidor de proteasas. Su participacion en el rechazo del polen es esencial, como lo
demuestran los experimentos de pérdida de funcion en Nicotiana. Ademas, se
propone que es un regulador positivo de la estabilidad de la proteina HT-B en los TP.
No obstante, se desconoce su funcién bioquimica en la incompatibilidad, la cual
podria ser a través de la interaccién con proteinas del polen o del TP. Es por ello que
en esta investigacion se decidid buscar proteinas del polen o de TP que
interaccionen con NaStEP, lo cual se realizé6 mediante un ensayo de doble hibrido en
levaduras.
El ensayo de doble hibrido es una de las primeras opciones para la busqueda de
nuevas interacciones proteina-proteina; sin embargo, esta técnica puede generar
una gran cantidad de falsos positivos. Una ventaja del sistema utilizado aqui (Yeast
Two Hybrid, Clontech) es el uso de genes reporteros no auxotréficos, MEL1 y AUR1-
C. El primero de ellos codifica para la a-galactosidasa, una enzima que hidroliza a la
molécula X-a-gal presente en el medio y provoca una coloracién azul en las colonias
y AURI1-C confiere resistencia a AbA, el cual, es un fungicida ciclico que inhibe a la
inositol-fosforilceramida sintasa, codificada por el gen AUR1 (enzima clave en la
biosintesis de esfingolipidos). Debido a que S. cerevisiae es sensible a bajas
concentraciones AbA, estos dos genes reporteros son muy utiles para discriminar los
falsos positivos.
Como producto del andlisis realizado a una muestra de la biblioteca, se encontraron
dos proteinas interactoras (C1-12 y C1-21); sin embargo, C1-12 no interacciond
especificamente con NaStEP, debido a que también se observd la activacién de todos
los genes reporteros cuando se encuentra C1-12 y el plasmido vacio pGBKT7, el cual
codifica para el dominio de unién a DNA. Sin embargo, la interaccion de C1-21 es

especifica con NaStEP.
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La secuencia de la proteina derivada de la clona C1-21 tiene homologia con el
extremo carboxilo de un transportador de fosfatos mitocondrial (TFM), tanto a nivel
de DNA como de proteina (Figura 19). Durante la revisién de esta tesis se obtuvo el
cDNA completo de C1-21, el cual fue usado como sonda en experimentos de
northern-blot y se detectd el RNAm de C1-21 Unicamente en polen de especies Al de
Nicotiana, lo cual sugiere que su funcidn esta involucrada en el rechazo del polen
alelo S especifico. Asimismo, se realizd una busqueda en BLASTp con la proteina
codificante de C1-21 y se obtuvo un 88 % identidad con una proteina tipo- TFM de
Solanum lycopersicum.

Los TFM son responsables del transporte de fosfato inorgdnico dentro de la matriz
mitocondrial. El fosfato es empleado en la sintesis de ATP. La importancia del ATP es
bien conocida como “moneda energética” en la célula y su papel en el metabolismo
celular. Sin embargo, se ha descrito un papel del ATP extracelular (ATPe) como una
molécula sefalizadora intra- y extracelular (Roux y Steinebrunner, 2007). En las
células de las plantas, el ATP es sintetizado en mitocondrias y cloroplastos y
permanece en los bordes de la membrana plasmatica, pero se ha observado el
movimiento de ATP citopldsmico hacia la matriz extracelular, mediante tres
mecanismos:

1. Abraham et al. (1993) documentaron la existencia de transportadores
multifarmacos-resitentes (MDR) que facilitan la salida del ATP de las células.

2. Sauer et al. (2000) encontraron que el estrés osmdtico y la mecanoestimulacién
favorecen la liberacién de ATP de las células animales. También Jeter et al. (2004)
documento este fendmeno en plantas.

3. La tercer forma de liberar el ATP es a través de vesiculas secretoras, las cuales
usualmente contienen concentraciones superiores al orden mM. En este mecanismo,
la liberacion del ATP es asociado a regiones con una gran actividad secretora (Kim et
al., 2006). Wu et al. (2007) demostraron que los TP liberan ATP mientras crecen.
Ademas, Demidchik et al. (2003) y Jeter et al. (2004), demostraron que el ATPe
induce un incremento en los niveles de Ca™ intracelular. Kim et al. (2006)
observaron que la presencia de ATPe desencadena la formacion de especies
reactivas de oxigeno en el dpice de los pelos radiculares y Foreman et al. (2003)

demostraron que la produccion de especies reactivas de oxigeno es critica para el
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crecimiento polarizado de los pelos radiculares, lo cual correlaciona con la presencia
del gradiente de Ca** (Wymer et al., 1997).

Se ha propuesto al Ca*? como un elemento central en la transduccion de sefiales en
plantas. La concentracién de Ca** citoplasmatico puede ser generado por la entrada
del ion desde el espacio extracelular o por la liberacién de los compartimentos
intracelulares, como el reticulo endoplasmico, la mitocondria, los cloroplastos o la
vacuola (Peiter, 2011). En los TP en desarrollo es esencial la existencia del gradiente
de Ca™ para continuar con el crecimiento.

Estos datos sugieren que la presencia de un transportador de fosfato podria ser
necesario para la sintesis de ATP, el cual podria actuar de manera indirecta en el
mantenimiento del gradiente de Ca*? en el apice del TP. En Papaver rhoeas se ha
reportado la pérdida del gradiente de Ca*’ en el apice, como respuesta del rechazo
del polen alelo S especifico, por lo que no es descabellado pensar que C1-21 este
involucrada en la respuesta de Al en Nicotiana.

Ademas, se ha mostrado evidencia de que el TFM juega un papel importante en la
formacién del poro de transicién de permeabilidad mitocondrial o PTPM (Leung et
al., 2008), el cual, es un poro no selectivo que se abre en respuesta a
concentraciones altas de Ca*?, y esta respuesta es potenciada por el estrés oxidativo
y la deplecion de fosfato y el nucledtido adenina (Bernardi et al., 2006; Crompton,
1999; Halestrap, 2009). La apertura de PTPM provoca el hinchamiento de la
mitocondria, la cual no puede mantener los niveles de ATP, generando la muerte
celular por necrosis (Halestrap, 2006).

NaStEP forma parte de la familia de inhibidores de proteasas tipo Kunitz, los cuales
ademas de tener la funcion de inhibidores de proteasas, también pueden actuar
como bloqueadores de canales, lo cual es relevante, ya que posiblemente NaStEP
podria funcionar bloqueando al transportador C1-21, disminuyendo la sintesis de
ATP, la cual es estrictamente dependiente de la importacién de fosfato. Debido al
patron de expresiéon de NaStEP y C1-21, es decir, solo en especies Al de Nicotiana y
que la acumulacion de C1-21 es mayoritaria en el polen maduro, le hace un buen
candidato para participar en el rechazo de polen alelo S especifico.

A pesar de que Cl1-21 tiene homologia con un transportador de fosfatos

mitocondrial, es posible que su localizacién no sea en la mitocondria, debido a que
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se han descubierto diferentes transportadores tipo- mitocondrial que tienen una
localizacion en peroxisomas, glioxisomas (Arai et al., 2008; Linka et al., 2008) y en el
reticulo endopldsmico (Leroch et al., 2008), posiblemente como respuesta a
condiciones de estrés bidtico y abidtico (Haferkamp y Schmitz-Esser, 2012).

En la figura 24, se muestra un alineamiento del extremo carboxilo de TFM, canales
anidénicos dependientes de voltaje (VDAC) y C1-21, debido a que el extremo
carboxilo de esta proteina es caracteristico de las porinas, es decir, se observan
aminoacidos similares entre ambas proteinas. Las proteinas VDAC son componentes
abundantes de la membrana externa mitocondrial y estan involucradas en la
regulacién del transporte metabdlico entre la mitocondria y el citoplasma (Kusano et
al., 2009).

La proteina VDAC forma parte del poro de transicién, el cual se asocia a la muerte
celular apoptética en células de mamiferos. Es decir, la apertura de poro de
transicion, provoca la pérdida del potencial de la membrana interna de la
mitocondria y consecuentemente la desorganizacion de la membrana externa
mitocondrial, lo cual causa la liberacién de proteinas mitocondriales, como el
citocromo ¢ que puede desencadenar la activacidon de caspasas y con ello la muerte
celular programada (Kusano et al., 2009).

En mamiferos se conocen tres isoformas de VDAC, los cuales mediante experimentos
de pérdida de funcidn se ha revelado su participacion en la reproduccion masculina,
el sistema nervioso central y la homeostasis de glucosa (Kusano et al., 2009).
Ratones knock-out machos para Vdac 3, mostraron defectos en la motilidad del
espermatozoide, azoospermia obstructiva e infertilidad, la mayoria de los defectos
en el axonema del espermatozoide (Craigen y Graham, 2008).

Sin embargo, no todos los VDAC son localizados exclusivamente en la mitocondria,
en Lotus japonicus por ejemplo, algunas isoformas de VDAC se han localizado en
pequefias vesiculas en la periferia celular (Nakamori et al., 2002). En mamiferos
algunos VDAC también se han localizado en la membrana plasmatica o en el reticulo
endopldsmico, de cara a la mitocondria y estan involucrados en el transporte de
Ca+2, ATP y otros metabolitos (Shoshan-Barmatz et al., 2004; Shoshan-Barmatz e

Israelson, 2005; de Pinto et al., 2010).
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Ademads se han localizado algunos VDAC en dominios caveolares de la membrana
plasmatica (Lisanti et al., 1994; Bathori et al., 1999; Buettner et al., 2000). Los
dominios caveolares son microdominios que forman compartimentos endociticos y
exociticos en la superficie celular, los cuales son capaces de importar moléculas y
liberarlas en lugares especificos dentro de la célula y exportar moléculas al espacio
extracelular (Anderson, 1998). En plantas, las proteinas VDAC también pueden ser

localizadas en las membranas de glioxisomas (Corpas et al., 2000).

C1-21
GmVDAC i
NIVDAC1
NEVDAC2 [
NVDAC3 ISEIRINY
TFM Glycine max
TFM Ipomoea tricolor

(transportador de fosfato mitocondrial), de C1-21 y diferentes VDAC (Canal aniénico dependiente de voltaje), en
este caso Nt es una abreviatura de Nicotiana tabacum y Gm de Glycine max. Resaltados en color negro se
muestran los aminodacidos que son idénticos en ambas secuencias, en gris los aminoacidos similares y en blanco
los aminoacidos no conservados.

Interaccién NaStEP y HT-B

La cotransformacidn de S. cerevisiae con NaStEP y HT-B, activa a los genes reporteros
HIS3, ADE1, AUR1-Cy MEL1 (Figura 23B). Pero cuando las levaduras expresan solo a
una proteina no pueden activar estos genes reporteros (Figura 23A).

A pesar de que las proteinas NaStEP y HT-B interaccionan, se considera que no es
una interaccion fuerte, debido a que las levaduras que expresan ambas proteinas no
pueden crecer en un medio con una concentracién de AbA de 125 ng/ml
(concentracion usada para el analisis de la biblioteca), pero si se observa crecimiento
cuando la concentracion de AbA se encuentra en el rango de 25- 75 ng/ml.

La interaccién entre HT-B y NaStEP es notable, porque en un entorno donde NaStEP
se encuentra silenciado, la proteina HT-B se degrada en los TP de cruzas compatibles
e incompatibles (Jiménez Durdn et al., 2013). Una situacién que no ocurre en plantas
silvestres de N. alata Al, donde HT-B solo se degrada en los TP compatibles (Goldraij
et al., 2006). De esta manera, estos datos de interaccién, estarian sugiriendo que
ademas de la relacion que existe entre NaStEP y HT-B (NaStEP media la estabilidad
directa o indirectamente de HT-B), también podria existir una interaccién proteina-

proteina durante la polinizacién y el rechazo del polen en Nicotiana.
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Basado en nuestros resultados es interesante pensar que HT-B y C1-21 podrian
formar parte de un poro en una membrana del TP, debido a que algunos
experimentos han demostrado que HT-B es una proteina asociada al sistema
endomembranoso del TP (Kondo y McClure, 2008). Ademas, mediante un analisis de
la secuencia de HT-B con CSS-Palm, se predice que esta proteina tiene una
modificacion lipidica de palmitoilacion, esta modificacion es comunmente
encontrada en las proteinas transmembranales (Resh 1999; 2004) y ha sido asociada
principalmente con proteinas localizadas en balsas lipidicas (Chakrabandhu et al.,
2007).

Posiblemente la interaccién de NaStEP con este poro membranal es para regularlo y

mediar el rechazo del polen en Nicotiana de manera alelo S especifica.
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8. Conclusiones
La proteina NaStEP interacciona fisicamente con la region carboxilo terminal de la
proteina C1-21, en el fondo genético de Saccharomyces cerevisiae.
El extremo carboxilo terminal de la proteina C1-21 tiene homologia con
transportadores de fosfato mitocondriales.
El RNAm de C1-21 se acumula abundantemente y de manera especifica en etapas
maduras del polen.
NaStEP interacciona fisicamente con la proteina estilar HT-B en el entorno genético
de S. cerevisiae. Este resultado es relevante debido a que ademas de esta asociacion

fisica, NaStEP es un factor que estabiliza a HT-B en tubos polinicos de Nicotiana.
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9. Perspectivas

Para verificar los datos de las interacciones de las proteinas C1-21 y HT-B con
NaStEP, se requiere corroborar estas interacciones por otros métodos. Uno de estos,
podria ser la complementacién bimolecular de la fluorescencia, en la cual se
fusionan las dos proteinas de interés a diferentes dominios de una proteina
fluorescente, como GFP o YFP. Cuando existe interaccidn fisica entre estas proteinas
la fluorescencia se restablece.

Sin embargo, un punto importante es determinar si estas interacciones ocurren in
planta durante la respuesta del rechazo del polen.

Finalmente, seria muy conveniente evaluar en experimentos de pérdida de funcion si

C1-21 es esencial para la incompatibilidad en Nicotiana.
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11. Apéndice

11.1. Extraccion de RNA total

* Homogeneizar 100 mg de la muestra con N,, adicionar 1 ml de TRIzol e
incubar a 30 °C durante 5 min.

* Adicionar 200 pl de cloroformo y agitar vigorosamente con la mano durante
15 seg e incubar tres minutos a 30 °C.

* Centrifugar a 12000 g durante 15 min a 4 °C. Se observan tres fases, la fase
superior es incolora y es la fase acuosa (donde se encuentra el RNA).

* Remover la fase acuosa cuidando de contaminarla con la interfase y colocarla
en un nuevo tubo de 1.5 ml.

* Adicionar 500 ul de isopropanol al 100 % e incubar 10 min a 30 °C.

* Centrifugar a 12000 g durante 10 min a 4 °C.

* Remover el sobrenadante, dejando Unicamente el boton de RNA.

* Adicionar 1 ml de etanol al 75 % y mezclar brevemente.

* Centrifugar a 7500 g durante 5 min a 4 °C.

* Desechar el sobrenadante y secar el botén de RNA a 30 °C durante
aproximadamente 10 min.

* Resuspender el botédn de RNA en agua libre de RNasas y guardar a —70 °C.

11.2. Sintesis de cDNA

* Mezclar en un tubo para PCR:

1 ul Mezcla de dNTPs 10 mM

1 ul oligo dT 10 mM
3 ul RNA

5 pl H,0 libre de RNasas
* |ncubar 10 min a 70 °C.

* Colocar los tubos en hielo y adicionar:

4 pl Soluciéon amortiguadora 5X Fermentas
1 ul M-MLV-Reverse Transcriptase Fermentas (20 u/pl)

7 ul H,0
* Incubar 10 min a temperatura ambiente.
* Incubar 50 min a 37 °C.
* (Calentar 10 min a 85 °C.

11.3. Purificacion de DNA de gel de agarosa (Zymoclean)
Todas las centrifugaciones fueron realizadas a 14000 rpm.

* Cortar el fragmento del gel que contiene el DNA.
* Pesar el fragmento del gel y colocarlo en un tubo de 1.5 ml.
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Afadir tres volimenes de la solucién amortiguadora ADB por cada volumen
del gel e incubar a 55 °C durante 5- 10 min.

Colocar una columna Zymo-spin en un tubo colector y agregar la solucién del
punto anterior.

Centrifugar 30 seg y desechar el sobrenadante.

Adicionar 200 ul de la soluciéon de lavado (Wash buffer) a la columna vy
centrifugar 30 seg. Repetir el lavado.

Colocar la columna Zymo-spin en un nuevo tubo colector y adicionar
directamente en el centro de la columna de 6- 10 pl de agua y centrifugar
para eluir el DNA.

El kit provee las columnas y las soluciones, es por ello que no se menciona la

composicion de las mismas.

11.4.

Células competentes de E. coli

Crecer una colonia de E.coli en 10 ml de LB en un matraz de 125 ml,a 37 °Cy
250 rpm, durante toda la noche.

Transferir 2 ml del cultivo a 200 ml de LB contenidos en un matraz de 1 L.
Incubar a 37 °C con agitacion constante (250 rpm) hasta que el cultivo
alcance una DOsgp= 0.375.

Transferir el cultivo a cuatro tubos de 50 ml estériles y mantenerlos en hielo
durante 10 min.

Centrifugar a 3000 rpm a 4 °C por 7 min.

Resuspender cada botdn en 10 ml de una solucién fria de CaCl, 60 mM.
Centrifugar a 3000 rpm a 4 °C por 5 min.

Resuspender cada botén en 10 ml de una solucién fria de CaCl, 60 mM.
Mantener las células en hielo durante 30 min (agitar suavemente cada 10
min), puede mezclarse el contenido de cada tubo.

Centrifugar a 3000 rpm a 4 °C por 7 min.

Resuspender el botdn en 2.5 ml de una solucién fria de CaCl, 60 mM.

Repartir en alicuotas de 100 pl en tubos de 1.5 ml.

Congelar las alicuotas en N, y almacenar a -80 °C.

. Transformacion de E. coli por choque térmico

Descongelar 100 ul de células competentes en hielo.

Adicionar 100-200 ng de plasmido y dejar el hielo durante 30 min.
Colocar las células en un bafio a 42 °C por 45 seg.

Agregar 400 pl de medio SOC.

Incubar a 37 °C /250 rpm durante dos horas.

Centrifugar las células a 400 g por un minuto.

Resuspender las células en 100 pl de medio LB.



Sembrarlas en el medio de seleccidén correspondiente a 37 °C toda la noche.

11.6. Purificacion de plasmido de E. coli

Centrifugar 5 ml de un cultivo de una noche de bacterias de E. coli
transformadas y desechar el sobrenadante.

Resuspender el botdn celular en 200 pl de Solucidn de Resuspencion.
Adicionar 200 pl de Solucién de Lisis e invertir suavemente.

Incubar cinco minutos a temperatura ambiente y adicionar 350 pl de Solucion
de Neutralizacidon (S3) e invertir suavemente de 4- 6 veces.

Centrifugar 10 min a 14000 rpm a temperatura ambiente.

Colocar una columna en un tubo colector de 2 ml y adicionar 500 ul de la
Solucién de Preparacién de la Columna.

Centrifugar a 14000 rpm durante un minuto y desechar el sobrenadante.
Adicionar a la columna el lisado celular y centrifugar un minuto a 14000 rpm.
Desechar el sobrenadante.

Agregar 750 ul de la Solucién de Lavado a la columna y centrifugar un minuto
a 14000 rpm. Desechar el sobrenadante .

Centrifugar un minuto a 14000 rpm.

Transferir la columna a un nuevo tubo colector y adicionar 100 pl de la
Solucién de Elucion y centrifugar un minuto a 14000 rpm.

El kit provee las columnas y las soluciones, es por ello que no se menciona la
composicion de las mismas.

11.7. Células competentes de S. cerevisiae

Estriar en un placa con medio YPDA la cepa Y2HGold o Y187 e incubarla a 30
°C por tres dias.

Inocular una colonia en un tubo de 15 ml con 3 ml de medio YPDA liquido e
incubar a 30 °C/ 240 rpm por 8 horas.

Adicionar 5 pl del cultivo anterior en un matraz de 250 ml conteniendo 50 ml
de medio YPDA.

Incubar a 30 °C con agitacién constante (230- 250 rpm) por 16-20 horas,
hasta llegar a una DOggo= 0.15- 0.3.

Centrifugar las células a 700 g por 5 min a temperatura ambiente.

Descartar el sobrenadante y resuspender las células en 3 ml de una solucion
1.1X TE/LIAC.

Separar en dos fracciones de 1.5 ml cada una y centrifugar cada tubo a 1300
g por 30 segundos.

Descartar el sobrenadante y resuspender cada botén con 600 pl de 1.1 X
TE/LiAc.
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11.8. Trasformacidn de S. cerevisiae
Existen dos protocolos para transformar S. cerevisiae, uno de ellos es a pequeia
escala y el otro es escala biblioteca.

* Preparar células competentes (Apéndice 11.7) y continuar con el siguiente

protocolo.
Pequenfia Escala Escala Biblioteca

Mezclar en un tubo estéril y frio: Tubo de 1.5 ml Tubo de 15 ml
DNA plasmidico 100 ng 5-15 ug
Yeastmaker Carrier DNA  desnaturalizado
(calentar a 95-100 °C durante 5 min e
inmediatamente enfriar en un bafio de hielo, >l 204
repetir una vez mas justo antes de usar)
Adicionar células competentes y mezclar 50 ul 600
suavemente
Agregar PEG/LiAc y mezclar 500 pl 2.5 ml
Incubar a 30 °C
(para la escala pequefia mezclar cada 10 min y 30 min 45 min
para la escala biblioteca mezclar cada 15 min)
Adicionar DMSO 20 ul 160 pl
Colocar el tubo en un bafio a 42 °C (para la

equefia escala mezclar suavemente las células . .
Eac?a 5 min y para la escala biblioteca cada 10 15 min 20 min
min)
Centrifugar las células 14000rpm, 15seg 700 g, 5 min
Rem9ver el sobrenadante y resuspender en 1ml 3ml
medio YPD plus
Incubar a 30 °C con agitacion 90 min 90 min
Centrifugar las células 14000rpm, 15seg 700 g, 5 min
Desechar el sobrenadante y resuspender en una 1ml 15 ml

solucion de NaCl 0.9 % (m/v)

Sembrar diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 en el medio de seleccidén apropiado. Todas
las soluciones fueron usadas del kit Yeastmaker Yeast Transformation System 2.

11.9 Purificacién de RNA mensajero

Para aislar el RNAm del RNA total del polen/TP fue a través del sistema PolyAttract
mRNA Isolation Systems de Promega.

Preparacion del RNAm
* Colocar 0.1- 1.0 mg de RNA total en un tubo de 1.5 ml.
* Aforar a 500 pl con agua libre de RNasas.
* Incubar a una temperatura de 65 °C por 10 min.
* Adicionar 3 pl de oligo dT biotinilado y 13 ul de una solucién SSC 20X.
* Mezclar cuidadosamente e incubar a temperatura ambiente hasta que se
enfrie completamente.
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Mientras se enfria completamente el RNA se lavan las particulas paramagnéticas de
estreptavidina (SA-PMPs).
* Agitar manualmente el tubo que contiene SA-PMPs hasta dispersarlas
completamente.
* Colocar el tubo en el magneto (Magnetic Stand) hasta que las SA-PMPs se
sitien en un extremo del tubo, aproximadamente 30 seg.
* Desechar el sobrenadante. Quitar el tubo del magneto y lavar las SA-PMPs
con 300 pl de SSC 0.5X. Repetir el lavado dos veces mas.
* Resuspender las SA-PMPs en 100 pl de la solucién SSC 0.5X.

11.10. Construccién de la biblioteca de cDNA con adaptadores SMARTIII, CDSIII y
CDSlll/6
Sintesis de cDNA de cadena sencilla

* Enun tubo para PCR mezclar:

2 ul de RNAm (o lo equivalente a 0.5- 1.0 ug de RNAm)
1l CDS I

2 ul CDS 111/6 Primer
* Incubar a 72 °C por dos min, enfriar en hielo por dos min y centrifugar 10 seg
a 14000 g.
* Agregar ala mezcla:

2 ul 5X First- Strand Buffer
1 pl DTT (100 mM)
1 pl dNTP Mix (10 mM)
1 ul SMART M-MLV Reverse Transcriptase
* Incubar a 25 °C por 10 min.
* Incubara 42 °C por 10 min.
* Adicionar 1 pul de oligo SMART Il modificado, mezclar e incubar a 42 °C por 1
hora.
* Incubara 75 °C por 10 min.
* Enfriar a temperatura ambiente y adicionar 1 pl de RNasa H (2 unidades).
* Incubar a 37 °C durante 20 min.

El kit provee las soluciones, es por ello que no se menciona la composicion de las
mismas.

Amplificacion de cDNA mediante LD-PCR (Long Distance-PCR)

Realizar dos reacciones de PCR de 100 ul cada una mezclando lo siguiente:
2 ul de cDNA de cadena sencilla (Procedimiento anterior)
70 ul de H,0 desionizada
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10 pl 10X Advantage 2 PCR Buffer

2 ul 50X dNTP Mix

2 ul 5°PCR Primer

2 ul 3’PCR Primer

10 pl 10X Melting Solution

2 ul 50X Advantage 2 Polymerase Mix

* Colocar el tubo en el termociclador y llevar a cabo el siguiente programa: 1

ciclo de 95 °C por 30 seg, 20 ciclos que incluyen: 95 °C por 10 seg, 68 °C por 6
min®y un ciclo de 68 °C.

% Programar el termociclador para que incremente el tiempo de extensién 5 seg con
cada ciclo. Por ejemplo en el segundo ciclo, la extensién debe de ser de 6 miny 5
seg.
* Analizar una alicuota de 7 pl del producto de PCR (cDNA doble cadena) en un
gel de agarosa al 1.2 %.

Los reactivos utilizados fueron del kit Make Your Own “Mate and Plate” Library y
todas las incubaciones se realizaron en el termociclador. El kit provee las soluciones,
es por ello que no se menciona la composicién de las mismas.

Purificacion de cDNA doble cadena con las columnas CHROMA SPIN TE-400

* Invertir la columna para resuspender la matriz hasta homogeneidad.
Remover la tapa superior e inferior y colocar en un tubo de 2 ml.

* Centrifugar a 700 g por 5 min (Usar un rotor basculante)

* Colocar la columna en un nuevo tubo colector y adicionar 93 pl del producto
de LD-PCR (dos muestras) en el centro de la matriz.

* Mezclar las dos muestras de LD-PCR purificadas en un tubo de 600 ul y
adicionar:

1:10 volumenes de acetato de sodio 3 M
2.5 volumenes de etanol (95-100%) frio
* Dejara-20 °C durante 4 horas.
* Centrifugar a 14000 rpm durante 20 min a temperatura ambiente y desechar
el sobrenadante.
* Secar el boton obtenido durante 10 min.
* Resuspender el cDNA doble cadena en 21 ul y cuantificar.

Construccidn de la biblioteca
* Preparar células competentes Y187 (Apéndice 11.7) y seguir el protocolo de

transformacidon escala biblioteca (Apéndice 11.8) bajo las siguientes
condiciones:
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20 ul de cDNA doble cadena (5 pug)
6 ul de pGADT-Rec (0.5 pg/ ul)

Como se especifica en el Apéndice 11.8, las células transformadas se
resuspenden en 15 ml de NaCl 0.9 % (m/v).

Sembrar diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 en un medio SD/-Leu e incubar a 30
°C durante 3-4 dias y determinar el numero de clonas independientes.
Sembrar el remanente en cajas de 150 mm que contengan SD/-Leu
(aproximadamente 150 pl por caja), por lo que se utilizan aproximadamente
100 cajas. Incubar a 30 °C durante 3- 4 dias.

Colocar las cajas de 150 mm a 4 °C durante 4 horas.

Adicionar 5 ml de medio para congelar y usar perlas de vidrio estériles para
colectar las colonias de cada caja.

Mezclar todas las colonias resuspendidas en medio para congelar (Apéndice
11.15).

Estimar la densidad celular usando un hemocitémetro. Si la densidad celular
es < 2x10” por ml, reducir el volumen de suspension por centrifugacion.
Realizar varias alicuotas de 1 ml de la biblioteca y algunas alicuotas de 50 ml
(almacenamiento prolongado) y congelar a -80 °C. Este tipo de
almacenamiento es realizado porque no es recomendable congelar vy
descongelar la biblioteca, debido a una disminucion de la viabilidad de las
células.

11.11. Purificacion de plasmido de S. cerevisiae

Se siguieron las instrucciones del kit Easy Yeast Plasmid Isolation, el cual se detalla a

continuacion:

Aislar colonias de levaduras transformadas en un medio selectivo e inocular
una colonia en un medio selectivo de agar fresco para crear un cuadrado de 1
cm x 1 cm e incubar durante tres dias a 30 °C.

Con una punta de pipeta estéril colectar la mitad de las células del cuadrado
(no mas de 10 mg de células) y resuspenderlas en un tubo de 1.5 ml que
contenga 500 pl EDTA 10 mM.

Centrifugar durante 1 minuto a 11000 g y desechar el sobrenadante.
Resuspender el botén de levaduras en 200 pl de la solucion amortiguadora
ZYM.

Adicionar 20 pl de la suspensién de Zimolasa (invertir la suspension dos o tres
veces antes de usar, para asegurar que la suspension sea uniforme) y mezclar
suavemente.

Incubar durante 1 hora a 30 °C con agitacién suave (colocar el tubo de 1.5 ml
en el fondo de un matraz Erlenmeyer de 250 ml e incubar).

Centrifugar los esferoplastos durante 10 minutos a 2000 g y desechar el
sobrenadante.

74



Resuspender los esferoplastos en 250 ul del amortiguador Y1 y agregar 250
pl de la solucién de lisis Y2 y mezclar invirtiendo el tubo de 6-8 veces e
incubar durante 5 min a temperatura ambiente.

Adicionar 300 pl de la Solucién de Neutralizacién Y3 y mezclar por inversién
de 6-8 veces.

Centrifugar durante 5 min a 11000 g y transferir el sobrenadante a un tubo
de 1.5 mly repetir la centrifugacion.

Transferir el sobrenadante a una columna Yeast Plasmid Spin y centrifugar
durante 1 min a 11000 g y desechar el sobrenadante.

Agregar 450 pl del amortiguador Y4 para el lavado de la columna vy
centrifugar tres min. Desechar el sobrenadante y repetir la centrifugacion.
Colocar la columna en un tubo de 1.5 ml y agregar 50 ul de la solucién de
elucion YE y centrifugar durante 1 min para eluir el plasmido.

El kit provee la suspension de Zimolasa, las columnas y las soluciones, es por ello que

no se menciona la composicion de las mismas.

11.12. Germinacion de TP in vitro

* Mezclar 0.015-0.020 g de polen con 6 ml de medio para TP y colocar la
suspension en cajas de 100 ml de vidrio estériles.

* Incubar 16 horas a 30 °C.

* Verificar la germinacion de los TP en el microscopio.

* Colectar los TP mediante filtracion al vacio.

11.13. Analisis por PCR de las colonias de la biblioteca (Matchmaker Insert Check
PCR Mix 2)

* Con una punta de un pipeta estéril tocar ligeramente un colonia, para
obtener una pequefia porcién de levaduras. Mezclar con 25 ul de H,0 para
PCR (Si se enturbia el H,O realizar una diluciéon, debido a que una gran
concentracion de levaduras puede inhibir la reaccion de PCR).

* Adicionar 25 pl de la mezcla Matchmaker Insert Check PCR Mix y pipetear de
3- 5 veces.

* Colocar el tubo en el termociclador y llevar a cabo el siguiente programa: un
ciclo de 94 °C por 1 min, 30 ciclos que incluyen: 98 °C por 10 seg, 68 °C por 3
min y un ciclo de 68 °C por 3 min.

* Analizar 5 pl de la reaccion de PCR en un gel de agarosa al 0.8 %.

11.14. Marcaje radiactivo Random Primers DNA Labeling System de Invitrogen

Desnaturalizar 25 ng de DNA disueltos en H,0 destilada (volumen maximo 20
ul), lo cual es realizado calentando el DNA durante 5 minutos en un bafio de
agua en ebullicion y posteriormente colocandolo en hielo
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Adicionar los siguientes reactivos (en hielo):

2 ul dATP 0.5 mM

2 ul dGTP 0.5 mM

2 ul dTTP 0.5 mM

15 pl Random Primers Buffer Mixture

5 ul [0->*P] dCTP 3000 Ci/mmol, 10 uCi/ pl

H20 destilada requerida para obtener un volumen final de 49 pl

11.15.

Mezclar brevemente y adicionar 1 pl de Fragmento Klenow, mezclar
suavemente y centrifugar brevemente.

Incubar dos horas a 25 °C.

Adicionar 5 pl de Stop Buffer.

Colocar la sonda en el centro de una columna Quick Spin Oligo, centrifugar
durante dos minutos a 3000 g.

Adicionar a la columna 100 pl de solucién de hibridacion (Apéndice 11.15) y
mezclar con la sonda.

Desnaturalizar la sonda mezclandola con 3 ml de solucidn de hibridacion
(calentar durante tres minutos en un bafio de agua en ebullicién) y adicionar
inmediatamente a la membrana previamente incubada con solucion de
hibridacion (Apéndice 11.15).

Soluciones y medios

Tabla 10. Componentes de la solucion amortiguadora 5X Fermentas

Componente Concentracién
Tris-HCI (pH 8.3) 50 mM

KCl 50 mM

MgCl, 4 mM

DTT 10 mM

Tabla 11. Componentes de la solucion amortiguadora cDNA Advantage Pol 10X

Componente Concentracién
Tricina-KOH (pH 9.2) 40 mM
Acetato de potasio 15 mM

Acetato de magnesio 3.5mM
Albumina de suero 3.75 pg/ml

Tabla 12. Componentes de la solucion amortiguadora NE de EcoRI 10X

Componente Concentracién
NacCl 50 mM
Tris-HCI 100 mM
MgCl, 10 mM

Tritén X-100 0.025 %
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Tabla 13. Componentes de la solucion amortiguadora NE 4 10X

Concentracion

Componente
DTT
Tris-Acetato

Acetato de magnesio
Acetato de potasio

1mM
20 mM
10 mM
50 mM

Tabla 14. Componentes de la solucion amortiguadora de Promega 2X

Componente Concentracién

30 mM
10 mM
10 mM
1mM
5%

Tris-HCI
DTT
MgCl,
ATP
PEG
* Medio LB

10 g de Triptona

5 g de Extracto de levadura

10 g NacCl

15 g de agar

Aforar a 1 L con H,0 destilada

¢ Medio SOC

Medio LB
Glucosa 0.02 M (Concentracién final)

* Medio YPDA

25 g de medio YPD
Adenina (0.003 %)

* TAE 50X

242 g Tris- HCI

57.1 ml Acido acético glacial
100 ml EDTA 0.5 M pH 8
Aforar a 1 L con agua destilada

* Geldeagarosal%

300 mg de agarosa
30 ml de amortiguador TAE 1X
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Calentar hasta disolver y agregar 1.5 pl de bromuro de etidio (0.5 mg/ ml)

* Gel de agarosa para RNA

Para 30 ml

0.6 g agarosa

1.5 ml MAE 20X

2.4 ml Formaldehido 37 %

26.1 ml H,O DEPC

0.5 pl Bromuro de etidio (0.5 mg/ ml)

* Solucién 1.1X TE/LIAC

1.1 ml de TE 10X
1.1 ml de LiAc 1M
Aforar a 10 ml con H,0

* SSC 20X

NaCl 3M
Citrato de sodio 0.3M
pH=7.0%£0.5

* PEG/LiAc (Polietilenglicol 4000/ acetato de litio)

8 ml de PEG al 50 %

1 mlde TE 10X

1 ml de LiAc 1M

Preparar justo antes de usar

e SSCO0.5X

Para preparar 1.2 ml, se mezclan 30 pl de Ila soluciéon SSC 20X con 1.17 ml de agua
libre de RNasas en un tubo estéril también libre de RNasas.

* SSCO0.1X

Para preparar 1.4 ml, se mezclan 7 pl de la solucién SSC 20X con 1.393 ml de agua
libre de RNasas en un tubo estéril también libre de RNasas.

* Medio para congelar

75 % YPDA
25 % Glicerol



* SD/-Trp, SD/-Leu, DDOy QDO

Minimal SD Base (Clontech)
-Leu, -Trp, DDO y QDO Supplement (Clontech)

* Medio para germinar Tubos Polinicos

Mezclar cada una de los componentes de la tabla 15 y aforar a 200 ml con agua
desionizada y filtrar con vacio (filtro de 45 pum).

Tabla 15. Medio para germinar tubos polinicos de N. rastroensis

Componente Concentracién

H3BO; 1.6 mM
MgSO, 0.81 mM
CaCl, 1mM
MES (pH 6.0) 0.015 mM
KCl 1mM
CuSO,4 0.03 mM
Sacarosa 5%

* Solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2

28 ml NaH,P0, 0.2 M
72 ml Na;HPO, 0.2 M
Aforar a 200 ml con agua DEPC

* Solucidén de hibridacion

9 ml de solucién amortiguadora de fosfatos pH 7.2
10.5 mI SDS 10 %
60 ul EDTAO0.5 M
10.5 ml H,0 DEPC
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