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1. RESUMEN

Cuando un grano de polen cae en un estigma receptivo, el ARN almacenado,
proteinas, y pequefias moléculas bioactivas permiten su rapida germinaciéon y como
consecuencia, el tubo penetra y crece dentro del estilo. Sin embargo, existen especies
capaces de rechazar su propio polen y el de otras especies, a este fenbmeno se le
conoce como autoincompatibilidad (Al) sexual. La Al es un mecanismo altamente
especifico, de reconocimiento célula-célula que se controla genéticamente y que
produce la inhibicion del crecimiento del tubo polinico en el estigma o a nivel del estilo.
En nuestro laboratorio se identific6 un ADNc de 200 pb mediante la técnica de ADNc-
AFLP. Este ADNc se denominé AFLP25 y presenta una expresiéon abundante y
especifica en el polen maduro. Al comparar la secuencia de AFLP25 con otros genes,
se encontrd que éste presentaba homologia con el gen NTP303 de Nicotiana tabacum.
NTP303 pertenece a un grupo de genes expresados tardia y abundantemente en el
polen, su transcrito, codifica a una proteina N-glicosilada de 69 kDa. EI ARNm de
NTP303 soélo se traduce después de que el grano de polen ha germinado, con una
acumulacion maxima de proteina a las 24 horas de germinacién. Sin embargo, dado
gue solo se contaba con un fragmento de ADNc del ortélogo de NTP303 en N. alata,
no se podia asegurar que estrictamente fuera un ortélogo.

De esta manera, este proyecto tuvo como objetivos 1) Clonar un ADNc de N. alata de
mayor longitud que codificara la regiébn amino terminal de la proteina ort6loga a
NTP303 de N. tabacum y 2) Sobreexpresar este cDNA en Escherichia coli. Para cubrir
el primer objetivo se disefiaron oligonucleétidos basdndonos en la secuencia reportada
de NTP303. Una vez aislado el ADNc de mayor longitud (600 pb, Na600), este se
clond en el vector de expresion pGEX e inducir su expresion con IPTG. La proteina
codificada por Na600 se sintetizé a la proteina Glutation S-transferasa (GST). Durante
la induccién se presentaron problemas en la sobreexpresion de la proteina
recombinante (Nap303-GST). El analisis de la secuencia de Nap303 mostré la
presencia de codones raros, que provocaban una sintesis incompleta de la proteina.
Para solucionar este problema se empleo la cepa E. coli BL21 Codon RIL PLUS, la
cual cuenta con los ARNt correspondientes que reconocen los codones raros para Arg,
lley Leu.

Se concluy6 que N. alata codifica para una proteina (Nap303) ortdloga a NTP303 de
N. tabacum, y que el ADNc de Nap303 contiene cododnes raros que no son
descifrados correctamente por E.coli
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2.INTRODUCCION:
2.1  ANGIOSPERMAS

Las espermatofitas (angiospermas y gimnospermas) son las plantas vasculares mas
evolucionadas, cuyas estructuras presentan flores en el caso de las angiospermas, y

conos u hojas esporangiferas en el caso de las gimnospermas.

Las angiospermas constituyen la division Anthophyta, que se separa en dos grandes
clases, Dicotiledonae y Monocotiledonea. Las angiospermas son por mucho las
plantas mas diversas y distribuidas, constituyendo la vegetacién dominante en la tierra.

Debido a sus oOvulos y semillas encerrados, las plantas con flores son llamadas
angiospermas que literalmente significa vaso (del griego angion) y semilla (del griego
sperma). La caracteristica que las define es el pistilo, estructura dentro de la cual se
encuentran encerrados los ovulos. Los carpelos que forman el pistilo surgen de un
meristemo floral y durante su desarrollo algunas fusiones epidermales tienen lugar
para cerrar los carpelos alrededor de los 6vulos. La fusion de los carpelos produce la
formacion del tejido de transmision del estilo que termina con el estigma. Las
angiospermas también difieren de las demas plantas con semillas en su tipo de
polinizacion indirecta, en la cual los granos de polen tienen que alcanzar el estigma,
para luego germinar y transportar a las células esperméticas a través del tubo polinico
hasta el 6évulo. (Lord y Russell, 2002).

2.2 ESTRUCTURA DE UNA FLOR

La reproduccién sexual se lleva a cabo en las flores, que contienen los 6rganos
reproductivos. La flor, como se observa en la figura 1, contiene cuatro diferentes tipos
de 6rganos, organizados en cuatro anillos concéntricos llamados verticilos: sépalos,

pétalos, estambres y carpelos (Buchanan et al., 2000).

El verticilo central de una flor es el 6rgano reproductivo femenino y es llamado
gineceo, termino derivado del griego gynos que significa femenino o hembra y oikos,

casa. El gineceo tiene tres regiones principales. En la parte superior se encuentra el
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estigma, cubierto con células papilares elongadas que promueven la germinacion de
los granos de polen. Justo debajo del estigma esta el estilo. En el centro del estilo se
encuentra el tejido de transmision, el cual promueve el crecimiento direccional del tubo
polinico hacia el ovario. La porcidon mas baja del carpelo, que se muestra en la figura 1,
es el ovario que en algunas especies esta formado por dos caAmaras denominadas
carpelos. Los carpelos son estructuras cerradas, que envuelven al 6vulo, cada carpelo
contiene dos hileras de 6vulos unidos a la pared del ovario por una region llamada
placenta. Los carpelos estigma, estilo y ovario fusionados o separados son llamados
pistilos (Buchanan et al., 2000).

Por ejemplo, el pistiio de Nicotiana tabacum esta constituido de dos carpelos
fusionados, su estigma es bilobulado, papiloso, y en su estado maduro se encuentra
cubierto con exudados pegajosos, mientras que su estilo es sélido (Bell y Hicks, 1976).

Anteras
Estambres

A

e
=

It.iurm.tl».

u..imlm

Sepalm -. W

aloe : . A
Pétalos T Chwarnios

1':. “'.'-.i"

B, Pistilo

Figura 1: Una flor completa tipica mostrando sus cuatro verticilos florales: sépalos, corola, androceo y
gineceo.

La superficie estigmatica de diferentes especies varia ampliamente en morfologia y
presencia 0 ausencia de exudados, los que probablemente son determinantes en la
adhesién del polen en cualquier especie (Heslop-Harrison y Shivana, 1997), ya que el

inicio de la polinizacion es dependiente de la capacidad del grano de polen para
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adherirse eficazmente a la superficie estigmatica. Con base en la cantidad de
secreciones que el polen encuentra en su superficie, los estigmas son clasificados en
dos tipos: humedos y secos (Lord y Russel, 2002). Los estigmas humedos estan
cubiertos con células superficiales que normalmente se lisan para liberar una
secrecion viscosa que contiene lipidos, polisacaridos y pigmentos; mientras que los
estigmas secos, tienen las células superficiales intactas formando una papila
estigmatica y estan cubiertos por una pared celular primaria, una cuticula cerosa y una

pelicula proteica (Edlund et al., 2004).

La superficie estigmatica de especies de las familias Brassicaceae, Poaceae y
Asteraceae tiende a ser seca, en contraste en las Solenaceas, como Nicotiana y
Petunia la superficie del estigma esta cubierta de secreciones pegajosas (estigmas
hamedos) (Dodds et al.,, 1996.), la cual es ideal para promover la adhesién y el
subsecuente desarrollo de la mayoria de las especies de granos de polen (Zinkl y
Preuss, 2000).

2.3 EVENTOS PREVIOS A LA POLINIZACION

El polen que contiene a las células esperméticas se desarrolla en los estambres,
donde experimenta hasta cierto punto deshidratacion antes de ser liberado de la
antera al ambiente (Lord y Russell, 2002). El estambre consiste de un tallo filiforme
conocido como filamento que se ensancha en su parte final distal, para dar paso a la
antera que esta constituida por dos lobulos, cada uno con dos microesporangios o
sacos polinicos. Los portadores de los gametos masculinos, los granos de polen o
microesporas son formados en los sacos polinicos mediante la microesporogénesis.
Posteriormente, el desarrollo de las microesporas dentro de las anteras es

denominado microgametogénesis (Buchanan et al., 2000).

2.3.1 MICROESPOROGENESIS

Una antera comun esta formada por dos |6bulos divididos por una capa de células

estériles llamada tejido conectivo. Cada I6bulo contiene los microesporangios
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delimitados por una pared de células estériles. Las células estériles que rodean al
microesporangio se consideran la pared del saco polinico. La capa mas interna de la
pared del saco polinico esta compuesta de células nutritivas llamadas tapetum (Figura
2), que secretan nutrientes a las microesporas en desarrollo. Ademas, producen a la
calasa (enzima que libera a las microesporas de la pared de calosa) y numerosos
polimeros y pigmentos estructurales que conformaran la pared externa del grano de

polen (Buchanan et al., 2000).

Epidermis

Tejido conectivo

Tejido esporégeno o
micoresporangio

Figura 2: Corte transversal de una antera en el que se muestran los diferentes tejidos que la
conforman modificada de Bhojwani S.S y W.Y.Soh. 2001

La formacion del gametofito masculino ocurre en la antera. Esta se inicia cuando una
célula esporangial inicial (célula madre de la microespora) sufre meiosis, dando lugar a
una tétrada de células haploides, unidas por una pared de calosa ((1—»3) B -glucano).
Las células en la tétrada son separadas como microesporas libres por la accion de la

calasa (Buchanan et al., 2000).

El paso subsecuente en la diferenciacion del grano de polen es la

microgametogénesis, que inicia cuando las microesporas sufren dos divisiones
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mitéticas después de ser liberadas de la pared de calosa. La primera division es
asimétrica. La asimetria de la primera mitosis se produce como resultado de la
orientacion del plano de division y la localizacion del nacleo de la microespora cerca de
la pared celular, lo que provoca que una de las células reciba la mayor parte del
citoplasma, produciendo una célula grande conocida como la célula vegetativa o célula

del tubo polinico y una célula menor, la célula generatriz (Buchanan et al., 2000).

2.3.1.1Cubierta de polen

La cubierta de polen tiene un origen esporofitico, siendo principalmente derivada de
las células tapetales de la antera, la cual provee la mayoria de los precursores
necesarios para la sintesis de la exina (pared externa de esporopolenina del grano de
polen) (Heslop-Harrison, 1967, 1968; Dickinson y Lewis, 1973 a, b; Heslop-Harrison et
al., 1973).

Ya sea luego de la primera division meiética (en monocotiledéneas), o después de la
segunda (en dicotileddneas), se forma una pared de carbohidratos muy resistentes a la
descomposicion que separa a los granos de polen. En los ultimos estadios del
desarrollo del polen, las células del tapete se desintegran y sus contenidos son
liberados y depositados en la superficie de los granos de polen formando la cubierta
lipofilica del polen (trifina o el “pollen equipo”). La composicién de este material es
altamente heterogénea e incluye, ceras, lipidos, proteinas y pequefias moléculas

aromaticas (Doughty et al., 2000).

La naturaleza de las cubiertas de polen y su formaciéon son valiosas caracteristicas
taxonémicas (Pacini et al., 1985; Pacini, 1996), pero la multiplicidad de los tipos de
cubiertas y maneras de desarrollo ha conducido a una confusion terminolégica. De
acuerdo a la terminologia de Pacini (1997): las cubiertas de polen simples formadas de
la degeneracion cercana, completa del tapetum, ricas en lipidos, derivados de
plastidos y otros compuestos, son denominadas “pollenkit”; mientras que las cubiertas
mas complejas formadas por la degeneracion parcial de la capa tapetal para formar
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una matriz en la que se incorporan aparentemente organelos intactos (incluyendo

mitocondrias, ribosomas y vesiculas) son llamadas “trifina” (Dickinson et al., 2000).

2.3.1.1.1Estructura de la pared del polen

La pared del polen consiste de dos capas, la interna denominada intina compuesta por
celulosa y pectina y una pared externa resistente, la exina, altamente esculpida,
compuesta por esporopolenina y lipidos hidrofébicos (Wiermann y Gubatz, 1992;
Brooks y Shaw, 1971; Dungworth et al., 1972; Stanley y Linskens, 1974). La pared del
polen esté interrumpida por aperturas a través de las cuales emerge el tubo polinico

durante la germinacion del polen.

La pared externa del polen es una superficie porosa que contiene diversas sustancias
gue son depositadas en ella por la madre (esporofito) mientras en su interior se
encuentran las sustancias secretadas por el gametofito masculino durante el desarrollo
del polen (Dickinson et al., 2000; May Field et al., 2001).

2.3.1.1.2Papel de la cubierta del polen

La adhesién del polen a los vectores de polinizacién y al estigma juega un papel
central en la reproduccién de las angiospermas. La exina le confiere las propiedades

adhesivas a los granos de polen en diversas especies (Dickinson et al., 2000).

La cubierta del polen porta moléculas-sefial cruciales para las interacciones
compatibles polen-estigma. Estos factores de compatibilidad median la adhesion
especifica del polen al estigma (Doughty et al., 2000; Luu et al., 1999; Takayama et al.,
2000) y los eventos de hidratacion, asi como las respuestas estimulantes en las
células papilares del estigma para la preparacion de la penetracion del tubo polinico
(Elleman y Dickinson, 1996), ya que enzimas que residen en la cubierta del polen
juegan un papel en la modificacion de la matriz extracelular del estigma que permite la

penetracion del tubo polinico hacia el pistilo (Bih et al., 1999; Wheeler et al., 2001).
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2.3.1.2 Unidad masculina germinativa

El paso final en la diferenciacion del grano de polen es la segunda division mitética de
la célula generatriz para formar dos células espermaticas, la cual puede tener lugar
antes o después de la liberacién del polen de la antera. En algunos casos la segunda

divisién meidtica ocurre durante la germinacion del grano de polen.

En las angiospermas, las dos células espermaticas normalmente estan asociadas con
el nucleo vegetativo, tanto en el grano de polen como en el tubo polinico. La
asociacion de las células espermaticas y el nucleo vegetativo forma una estructura
denominada unidad masculina germinativa, que funciona como una unidad
transmisora de todo el ADN citoplasmatico y nuclear del gametofito masculino durante
la reproduccion sexual (Dumas et al., 1984; Matthys-Rochon y Dumas, 1998; Hu,
1990; Russel et al., 1990; Mogensen, 1992).

2.3.2 MEGAESPOROGENESIS

Las partes esenciales del carpelo son una porcion basal ensanchada conocida como el
ovario, y una superficie distal receptiva conocida como estigma. Estas dos partes a
menudo son separadas por un tallo robusto conocido como estilo. El ovario contiene
los 6vulos, que son estructuras especializadas derivadas de la placenta, que producen
el megaesporocito y son el sitio de formacién del saco embrionario, fecundacion y
embriogénesis. El 6vulo esta formado por tres estructuras basicas: una nucela, uno o

mas integumentos y un funiculo (Reiser y Fischer, 1993).

La nucela, es una masa indiferenciada de células que producen al megaesporocito
(Reiser y Fischer, 1993) que sufrira divisiones meidticas consecutivas para dar lugar a
la megaespora funcional, en un proceso denominado megaesporogénesis. La nucela
esta envuelta por un tejido especializado, llamado “integumento”. De esta manera el
ovulo esta cubierto por varias capas de integumentos que lo aislan del exterior, pero
con una pequefia apertura en uno de sus extremos llamada micropilo, que es el sitio

por donde entra el tubo polinico hacia el saco embrionario.
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Dentro del 6vulo se encuentra el saco embrionario también llamado gametofito
femenino. El proceso de desarrollo del saco embrionario puede ser dividido en dos
estados: megaesporogénesis y megagametogénesis. En general durante la
megaesporogénesis, el megaesporocito sufre meiosis para formar la megaespora
funcional, que via la megagametogénesis formard el saco embrionario (Reiser y
Fischer, 1993).

Dentro de cada Ovulo, el megasporocito o célula madre de la megaespora, sufre
meiosis para formar cuatro megaesporas haploides (Mascarenhas, 1993). De éstas,
solamente la méas cercana al micropilo sobrevive para formar el megagametofito, el
resto de las células se desintegran. La célula que sobrevive (megaespora funcional)
sufre tres mitosis para formar el saco embrionario hapolide, estructura que puede

ser observada en la figura 3 (Raghavan et al., 1997).
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Figura 3: Corte transversal del 6vulo de Limnocharis emarginata en el que se muestran las diferentes

parte que componen al évulo.

La célula madre de la megaspora se divide por mitosis para rendir 8 nucleos

organizados en grupos: un grupo cerca del micropilo y el otro del lado opuesto,
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llamado extremo calazal o calaza. Un nucleo de cada grupo migra hacia el centro y
forma los dos nucleos polares. Los tres nucleos cercanos al micropilo forman el
aparato del huevo (la célula huevo y dos sinérgidas), mientras que los nucleos
cercanos a la calaza forman las células antipodales. En todos los casos se forman
paredes celulares que separan los ndcleos, excepto para los ndcleos polares, las
cuales formaran la célula central del saco embrionario. De esta manera, el saco
embrionario que representa el gametofito femenino esta constituido por 7 células
haploides: una ovocélula, dos sinérgidas, una célula central (que contiene dos nucleos)
y tres antipodales (Maheshwari, 1950; Willemse y Vant Went, 1984; Haig, 1990; Huang
y Russell, 1992a; Reiser y Fischer, 1993). De estas 7 células, la célula huevo y los
ndcleos polares persisten en el saco embrionario, mientras las sinérgidas y las

antipodales tienen una existencia transitoria.

2.4  POLINIZACION

La reproduccion sexual en las Angiospermas inicia cuando el polen es transferido de
las anteras al estigma (Drews et al., 1998). A este proceso se le llama polinizacién y
contindia con la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico a través de las
paredes celulares del tejido de transmision del estilo, culminando con la descarga de

las células espermaticas al saco embrionario (Franklin-Tong, 1999).

2.4.1 VECTORES DE POLINIZACION

Para capturar a los granos de polen, los estigmas emplean interacciones adhesivas
rapidas y fuertes para retener los granos de polen, una vez que han sido transportados
por los polinizadores bidticos y abidticos (como los insectos y el viento). Las plantas
han desarrollado con el paso del tiempo diversas formas para atraer a los
polinizadores y asegurar su éxito reproductivo. Entre estas adaptaciones se
encuentran flores con pétalos de colores brillantes y vistosos, olores atrayentes y otras

recompensas como la produccion de néctar (Edlund et al., 2004).
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La asociacion en la que la planta ofrece algun tipo de recompensa al insecto que
transporta su polen, es un tipo de mutualismo, en el que la recompensa puede ser el
néctar o el polen, ambos le proveen alimento de alto contenido energético al

polinizador que los consume (Raven, 1992).

Numerosas plantas han evolucionado junto con sus polinizadores creando relaciones
complejas entre ellos. Los polinizadores también han reaccionado produciendo
cambios en su cuerpo para maximizar la obtencién de la recompensa, con ello se ha
establecido una relacion interdependiente entre la planta y su polinizador. En un
proceso conocido como coevolucion. La coevolucion es la interaccion entre dos
especies diferentes, en la que cada especie afecta el desarrollo de las caracteristicas

de la otra durante el curso de la evolucion (Raven, 1992).

Algunas plantas no usan animales para asegurar la polinizacion, sino que necesitan
del viento para estos efectos. La polinizacién por el viento o anemofilia es exitosa para
plantas que normalmente viven en areas vastas donde son la especie predominante
(casi como un monocultivo). La polinizacion anemdfila caracteriza a plantas primitivas
como las Gimnospermas y ha evolucionado independientemente en Angiospermas
como las Gramineas y los sauces. Estas plantas por lo general tienen flores pequerias
e inconspicuas (sin pétalos, color o néctar), las anteras y los estigmas son fimbriados o
plumosos expuestos al aire y ademéas producen grandes cantidades de polen de
tamafno diminuto para hacer mas facil su transporte por el viento. Las especies
anemdfilas tienen cubiertas de polen delgadas y podrian también haber evolucionado

como una fuente de alimento para los vectores bioticos (Lord y Russel, 2002).

2.5 EVENTOS POSTERIORES A LA POLINIZACION

La polinizacion induce un amplio espectro de respuestas en el pistilo. Estas incluyen
aguéllas relacionadas en el proceso de polinizacién y fecundacion y las respuestas

fisioldgicas que conducen a la senescencia floral y del pistilo (Herrero, 1992).
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2.5.1 Hidratacion del polen

El agua es el determinante principal para la integridad y estabilidad estructural de las
membranas celulares y la pérdida de esta barrera es la principal causa de disminucion

de la viabilidad del polen (Crowe et al., 1989).

Un paso crucial en la aceptacion de polen no propio en estigmas secos, ocurre en la
hidratacion del polen. Cuando el polen se libera de la antera esta deshidratado, con un
contenido de agua entre un 6 - 60%, siendo el grado de hidratacién especie-especifico
(Kerhoas et al., 1987). A pesar de la desecacion, el polen se mantiene viable si los
cambios estructurales que ocurren durante la deshidratacion son reversibles en la
rehidratacion. Por lo tanto, las condiciones bajo las cuales ocurre la pérdida de agua
pueden afectar significativamente la subsecuente adhesion y germinacion del polen
(Kerhoas et al., 1987; Lin y Dickinson, 1984; van Bilsen et al., 1994). La deshidratacion
del polen que generalmente ocurre justo antes de la antesis (apertura de la flor),
induce un estado de inactividad metabdlica que le confiere tolerancia al estrés
ambiental encontrado durante la dispersion por viento, insectos, aves y mamiferos y es
un requisito para la viabilidad del polen y su subsecuente germinacion (Lin y Dickinson,
1984).

Se presume que las proteinas tipo acuaporina son el principal regulador de la
hidratacion mediante el control del flujo de agua desde el estigma al grano de polen.
Las acuaporinas forman canales moleculares en la membrana citoplasmética para el
transporte de agua. En los estigmas humedos, los lipidos (trilinoleinas) también se han
implicado en la hidratacion del polen (Wolters-Arts et al., 1998). Hay evidencia
considerable que sugiere que los lipidos de cadena larga actian como sefales que
estimulan la hidratacion del polen (Preuss et al., 1993; Hllskamp et al., 1995).

En las Solenaceas los mayores componentes de los exudados hidrofébicos del
estigma son los triglicéridos (acidos grasos de cadena de 18C) (Cresti et al., 1986), los
cuales son esenciales para la germinacién del polen (Wolters-Arts et al., 1998).
También se ha postulado que la hidrofobicidad del exudado es un factor critico en la
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capacidad del polen para penetrar el estigma (Lush et al., 2000). Esto establece un
gradiente de agua en el exudado que es usado como una sefial que guia al tubo
polinico (Lush et al., 1998).

2.5.2 Germinacion del polen

Cuando el grano de polen es hidratado, el citoplasma del tubo polinico y algunos
genes se activan (Heberle-Bors et al., 2001). Algunos de los genes necesarios para la
germinacion han sido transcritos y el tubo polinico esta preparado para los siguientes
eventos que conducirdn a la fecundacion, la cual puede tomar horas o dias

dependiendo de la especie (Taylor y Hepler, 1997).

2.5.3 Crecimiento del tubo polinico

Después de la germinacion del polen, la penetracion hacia el interior del estilo es el
siguiente paso. Aqui el proceso varia considerablemente de una a otra especie,
estigma y tipo de estilo. La entrada es siempre por la matriz extracelular especializada
del pistilo que parece guiar al tubo polinico hacia el ovario (Lord, 2000). En los estilos
sélidos que tienen estigmas secos, los tubos polinicos tienen que penetrar una
cubierta externa lipidica de la papila estigmatica, la cuticula; mientras que en los
estigmas humedos, la entrada es directamente a la matriz extracelular de una papila
degenerada. Normalmente en los estilos abiertos, los estigmas son también abiertos y
estan cubiertos con una epidermis secretora, que se continda con el canal estilar, por
lo que la penetracion no es necesaria, sb6lo basta una guia a lo largo de la capa
secretora hacia el interior del estilo y luego hacia el ovario (Lord y Russel, 2002).

Después del arribo al 6vulo, el tubo polinico ingresa por el micropilo, empujando la
punta del tubo polinico donde se rompe y descarga a las células espermaticas
(Higashiyama et al., 2000). La célula sinérgida receptora sufre muerte celular ya sea
antes o hasta el arribo del tubo polinico. Durante la muerte celular de la sinérgida su
citoesqueleto sufre una reorganizacion, produciendo la formacion de dos bandas de F-

actina (Huang et al., 1993; Huang y Russell, 1994; Huang y Sheridan, 1994). Por otro
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lado, el contenido del tubo polinico, incluyendo las dos células espermaticas, es
liberado en el citoplasma de la sinergida degenerada. Posteriormente un esperma
migra a la ovocélula y el otro a la célula central muy probablemente a lo largo de las
bandas de F-actina (Huang et al., 1993; Huang y Russell, 1994; Huang y Sheridan,
1994).

2.5.3.1 Estructura del tubo polinico

La pared el tubo polinico es bipartita: una vaina interna de calosa ((1-3) p-glucano),
cubierto con una capa externa fibrilar compuesta en gran parte de pectina. La calosa
estd ausente en la punta del tubo polinico. En algunas especies los componentes de
pectina y celulosa de la capa fibrilar estan separados, formando una pared tricolumnar
(Heslop-Harrison, 1987; Li et al., 1994).

La elongacion del tubo polinico es un proceso de crecimiento de la punta, en el que el
citoplasma de la célula vegetativa, el nicleo y las dos células espermaticas estan
confinados a esta regiéon (Heslop-Harrison, 1987; Steer y Steer, 1989). A medida que
el tubo se elonga, tapones de calosa son formados periodicamente detras de la zona
citoplasmatica, aislandolo de la regién no-citoplasmatica del tubo. El crecimiento del
tubo polinico tiene lugar en la matriz extracelular del tejido de transmision estilar y

estigméatico y a lo largo de la superficie del 6vulo (Wheeler et al., 2001).

2.5.3.2 Papel del calcio en la germinacion y el crecimiento del tubo polinico

El requerimiento de Ca®" para la germinacion y el crecimiento del tubo polinico se ha
demostrado ampliamente, mediante la modulacion directa de la concentracion de iones
o el uso de agentes que interfieren con su transporte (Derksen et al., 1995; Feij6 et al.,
1995; Steer y Steer, 1989). In vitro, el calcio es esencial para el crecimiento del tubo
polinico (Brewbaker y Kwack, 1963), estd presente en el estilo en diversas
concentraciones a todo lo largo de la ruta de crecimiento del tubo polinico y se ha
demostrado que atrae los tubos polinicos de diversas plantas (Mascarenhas y Machlis

1962, Reger et al., 1992). Un gradiente de concentracion creciente de calcio ha sido
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observado a lo largo de la ruta de crecimiento del tubo polinico en el pistilo de
Antirrhinum. Una concentracion elevada de calcio se asocia con las células sinérgidas,
donde la ruptura de una de éstas antes de la entrada del tubo polinico crea una
concentracion local elevada alrededor del micropilo a través del cual el tubo polinico
entra. (Chaubal y Reger, 1992 a y b) Las dos células sinérgidas han sido implicadas en
el direccionamiento del crecimiento del tubo polinico. La célula sinérgida esta activa en
funciones secretoras (Huang y Russel, 1992) y se ha reportado que contiene una

elevada concentracion de calcio (Chaubal y Reger, 1992).

2.5.4 Doble fecundacién

Cien afnos atras, Nawaschin (1898) y Guignard (1899) descubrieron que los eventos de
la doble fecundacion tenian lugar en las angiospermas. Durante este proceso, los dos
ndcleos espermaticos son liberados del tubo polinico: una célula espermatica se
fusiona con la célula del huevo dando como resultado un cigoto diploide. La otra célula
espermatica se fusiona con los dos nudcleos polares de la célula central formando el
nacleo primario del endospermo triploide (Russell, 1992). El endospermo maduro
proveera nutrientes al embrion o semilla en desarrollo (Reiser y Fischer, 1993) y en
algunos casos persistird en la semilla madura como un tejido de reserva o sera
absorbido durante el desarrollo de la semilla (Vijayaraghavan y Prabnakar, 1984;
Lopes y Larkins, 1993). Después de la fecundacion, la flor finalmente se marchita y el
ovulo crece para convertirse en semilla, las paredes del ovario se van engrosando
para transformarse en el fruto. Con la doble fecundacién se completa el ciclo de vida

de las angiospermas.

2.6 La matriz extracelular del pistilo

La matriz extracelular (MEC) del pistilo provee soporte fisico y quimico, asi como
sefiales de direccionalidad para la elongacion del tubo polinico hacia el 6vulo
(Mascarenhas, 1975, 1993; Heslop-Harrison, 1987; Lord y Sandres, 1992). Durante el
crecimiento hacia el ovario, el tubo polinico estd en contacto directo con los

componentes de la MEC del tejido de transmision (Cheung, 1995).
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La composicién de la MEC del tejido de transmision estilar es una mezcla compleja de
moléculas, que son secretadas por las células del tejido de transmision, éstas son
azucares libres, polisacaridos, aminodcidos, glicoproteinas ricas en prolina y
glicolipidos (Wheeler et al., 2001).

2.6.1 Proteinas estilares asociadas con la nutricion, direccionalidad del

crecimiento y reconocimiento del tubo polinico

Las arabinogalactoproteinas (AGP) son ubicuas en las plantas y se han asociado a
diferentes funciones en el crecimiento, desarrollo y en los procesos de interaccion
célula-célula durante la polinizacion (Showalter, 1993; Kreuger y van Holst, 1993;
Serpe y Nothnagel, 1994). Las AGP constituyen la principal clase de proteinas en la
MEC del tejido de transmision del estilo y de los exudados del estigma (Gleeson y
Clarke, 1980).

Estudios de crecimiento del tubo polinico a través del tejido de transmision de N.
tabacum, permitieron la purificacion de una clase particular de AGP, la proteina
especifica del tejido de transmision (TTS) que estimula el crecimiento del tubo polinico
in vitro. Se piensa que las proteinas TTS son multifuncionales, ya que pueden
participar en la adhesién en el estilo, direccionamiento y nutriciébn del tubo polinico
(Cheung et al.,, 1993; Wang et al.,, 1993). La proteina TTS se encuentra en un
gradiente de glicosilacién en el estilo de tabaco e induce quimiotropismo del tubo

polinico in vitro (Wheeler et al., 2001).

Otra proteina que se ha asociado con la direccionalidad del crecimiento del tubo
polinico hacia el ovario, es la quimiocianina de Lilum longiflorum, la cual es una
proteina de 8 kDa que in vitro, reorienta el crecimiento del TP. Ademas, cuando su gen
ortdlogo en Arabidopsis thaliana es sobreexpresado in planta, provoca alteraciones en

el crecimiento de los TP.

La proteina 120K es otra AGP especifica de estilos de N. alata. Se ha reportado que

esta proteina se transporta desde la matriz extracelular del tejido de transmisién del
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estilo hacia el citoplasma del TP, en donde participa en la respuesta del rechazo del
polen S-especifico (Hancok et al., 2005).

Finalmente, en la MEC del tejido de transmision (TT) del estilo se encuentran las S-
RNAsas, las cuales son las determinantes femeninas del rechazo del polen en varias
especies de Solanaceas (Wheeler et al., 2001).

3 DESARROLLO DE POLEN

A pesar del rapido progreso en la clonacién molecular de las secuencias de los genes
del polen y la antera, so6lo una fraccién estimada de 20,000 secuencias involucradas
en el desarrollo del polen ha sido caracterizada (Mascarenhas, 1990; Twell, 1994). La
mitosis del polen | (MPI) representa un paso clave en la formacién del gametofito,
definiendo la transicion del desarrollo de la microespora a la fase de maduracion del
polen (Bedinger y Edgerton, 1900; Wang et al., 1992).

4 GENES EXPRESADOS EN EL POLEN

El desarrollo de microesporas en proliferacion a polen diferenciado esté caracterizado
por una represion a gran escala de la expresion genética (genes tempranos), que se
asocia con el fin de la proliferacion celular y la activacion selectiva de un nuevo grupo
de genes (genes tardios) implicados en la maduracion del polen y en los eventos

posteriores a la polinizacion (Honys y Twell, 2004).

Mascarenhas (1990) separo la expresion genética en el polen con base a la expresion
maxima antes (genes tempranos) o después (genes tardios) de la mitosis del polen.
Los transcritos de los genes “tempranos” son los primeros en detectarse después de la
meiosis, y son muy pocos o indetectables en el polen maduro; mientras los transcritos
de lo genes “tardios” son detectados y activados al tiempo de la mitosis de la
microespora y continlan su acumulacion a medida que el polen madura (McCormick,

1993). Los genes tardios incluyen varias secuencias polen-especificas que se piensa
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funcionan durante la germinacién del polen y el crecimiento del tubo polinico (Taylor y
Hepler, 1997).

Durante la mitosis Il del polen ocurre la transicion del polen bicelular al polen tricelular,
la cual estd acompafiada por una disminucion del nimero de diversas especies de
ARNmM y un incremento en la proporcion de transcritos gametofito-especificos (Honys y
Twell, 2004). La disminucién en la diversidad de ARNm después del estado bicelular
del polen se asocia con el final de la diferenciacion asi como también con el
almacenamiento de proteinas en el polen. Los ARNm y ARNr son acumulados durante
la maduracion del polen y son almacenados para su uso durante la germinacion del
polen (Schrauwen et al., 1990; Honys et al., 2000). El polen de Arabidopsis esta
cargado con una diversidad de ARNms almacenados que podrian ser usados para

mantener la germinacion del polen y el crecimiento del tubo polinico.

El periodo entre el arribo del polen al estigma y la fecundacion es llamado “fase
progamica” (Russel y Dumas, 1992). La fase progamica en el desarrollo del gametofito
masculino es iniciada con la hidratacién del polen e involucra la activacién de procesos
catabdlicos y de sintesis requeridos para el crecimiento rapido del tubo polinico. Para
lograr y mantener este crecimiento explosivo, el polen acumula y almacena grandes
cantidades de proteina y ARN. El polen maduro sin germinar contiene proteinas que
fueron sintetizadas durante su maduracion, asi como también los ARNm almacenados
gue son traducidos en la germinacion (Mascarehnas, 1989). Esta establecido que tanto
la regulacion de la transcripcion como la traduccidn juegan un papel importante en los
patrones globales y especificos de expresion genética durante la maduraciéon del polen
(Twell, 1994). Hay dos ejemplos que documentan la regulacién traduccional del ARNm
almacenado en el polen: la represion traduccional del ARNm p69 de tabaco (Storchova
et al.,, 1994) y el aumento traduccional del ARNm de lat52 en tomate (Bate et al.,
1996).

Dentro de los genes que caen en la categoria de genes tardios estan el gen de tabaco
NTP303 (Weterings et al., 1992) y el gen del tomate LAT51 (McCormick, 1991), cuya
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expresibn maxima se presenta en el polen maduro y codifican para proteinas que
muestran similitud con la secuencia de la ascorbato oxidasa del pepino (Ohkawa et al.,
1989).

En la tabla 1 se muestra un resumen de los genes expresados en el polen maduro,

reportados a la fecha.
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Tabla 1 Genes expresados en polen maduro y/o tubos polinicos de diferentes especie

Gen/especie

Funcién/homologia

Localizacion

Referencia

PAB5
Arabidposis
thaliana

Tual

Arabidposis thaliana

Bcpl

Brassica campestris

Gs15
Glycine max

CDPK
Zea Maiz

Pex1
Zea Maiz

PGc9
Zea Maiz

W2247
Zea Maiz

Zmi13
Zea Maiz

nelF-4A8
Nicotiana tabacum

NTP303
Nicotiana tabacum

chiA (PAz)
Petunia hybrida

Ppel
Petunia inflata

Proteina de unién poli(A)

Tubulina

Tipo PAG
Sintasa
de Glutamina

Proteina cinasa

Dependiente de Ca*?

Tipo extensina
Quimérica

Poligalacturonasa

Poligalacturonasa

Inhibidor de
proteasas / LAT52

Helicasa de ARN

ascorbato oxidasa/
LAT51, Bcpl0
Chalcona isomerasa

Pectina esterasa/
Bp19

Polen Germinado

Polen
Germinado

Polen
Germinado

Polen
Germinado

Polen
Germinado

Pared del tubo polinico,
tapones de calosa

Pared del tubo polinico,

Punta del tubo polinico

Citoplasma de la
Célula vegetativa

Polen
Germinado

Citoplasma de la célula

vegetativa, punta del tubo

Polen
Germinado

Tubo polinico

Belostotsky & Meagher,
1996

Carpenter et al., 1992

Theerakulpisut et al.,
1991

Marsolier et al.,1993

Estruch et al.,1994

Rubinstein et al., 1995

Dubald et al.,1993

Allen & Lonsdale, 1993.

Tebbutt & Lonsdale,
1995.

Hanson et al., 1989

Brander & Kuhlemeier,
1995

Weterings et al.,1992

van Tunen et al., 1990

Mu et al., 19942

Tabla 1 Genes expresados en polen maduro y/o tubos polinicos de diferentes especies
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Genlespecie

Funciéon/homologia

Localizacion

Referencia

PRK1
Petunia inflata

Ps1
Oryza sativa

receptor-tipo
proteina cinasa

Inhibidor de proteasas/

LAT52/pZm13

Tubo polinico

Tubo polinico

Mu et al., 1994b

Zou et al., 1994

LAT51 ascorbato oxidasa/ Punta del tubo Ursin et al ., 1989
Lycopersicum Bpl0/NTP303 y citoplasma

esculentum

LAT52 Inhibidor de tripsina Punta del tubo y citoplasma, Twell, 1992
Lycopersicum Kunitz /pZm13 nucleo de la célula vegetativa Ursin et al ., 1989
esculentum

LAT56 liasa pectate / Punta del tubo y Dircks et al., 1996
Lycopersicum LAT59 / TP10/Zm58 Ursin et al ., 1989
esculentum Citoplasma

LATS8 Ninguno Punta del tubo y citoplasma  Ursin et al ., 1989
Lycopersicum

esculentum

LAT59 liasa pectate / Punta del tubo y citoplasma  Ursin et al ., 1989
Lycopersicum LAT56 / TP10 / Zm58

esculentum

4.6 Proteina NTP303

A pesar de que los genes tardios son activados transcripcionalmente antes de la
deshidratacion del polen, su persistencia durante la germinacion y crecimiento del tubo

polinico demuestra su funcién durante estas etapas (Taylor y Hepler, 1997).

El analisis mas completo de transcripcién durante la germinacién del polen es el del
gen NTP303 de N. tabacum, este gen codifica para una proteina N-glicosilada de 69
kDa (Capkova et al., 1997) que tiene homologia con las ascorbato oxidasas (Ohkawa
et al., 1989).
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La proteina NTP303 de 69 kDa es originada a partir de la N-glicosilacion de un
precursor de 58 kDa (Storchova et al., 1994), con un tipo de glicosilacion que tiene

lugar en el reticulo endoplasmico (Capkova et al., 1997).

NTP303 es parte de una familia de 5 miembros de genes expresados en el polen
(NTP101, NTP201, NTP302 y NTP805 (Weterings et al., 1995). Su expresion es
regulada tanto a nivel transcripcional como traduccional. Estudios en la expresion de
los genes tardios del desarrollo del polen sugieren que algunos transcritos son
almacenados, posponiendo su traduccion hasta el momento en que la proteina es
requerida (Mascarenhas, 1993). Los transcritos de NTP303 son sintetizados
especificamente en el ndcleo vegetativo y se empiezan a acumular durante la
maduracién del polen y el crecimiento del tubo polinico, justo antes de la mitosis de la
microespora, la cual dara lugar al microgametofito bicelular (Twell, 1994; Weterings et
al., 1992, 1995).

Por ensayos de hibridacion en Northen se han detectado transcritos de NTP303 en
tubos polinicos crecidos por 72 h en el tejido de transmision estilar. Para este tiempo,
el tubo polinico ha alcanzado el ovario. EI ARN fue localizado en la célula vegetativa y
en la punta del tubo polinico (Weterings et al., 1995). La punta del tubo polinico
despliega una alta actividad metabdlica manteniendo principalmente la sintesis de la

pared del polen (Heslop-Harrison, 1987).

El incremento repentino y la acumulacién de la cantidad de transcritos de NTP303
después de la primera mitosis haploide, aunado a la presencia de la proteina en el
polen germinado sugieren que NTP303 podria estar implicado en el proceso de
fecundacion, lo que sugiere que su ARN tiene un papel en la germinacién o en el
crecimiento del tubo polinico, mas que en el desarrollo del microgametofito (Frankis y
Mascarenhas, 1980).

La sintesis de proteinas es iniciada muy rapidamente durante la germinacién del polen

(Mascarenhas, 1993). Entre el estado bicelular y el polen maduro, la proteina NTP303
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es dificilmente detectada (Groot et al., 2004), sin embargo se empieza a acumular en
gran cantidad cuando los granos de polen se rehidratan y germinan (Wittink et al.,
2000). La proteina NTP303 se detecta en el polen que ha germinado in vitro o in vivo,
pero no en polen maduro, tampoco se detecta en los extractos de otros Organos
(sépalos, pétalos, estambres, pistilo, raices, hojas, tallo, anteras y filamento) (Wittink et
al., 2000). La acumulacién de la proteina NTP303 es proporcional a la longitud del
crecimiento del tubo polinico y se asocia con la fraccibn membranal (Wittink et al.,
2000). Estudios de inmunolocalizacion de NTP303, muestran que esta proteina se
acumula en la membrana plasmatica de la célula vegetativa del tubo polinico que
rodean a la célula vegetativa, de la célula generatriz, en los tapones de calosa y en las
paredes del tubo polinico (Wittink et al., 2000). Sin embargo, su funcién precisa
durante la elongacién del tubo polinico no es clara, y se sugiere también que podria

estar involucrada en las interacciones polen-pistilo.
4.7 Receptores tipo cinasa

Desde la clonacién en plantas del primer gen de un receptor tipo cinasa (RLK) (Walker
y Zhang, 1990), han sido identificados un gran nimero de este tipo de genes. Estos
RLK fueron clasificados con base en la naturaleza de las proteinas relacionadas con
sus dominios extracelulares en tres clases. Las de clase con dominio S, clase ricas en

Leuy, las de la clase de crecimiento epidermal (Braun y Walker, 1996).

Los receptores tipo cinasa en las plantas juegan un papel importante en muchas rutas
de transduccion de sefiales y estan involucrados en diversos procesos del desarrollo
de la planta, incluyendo la polinizacién (Tang et al., 2004). El receptor tipo cinasa del
estilo (SRK) ha sido implicado en el proceso de reconocimiento del polen que ocurre
en el sistema de autoincompatibilidad (Al) de Brassica (Stein et al., 1991; Goring y
Rothstein, 1992).

El grupo de receptores de cinasas de plantas tiene dominios extracelulares

compuestos por un namero variable de dominios repetidos ricos en Leucina (LRR),

gue funcionan como sitios de interaccion proteina-proteina (Guyon et al., 2004). Las
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cinasas LRR median diversas vias, incluyendo el mantenimiento del meristemo,
gametogénesis masculina, desarrollo de la semilla y embriogénesis somatica (Wengier
et al., 2003). También se reporta que en las plantas, las cinasas-LRR participan en el
desarrollo, interacciones parasito-hospedero, percepciéon fitohormonal y crecimiento
del tubo polinico (Guyon et al., 2004).

A diferencia de las cinasas inhibidoras involucradas en la respuesta de Al en Brassica,
los receptores de cinasas expresados en el polen pueden estimular su desarrollo y el
crecimiento del tubo polinico en polinizaciones compatibles. La fecundacion exitosa
requiere de sefales de ligando-receptor cinasa que regulen el crecimiento del tubo
polinico (Johnson y Preuss; 2003). Estos incluyen el receptor tipo cinasa del polen 1
(PRK1) de Petunia y tres cinasas de tomate polen especificas (LePRK1, LePRK2,
LePRK3). Estos RLK tienen dominios extracelulares con 5 o 6 motivos repetidos ricos
en leucina (LRR) y un dominio intracelular de cinasa. LePRK1 y LePRK2 codifican
cinasas activas, las cuales se concentran en la membrana plasmatica del tubo polinico
(Muschietti et al., 1998).

PRK1, un RLK de Petunia expresado predominantemente en el polen, regula una via
de transduccion de sefales que es necesaria para que las microesporas se desarrollen
de un estado unicelular a uno bicelular. Una proteina llamada proteina de interaccion
de la cinasa 1 (KIP1) se encontré que interacciona muy fuertemente con PRK1-K
(Skirpan et al., 2001). El transcrito de KIP1 es de aproximadamente 3.4 kb y al igual
gue el transcrito de PRK1 es detectable en granos de polen maduros, pero no en el

estilo, ovario, pétalos, hojas, raiz o sépalos (Skirpan et al., 2001).

Durante el desarrollo del polen, el mensaje de PRK1 es detectado primero en anteras
cuando las microesporas sufren mitosis | del polen para producir las microesporas
bicelulares, luego el nivel del mensajero se incrementa y alcanza su punto maximo en
el polen maduro y se mantiene asi incluso en tubos polinicos germinados in vitro
(Skirpan et al., 2001).
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En la bausqueda de genes de cinasas polen-especificos (componentes potenciales de
la transduccidon de sefiales en las interacciones polen-pistilo), se aislaron del tomate
dos receptores tipo cinasas (RLK) relacionados estructuralmente, LePRK1 y LePRK2.
Estas cinasas son similares a la expresada en el polen de Petunia inflata PRK1, pero
éstas a diferencia de PRK1, son expresados tardiamente durante el desarrollo del
polen, por lo que se piensa que estan involucradas en eventos posteriores a la

polinizacién, mas que en el desarrollo del polen (Skirpan et al., 2001).

En el polen, LePRK1 y LePRK2 son encontradas como un complejo proteico de
aproximadamente 400 kDa que persiste en la germinacion del polen. El complejo es
destruido cuando el polen es germinado in vitro en presencia de extractos de estilo
(Wengier et al., 2003).

LePRK1 y LePRK2 son expresados exclusivamente en polen maduro y en la
germinacion y sus productos estan asociados con la membrana/pared celular del tubo
polinico en crecimiento. Se piensa que las proteinas del polen involucradas en las
interacciones polen-pistilo podrian ser expresadas durante los ultimos estados del
desarrollo del polen. Estudios de expresién de estas cinasas demostraron que la
cantidad de LePRK1 es equivalente en polen maduro y polen germinado, pero la
cantidad de LePRK2 se incrementa, alcanzando su maxima expresion después de la
germinacion del polen (Muschietti et al., 1998). El analisis de ARN muestra que la
expresion de LePRK1 y LePRK2 se restringe a los ultimos estadios de desarrollo del
polen. Debido a esto, es posible que los receptores de cinasa especificos del polen en
tomate LePRK1 y LePRK2 tengan un papel en la adhesion y en la sefializacion

durante el crecimiento del tubo polinico (Muschietti et al., 1998).

El dominio extracelular de LePRK2 interactia con una proteina extracelular polen
especifica llamada LAT52 (Twell et al., 1989), antes de la germinaciéon (Tang et al.,
2004); Se piensa que esta interaccidon activa una cascada de sefiales requerida para el
inicio del crecimiento del tubo polinico. La proteina LAT52 es rica en cisteina y se sabe

gue es escencial durante la hidratacion del polen y el crecimiento del tubo polinico.
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LAT52 antes de la germinacion puede formar un complejo con LePRK2, pero después
de la hidratacion y germinacién del polen, LAT52 no interactia mas con LePRK2.
LAT52 podria tener un papel en dos diferentes fases: durante la hidratacion-
germinacion y durante el crecimiento del tubo polinico (Tang et al., 2002), ya que si se
expresa en antisentido en el polen, se observa in vivo un fenotipo mutante en el pistilo;
en el que muchos granos de polen no germinan, y los que lo hacen producen tubos
polinicos con un patrén de crecimiento acortado y torcido, que no alcanzan a salir del
estilo y, que en consecuencia no logran la fecundacién (Muschietti et al., 1994). El
fenotipo mutante in vitro es mas severo, pues el polen fracasa en su hidratacion y
germinacion. Estos resultados presentados por Tang y colaboradores (2002) indican
gue LAT52 podria tener un papel esencial en la activacion de una cascada de
sefalizacion via la interaccion con LePRK2 (Tang et al., 2002). Es posible que la
disociacion de LAT52 y LePRK2, o la unién de LePRK2 con otras proteinas, sirva
como un punto de control para el crecimiento del tubo polinico. Las interacciones entre
LePRK2 y sus ligandos podrian representar un sistema de sefializacion autocrino del
polen que juega un papel vital en la regulacién del inicio y mantenimiento del

crecimiento del tubo polinico (Tang et al., 2002).

Ensayos in vitro de union con el dominio de LePRK2, sugieren que la proteina
LeSTIG1 puede desplazar la unién con LAT52 (Tang et al.,, 2004). LeSTIG1 es una
proteina pequefia rica en cisteina exclusiva del pistilo que in vitro puede unir dominios
extracelulares de LePRK1 y LePRK2. La expresion de LeSTIG1, es mas fuerte en el

estigma, débil en el estilo y no detectable en el ovario (Tang et al., 2004).

SHY, es un gen polen especifico identificado en una busqueda de genes encendidos
durante la germinacion del polen, codifica para una proteina de 38.4 kDa con
repeticiones ricas en leucina (LRR), que se cree se secreta (Guyon et al., 2000). Las
plantas transgénicas que expresan una copia en antisentido de SHY en polen
producen pocas semillas, la plantas homdcigas presentan tubos polinicos que no
logran llegar al 6vulo y los tubos polinicos presentan depdsitos anormales de calosa
(Guyon et al., 2004).
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En Petunia, la expresion de SHY esta encendida en los estadios tempranos del
crecimiento del tubo polinico y es inducida por flavonoides, los cuales son requeridos
para la germinacion del polen (Guyon et al., 2000). El homologo de esta proteina en
tomate fue denominado LeSHY el cual codifica una proteina con dominios ricos en
leucina. LeSHY se expresa altamente en polen maduro y después de la germinacion in
vitro del polen, pero ningun transcrito fue detectado en raiz, hoja o semilla (Tang et al.,
2004). El ortélogo de SHY en tomate, también interacciona con un dominio de LePRK2
(Guyon et al., 2004).
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5 ANTECEDENTES INMEDIATOS

En nuestro laboratorio estudiamos el control genético de las interacciones polen-pistilo
gue participan en el reconocimiento y rechazo del polen propio en N. alata. Como parte
de esta investigacion identificamos y clonamos un ADNc (AFLP25) de ~200 pb en N.
alata, el cual segregaba especificamente con el alelo SC10. La secuencia del ADNc
mostro una alta identidad con el gen NTP303 de N. tabacum, el cual codifica para una
proteina glicosilada de 69 kDa. Como se mencioné antes NTP303 se acumula en el
grano de polen maduro y se asocia con el crecimiento del tubo polinico. EI ARNm de
Ntp303 solo se traduce después de que el grano de polen ha germinado, con la
maxima acumulacion de la proteina a las 24 horas de germinacion. Este hecho sugiere
gue la funcién de la proteina Ntp303 es durante el crecimiento del tubo polinico. Se
cree que el producto de Ntp303 participa directamente en la interaccion del tubo
polinico con el estilo, una interaccion que es indispensable para que se lleve a cabo la

fecundacion. Sin embargo, su funcién precisa durante la polinizacion es desconocida.
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6 HIPOTESIS

Dada la gran similitud entre el ADNc AFLP25 con el gen NTP303 de Nicotiana
tabacum, es muy probable que debido a la cercania filogenética de Nicotiana tabacum
y Nicotiana alata, la ultima codifique un gen ortélogo a NTP303.

7 OBJETIVOS

1. Clonar un ADNc de Nicotiana alata que codifique la regién amino terminal de la

proteina ortéloga a NTP303 de Nicotiana tabacum.

2. Sobreexpresar el producto codificado en el ADNc de Nap303 en Escherichia

coli.
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8

MATERIALES Y METODOS

8.1 Extraccion de ARN total

Tubo 1

5 mL de amortiguador de extraccién (Urea 7M, Tris 100 mM, EDTA 10 mM pH 8.0,
SDS al 1%, B -mercaptoetanol* al 1%. NOTA*: este ultimo se adiciona al momento
del uso).

5 mL de PCI (fenol 50%, cloroformo 49% y alcohol isoamilico 1%).

Tubo 2

5 mL de PCI.

Tubo 3

5 mL de cloroformo.

Tubo 4

1 mL de acetato de amonio 10 M.

Se afiadieron de uno o dos gramos de anteras maduras de N. alata (los cuales
estaban congelados a -70° C) en un mortero, se tritur6 con N, liquido y antes de
descongelarse el tejido se coloco en el tubo 1. Se agitdé vigorosamente con vortex
de 2-3 min.

Centrifugar a 8,000 rpm por 10 min a una temperatura de 20° C

Se recuperé la fase acuosa, que se colocé en el tubo 2 y se agitd con vortex de 2-3
min.

Centrifugar a 8,000 rpm por 10 min a una temperatura de 20° C

Se recuper6 el sobrenadante, que se colocé en el tubo 3 y se agitd con vortex de 2-
3 min.

Centrifugar a 8,000 rpm por 10 min a una temperatura de 20° C.

Se recupero el sobrenadante y se colocé en el tubo 4, al cual se le adiciond un
volumen de Isopropanol frio. Esta mezcla se incubé a -20° C por 30 min.

Centrifugar a 8,000 rpm por 15 min a una temperatura de 4° C.
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Se desechd el sobrenadante y el botén se resuspendié en: 3mL de agua con
dietilpirocarbonato (DEPC al 0.3%), 1mL de acetato de amonio 10M y 6 mL de
etanol absoluto.

La mezcla se incub6 toda la noche a -20° C. Posteriormente se centrifugd a 8,000
rpm por 15 min a una temperatura de 4° C.

Desechar el sobrenadante y resuspender el boton en 3mL de agua DEPC, 3 mL de
LiCl 8M. Se incub6 en hielo 2 h y se centrifugé a 8,000 rpm por 15 min a una
temperatura de 4° C.

Desechar el sobrenadante y resuspender el boton en 3mL de agua DEPC vy
precipitar con 1/3 de volumen de acetato de amonio 10M y dos voliumenes de
etanol absoluto; se mezclé e incubd 30 min a -20° C. Posteriormente se centrifugo
a 14,000 rpm por 15 min a una temperatura de 4° C.

Se desecho el sobrenadante y se resuspendié en 200 uL de agua de DEPC. EL

ARN total se almacen6 a -80° C hasta su uso.

NOTA: Los tubos de teflon con los que se trabajé durante las centrifugaciones se

enjuagaron con dietilcarbamato (DEPC) y se hornearon toda la noche a 200° C para

eliminar RNAsas presentes.

8.2 Sintesis de ADNc de cadena sencilla

1. Se mezclaron cantidades iguales (2ug) de ARN total. Se afiadié 1uL de cebador
oligo dt-(12-18) y se llevo a 12 uL con agua DEPC. Se incubé a 70° C durante 5
min y se paso inmediatamente a hielo.

2. Ala mezcla anterior se afiadieron:

4 uL amortiguador de la primera cadena de ADNCc (Invitrogen, USA)
2uLDTT 0.1 M
1 uL dNTPs 10 mM

3. Las reacciones se incubaron a 42° C por 2 min, se afiadié 1 uL de transcriptasa

reversa (200U/uL, Invitrogen) y se incubo 2 h a 42° C. El volumen final de

reaccion fue de 20uL.
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8.3 Disefio de los oligonucleotidos para la amplificacion de un ADNc ortélogo a
NTP303 en N. alata

Con base en la secuencia reportada del gen NTP303 de N. tabacum se disefaron los
oligonucledtidos Na303609-R y Na-303609-F, los cuales fueron dirigidos contra una
region del ADNc que codifica una region interna hacia el extremo NH3" de la proteina
NTP303:

Na303609-F
5 -GTG TTT GGG GAT TAA AGA AT -3

Na303609-R
5 -TGATAATAC CAT CAG GCC TG -3

El producto de PCR esperado fue de 607 pb, el templado que se utiliz6 fue el ADNc de
cadena sencilla sintetizado a partir de ARN total de anteras maduras de N. alata.
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8.4 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Mezcla de reaccién para el PCR:

Tabla 2. Reactivos utilizados para la amplificacion del ADNc de N. alata ortdlogo a

NTP303
Reactivo Cantidad
ADN templado? 3L
Primer Na303609-R 50ng/uL 1 uL
Primer Na-303609-F 50ng/uL 1pulL
Amortiguador de PCR 10 X 4ul
MgCl, 50 mM 1.2 uL
dNTP’s 5 mM 1.6 uL
Taq polimerasa 5 u/uL 0.3 uL
Agua destilada 27.9 uL
40 uL

! Se empleo como ADN templado ADNCc sintetizado de anteras maduras de Nicotiana

Alata BT.

Se ensayaron diferentes temperaturas de alineamiento y concentraciones de dNTP’s
hasta que se encontraron las condiciones con las que se obtuvo una buena

amplificacion. Las condiciones de amplificacién se muestran en la tabla 3:

Tabla 3. Condiciones utilizados para la amplificacién del ADNc de N. alata ort6logo a

NTP303

Condiciones Numero de ciclos
94° C 3 minutos 1 ciclo
94° C 30 seg
50°C 1 minuto 30 ciclos
72° C 1 minuto
72° C 5 minutos 1 ciclo
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8.5 Purificacion de los fragmentos amplificacion por PCR

Los productos de la amplificacion por PCR fueron analizados electroforéticamente en
un gel de agarosa al 1.5 %. El fragmento de 607 pb se purificé de un gel de agarosa
de bajo punto de fusion empleando el equipo Concert TM Rapid Gel Extraction

Systems (Invitrogen, USA) mediante la siguiente técnica:

Antes de iniciar: precaliente una alicuota del amortiguador TE a una temperatura entre
los 65° C y 70° C. Equilibrar un bafio de agua o un bloque de calentamiento a 50° C.
Verificar que el amortiguador de lavado se le haya agregado el etanol (agregar 140
mL).

1. Cortar el area del gel que contiene el fragmento de ADN a purificar empleando una
navaja limpia. Minimizar la cantidad de agarosa alrededor del fragmento.

2. Pesar el gel.

2.a Para geles de agarosa < 2%, depositar no mas de 400 mg de gel en un tubo
de polipropileno de 1.5 mL. Dividir el gel excedente en tubos adicionales.
Adicionar 30 uL del amortiguador de solubilizacion de gel preclentado por cada 10
mg de gel.

2.b Para geles de agarosa > 2%, depositar no mas de 400 mg de gel en un tubo
de polipropileno de 5 mL. Dividir el gel excedente en tubos adicionales. Adicionar
60 uL del amortiguador de solubilizacion de gel por cada 10 mg de gel.

3. Para solubilizar el gel, incubarlo a 50° C por 15 min. Mezclar por inversion cada 3
min. Después de que el gel se ha disuelto, incubar por 5 min mas.

4. Colocar una columna de purificacion de ADN en un tubo de lavado de 2 mL.
Pipetear la mezcla del paso 3 en la columna y centrifugar a 13,000 rpm por 1
minuto. Descartar el sobrenadante.

5. Adicionar 500 pL de amortiguador de solubilizacién de gel en la columna. Incubar a
temperatura ambiente por 1 minuto, posteriormente centrifugar a 13,000 rpm por 1
minuto. Descartar el sobrenadante. NOTA: Este lavado se recomienda cuando se

han agregado mas de 250 mg de gel en la columna o cuando se requiere de alta
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pureza de ADN, como en el caso de que se vaya a secuenciar o para usar en
transcripcion in vitro.

6. Adicionar 700 uL de amortiguador de lavado en la columna e incubar por 5 min a
temperatura ambiente. Centrifugar a 13,000 rpm por 1 minuto. Descartar el
sobrenadante. Centrifugar nuevamente por 1 minuto para remover los residuos del
amortiguador.

7. Pasar la columna a un tubo de recuperacion de 1.5 mL. Adicionar 50 uL de TE
precalentado a 65-70° C directamente en el centro de la columna. Incubar por 1
minuto a temperatura ambiente, posteriormente centrifugar a 13,000 rpm por 2 min.
Recuperar eluato con el ADN. NOTA: Todas las centrifugaciones se realizan a

temperatura ambiente.

El ADNCc ya purificado se ligé al vector pGEM-Teasy (Promega, USA) Figura 4, en el
sitio EcoRI de la regiéon de clonacion mdultiple empleando la reaccion de ligado de la
tabla 4

Xmn| 2009
Nae |
Scal 1890 2707 Tl
\ 1 start
f1 ori Apal 14
Aatll 20
Sph 26
BstZ | 3N
Neoll 37
Amp'
P pGEM®-T Easy tacZ BstZ1 | 43
Vector T 1 Soe

ac Il 49
(3015bp) EcoR| | 52
Spel 64
FcoR | 70
Not 1 77
BstZ | 77
Pstl 88
ori Safl 90
Nde | a7
Sacl 109
BstX | 118
Nsil 127
141

T spe

Figura 4. Mapa del vector pGEM T easy empleado para clonar el fragmento de 607 pb aislado de
ADNCc de antera de N. alata . Se observa el sitio de clonacion EcoRI utilizado.
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Tabla 4. Reactivos utilizados en la reaccién de ligado

Reactivo Cantidad
Inserto de ADN? 5l
Amortiguador T4 ligasa 2X 1ul
vector pGEM 1uL
T4 ADN ligasa 1u 4ul

El producto de la reaccién de ligado se incub6 2 horas a temperatura ambiente.

Una vez ligado el ADNc Na600 a pGEM-T easy, el plasmido recombinante se utilizd
para transformar células competentes de E. coli DH5a, mediante el siguiente

protocolo:

1. A 100 pL de células competentes DH5a se les agregaron 5 uL de la reaccion de
ligado.

Incubar 30 min en hielo.

Incubar a 42° C por 40 seg.

Incubar 2 min en hielo.

Adicionar 1000 uL de medio LB con una concentraciéon 20 mM de glucosa.

Incubar a 37° C con agitacion (aprox 200 rpm) por una hora.

N o o b~ D

Centrifugar a 12,000 rpm 30 seg y eliminar el sobrenadante.Resuspender el boton
celular en 100 pL de medio LB.

8. Las bacterias transformadas se siembran en agar Luria sélido adicionado con 100
ug/mL de ampicilina mas 0.5 mM isopropil- p-D-tiogalactésido (IPTG) y 80 pug/mL
de X-Gal, estos dos reactivos se adicionan cuando se transforma con el plasmido
pGEM, el cual tiene un sitio mdltiple de clonacion dentro del gen de la B-
galactosidasa, la cual hidroliza al X-Gal produciendo una coloraciéon azul, con lo
gue es posible diferenciar las clonas transformantes de las transformantes

recombinantes, ya que al interrumpirse la secuencia de este gen con el inserto a

2 Se utilizé el ADN de 607 pb purificado del gel de agarosa de bajo punto de fusion
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clonar, se obtienen clonas blancas, debido a la incapacidad de la p-galactosidasa
ahora mutada, de degradar el X-Gal.
9. Las placas de LB-Agar se incubaron toda la noche a 37° C.

8.6 Purificacion de un ADN del plasmido recombinante

Se purific6 el plasmido de tres colonias blancas aisladas transformantes-
recombinantes. La purificacion del plasmido se realiz6 con el Equipo de “Marligen
Bioscience para Extraccion rapida de plasmido”. El procedimiento para purificar el ADN

plasmidico es el siguiente:

Antes de iniciar: se precalenté una alicuota del amortiguador TE (ver Apéndice) a una
temperatura entre los 65 y 70° C. Verificar que se le haya agregado RNAsa A
(20mg/mL) al amortiguador de suspension celular a un concentracion final de 20
ug/uL; ademas, que no se ha formado un precipitado en amortiguador de lisis celular
(ver Apéndice). Verificar que el etanol haya sido agregado al amortiguador de lavado
(ver Apéndice).

1. Centrifugar de 1 a 5 mL de un cultivo celular incubado toda la noche, hasta
remover todo el medio.

2. Adicionar 250 pL de la solucién del amortiguador de suspension celular (ver
Apéndice) al paquete celular y resuspenderlo hasta homogenizar.

3. Adicionar 250 uL del amortiguador de lisis celular. Mezclar ligeramente por
inversion del tubo cinco veces. No emplear vortex. Incubar a temperatura
ambiente por 5 min.

4. Adicionar 350 uL de amortiguador de neutralizacion (ver Apéndice) y mezclar
inmediatamente por inversion del tubo cinco veces. No emplear vortex.
Centrifugar la mezcla a 13,000 rpm por 1 minuto.

5. Colocar una columna en un tubo de lavado de 2 mL. Cargar el sobrenadante del
paso 4 en la columna. Centrifugar la mezcla a 13,000 rpm por 1 minuto.
Descartar el eluato.
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6. Lavado opcional: adicionar 500 uL del amortiguador de lavado opcional (ver
Apéndice) a la columna. Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto.
Descartar el eluato. (El lavado se recomienda cuando se usan cepas de
bacterias ricas en nucleasas).

7. Lavado de la columna: Adicionar 700 uL del amortiguador de lavado de la
columna. Centrifugar a 13,000 rpm por 1 minuto. Descartar el eluato.
Centrifugar nuevamente a 13,000 rpm por 1 minuto para remover residuos del
amortiguador de lavado.

8. Pasar la columna a un tubo limpio de 1.5 mL. Adicionar 75 uL de amortiguador
TE precalentado directamente en el centro de la columna. Incubar a

temperatura ambiente por 1 minuto, luego centrifugar a 13,000 rpm por 2 min.

Como el fragmento de 607 pb se ligd en el sitio Eco RI. EI ADN plasmidico de cada
clona fue digerido con EcoRI para liberar el inserto del ADNc. Los productos de
digestion se fraccionaron electroforéticamente en un gel de agarosa al 1.5 % tefido

con bromuro de etidio.

8.7 Clonacion en el vector de expresion pGEX

8.7.1 Disefio de los oligonucledtidos

Para sobreexpresar un fragmento de la proteina Na303 se disefiaron los
oligonucledtidos de una region interna del ADNc de 607 pb de N. alata, que codifican
una region de la proteina Na303 hacia el extremo NH3*. El tamafio de este ADNc fue
de 424 pb. Los oligonucleétidos ademas incluyeron en sus extremos los sitios de
restriccion: EcoRIl y BamHI, para que Na303 se expresara en marco con Glutation S-
transferasa (GST).

NA 600GA-FBAM
5'GGC CCG GAT CCT GTG TTT GGG GAT TAA AGA A3’
Sitio BamHI
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NA 600GA-RECO
5'GGC CGA ATT CGT AGC TACCGATTT GGT CCT T3
Sitio EcoRl

Con los oligonucledtidos Na 600 GA —Fbam y Na-600 GA-REco se realiz6 una
reaccion de PCR usando como templado: el ADN de 607 pb. La mezcla de reaccion
para el PCR se observa en la tabla 5.

Tabla 5. Reactivos utilizados para la amplificacion del fragmento de 424 pb (Nap303)

Reactivo Cantidad
ADN templado® 2 uL
Primer NA 600GA-FBAM 50ng/uL 1ulL
Primer NA 600GA-RECO 50ng/uL 1ul
Amortiguador de Taq polimerasa Platinium 10 X 4ul
MgSOq4 50 mM 1.2 uL
dNTP’s 5mM 1.6 uL
Tag polimerasa Platinium 5 u/uL 0.3 uL
Agua destilada 28.9 uL

3 Se empleo como templado el ADN de 607 pb

Las condiciones de amplificacion se muestran en la tabla 6:

Tabla 6. Condiciones utilizados para la amplificacion del ADNc de N. alata ortélogo a
NTP303

Condiciones Numero de ciclos
94° C 3 minutos 1 ciclo
94° C 30 seg
50°C 1 minuto 50 ciclos
72° C 1 minuto
72° C 5 minutos 1 ciclo
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Los productos de PCR y el vector pGEX fueron digeridos con las enzimas de
restriccion EcoRI y BamHI. Las digestiones, se incubaron a 37° C por dos horas. Las
muestras se fraccionaron electroforéticamente en un gel de agarosa al 1.5%.
Posteriormente las bandas de ADNc correspondientes al fragmento de 424 pb y a
pGEX se cortaron y purificaron del gel, empleando el equipo GIBCO RBL Concert™
Rapid Gel Extraction Systems. Esto se realiz6 con el proposito de anular cualquier
probabilidad de recircularizacion del vector durante la reaccion de ligado, o la
interferencia de los demas fragmentos de ADN presentes en las muestras. EI ADN
purificado fue ligado al vector pGEX utilizando la T4 ADN ligasa (GIBCO BRL)

empleando la reaccion de ligado de la tabla 7.

Tabla 7. Reactivos utilizados en la reaccion de ligado

Reactivo Cantidad
Inserto de ADN* 5 uL
Amortiguador T4 ligasa 2X 8 uL
vector pGEX digerido con EcoRIl y BamHI 1uL
T, ADN ligasa 1u lulL
15 uL

! Se utiliz6 el ADN de 424 pb digerodo con BamHI y EcoRI purificado del gel de agarosa de bajo punto de fusion

El producto de la reaccion de ligado se incubo toda la noche a 4° C, para aumentar la

eficiencia de ligado.

Con 1 uL de la reacciéon de ligado se transformaron células competentes de E. coli
cepa BL21 (cepa que se emplea para la sobreexpresion de proteinas por su baja
cantidad de proteasas), por choque térmico, siguiendo el Protocolo de Transformacion

ya descrito. Las bacterias transformadas se sembraron en agar Luria adicionado con

100 pug/mL de ampicilina.

* Se utiliz6 el ADN de 424 pb digerodo con BamHI y EcoRI purificado del gel de agarosa de bajo punto de fusion
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8.8 Sobreexpresion de la proteina codificada por el ADNc de 424 pb (Nap303)

El vector PGEX cuenta con un sitio multiple de clonacion, en el cual se puede insertar
el gen en la orientacion correcta para su transcripcion y traduccion. Esta secuencia
contiene varios sitios de corte para enzimas de restriccion tales como: BamHI, EcoRl,
Smal y Xhol que se observan en la Figura 5.

!JGt}I-ﬂfI-E (27-4581-01)
Thrambin

|LE‘U Val Pro a’l.rg'llf;'.y' SarlF'r:l Gly lle Pro Gly Ser Thr Arg Ala Ala Alg Ser

CTGGTT OCG CGT GGA TCC COA GEA ATT COC GGG TCG .-".FT CGA GES GCC GCA TCG TGA
T Stop codon

“Bami | EcoR [ g7 83l | g1 Mot
Tthiil |
Aat 1l

e

ari

Figura 5: Mapa del vector PGEX — 4T-2 empleado para inducir la sintesis de la proteina Nap303. Se
observa el sitio de clonacién EcoRI y BamHI utilizado para la expresion en marco con la proteina
GST.

El vector PGEX cuenta con un promotor de la transcripcion inducible por (IPTG), lo que
permite inducir grandes cantidades del ARNm del gen clonado. Para inducir la sintesis
de la proteina recombinante basta con adicionar al medio IPTG, reactivo que al
funcionar como analogo de la lactosa impide la unién del represor al operador, con lo
gue se deja libre al promotor, permitiendo que el gen se mantenga “encendido”.
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Se seleccionaron 5 colonias transformantes al azar y se inocularon en tubos de 5 mL

de Luria con 100 ug/mL de ampicilina para incubarse toda la noche a 37° C a 150 rpm.
A partir de este cultivo se purifico pldsmido siguiendo el protocolo de purificacion de
plasmido mencionado antes. EI ADNc plasmidico se corté con las enzimas EcoRI y
BamHI para corroborar que estos plasmidos liberaban el producto de la reaccién de

digestion se separ6 en una electroforesis en un gel de agarosa al 2 %.

Las cuatro clonas seleccionadas (clona 1, 2, 3 y 5) se inocularon en caldo Luria con
100 pug/mL de ampicilina, ademas se incluyé una clona que contenia solo a pGEX, el

cual solo expresa a GST, como control de induccion.

El protocolo de induccion se llevo a cabo de la siguiente manera:

1. Tomar una asada de la clona seleccionada e inocular 3mL de medio 2 XYTA (ver
Apéndice).

2. Incubar a 37°C, con una agitacion de ~ 200 rpm, hasta que el cultivo alcance una
densidad 6ptica entre 0.5 - 0.7 a 600 nm.

3. Agregar a los cultivos IPTG a una concentracion final de 100 mM, incubando por
tres horas mas el cultivo (se hizo otro control en el que se crecieron las mismas
clonas sin IPTG).

4. Centrifugar por 5 seg a 13,000 rpm y desechar el sobrenadante.

5. Resuspender el boton bacteriano en 300 uL de PBS (ver Apéndice) 1X a 4° C.
Tomar 10 uL de las células resuspendidas para un analisis electroforético en gel de
poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) de la proteina total de estas células.

6. Lisar el resto de las células resuspendidas empleando un sonicador con 2-mm de
diametro. La lisis se completa cuando la suspensién opaca se vuelve translucida.
La frecuencia e intensidad del sonicador se deben ajustar para que no haya un
sobrecalentamiento de la muestra y para que la lisis se complete en un tiempo de
10 seg. Las muestras deben permanecer el mayor tiempo posible en hielo durante

el proceso para evitar degradacion de las proteinas.
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7. Centrifugar a 4,000 rpm por 5 min para remover el material insoluble, el cual, se
transfiere a otro tubo limpio para ser resuspendido en 300 uL de PBS 1x, para
tomar 10 puL y analizarlo también por SDS-PAGE.

8. De la fraccion soluble (sobrenadante) tomar otros 10 pL para analizarlo junto con
las demas muestras para saber la localizacion de la proteina en las fases del
sonicado.

La separacion electroforética de la proteina se hizo en un gel compuesto de dos fases:
gel apilador con 4% de acrilamida y pH 6.8 y el gel separador con 12.5 % de
archilamida (Ver Apéndice).

Una vez corroborado que las clonas tenian el ADNc de Nap303 en marco de lectura
con GST. Se repitid la sobreexpresion siguiendo el protocolo ya mencionado bajo las
mimas condiciones de induccién, sélo se incremento el tiempo de induccion una hora

mas.

Después de inducirse las muestras, se lisaron por sonicacién, sélo que esta vez se

resuspendieron en amortiguador PBS (4°C) con inhibidor de proteasas.

8.9 Cromatografia de Afinidad

Para purificar a la proteina de fusion GST-Nap303 se utilizé una cromatografia de
afinidad, empleando glutation Sepharosa, por la alta afinidad que tiene la GST por el
glutation.

1. Del lisado celular se separan 10 pL y al volumen restante se le adiciona 20 ulL de la
resina de glutation Sepharosa 4B al 20%. Se incuban por 1 hora a temperatura
ambiente.

2. Transcurrido el tiempo la resina, se lavd con 100 uL de PBS, agitdndose
ligeramente para después centrifugar por 10 seg a 13,000 rpm y sedimentar la

resina.
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3. Se desecha el sobrenadante. Se repite el lavado con PBS dos veces mas, para
completar un total de tres lavados.

4. Para eluir la proteina de fusion, se adiciona 20 uL de amortiguador de elucion (ver
Apéndice) a la matriz sedimentada y se incuba por ~15 min con agitacion.

5. Transcurrido el tiempo, centrifugar a 13,000 rpm por 5 min para sedimentar la

resina, el sobrenadante se transfiere a otro tubo.

Los sobrenadantes se analizaron por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12.5%.
En este caso se hicieron dos geles de poliacrilamida al 12.5 %. Uno de ellos se
transfirio a una membrana de PVDF a 25 V, 300 mA por 1.5 horas para realizar la
inmunodeteccion de las proteinas GST y la quimérica, empleando la técnica de
Replica en Western; el otro gel fue tefiido con Azul de Coomassie.

8.10 Réplica en Western

La expresion y purificacion de la proteina de fusion a GST se monitored por un analisis
de réplica en Western usando quimioluminiscencia (equipo de ECL) para la deteccion
de la proteina de fusion, empleando un anticuerpo primario anti-GST (1:5000) vy el
anticuerpo secundario (anti-conejo) (1:20,000) acoplado a la enzima peroxidasa de

rabano.

8.11 Recuperacion de proteinas totales por lisis

Después de la induccion las muestras se lisaron, empleando un nuevo protocolo de
lisis en el que se emplea lizosima, RNAsa (Solucién de Lisis® para mas detalles de la
solucién ver Apéndice) e intervalos de congelamiento y descongelamiento, con lo cual
se elimina el calentamiento de la muestra durante la sonicacion y la desnaturalizacion

de las proteinas. Los pasos a seguir para la lisis son los siguientes:

1. Después de la induccion poner los tubos en hielo

® La solucién de Lisis esta reportada por Niranjali y colaboradores, 2000.
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2. Centrifugar los tubos 3 min a 13,000 rpm para eliminar el medio de cultivo.

N o o k&

Resuspender en amortiguador de lisis: la cantidad de amortiguador a afadir
depende del tamafio del paquete celular observado (aproximadamente por 7 mL
de medio centrifugado se adicionaron 350 uL de Solucién de Lisis.)

Incubar 10 min a temperatura ambiente con la Solucién de lisis.

Congelar en N; liquido y descongelar las células, repetir este proceso 2 veces.
Centrifugar a 13,000 rpm por 3 min para remover los restos celulares.

Transferir el sobrenadante a otro tubo, congelar las muestras con N liquido
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9 RESULTADOS:

9.1 Amplificacién de un segmento de ADNc del ortélogo a NTP303 a partir de
ARNmM de polen de N. alata

En un trabajo previo de nuestro laboratorio identificamos en N. alata un ADNc
(AFLP25) de 200 pb, el cual presentaba una alta identidad con NTP303 de N.
tabacum, un gen especifico de etapas maduras del polen.

Debido a la alta identidad del ADNc AFLP-25 con el gen NTP303 y a la cercania
filogenética entre N. tabacum y N. alata, se disefiaron los oligonucleétidos Na-303609-
R y Na-303609-F, basandose en la secuencia nucleotidica de NTP303, para amplificar
un producto de PCR de 607 pb, utilizando como molde ADNc sintetizado a partir de
ARN total de anteras de N. alata.

En la figura 6 se muestra un producto de PCR de alrededor de 600 pb, el cual coincide
con la longitud del ADNc que flanquean los oligonucleétidos, que es de 607 pb. Este
ADNCc fue denominado Na600.

PM 1

400

200

Figura 6. Fraccionamiento electroforético de los productos de PCR amplificados el ADNc de N. alata.
La separacion se realizo en un gel de agarosa al 1.5 %, tefiido con bromuro de etidio; PM marcador
peso; 1: producto de PCR, del ADNc de antera de N. alata. Se observa el producto de PCR de 607 pb

aproximadamente.
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El producto de PCR para el ADNc Na600 fue purificado a partir de un gel de agarosa.
En la figura 7 se observa una sola banda de 600 pb que corresponde al ADNc Na600 y

gue fue ligado al vector pGEM.

Un vez ligado el ADNc Na600 a pGEM se transformaron células competentes de E.
coli DH5a, de las cuales se purificd el plasmido de tres colonias transformadas. El
plasmido fue digerido con la enzima de restriccion EcoRlI, que fue el sitio de donde se
ligd Na600 en el vector. En la figura 7 se observa que las tres clonas fueron
recombinantes, pues liberaron un ADNc que corresponde con el tamafio esperado de
607 pb. Sin embargo, solo se seleccioné a la clona 15 para secuenciar el ADNc
Na600, ya que como se observa en la figura 7B, fue la clona que liberé la mayor

cantidad del ADNc inserto.

(A) (B)
PCR DIGESTION
M ] PM C12 CI5 CI3

—_ - "W «—Plasmido linearizado

600 pb ____ «— Inserto de 607 pb

300 pb____

100 pb____

Figura 7: Fraccionamiento electroforético,del fragmento de PCR (A) y del plamisdo purificado de las
clonas transformadas en geles de agarosa al 1.5 %, tefiidos con bromuro de etidio. A. Producto de
PCR aislado de ADNc de antera de N. alata B. Productos de digestién de las clonas transformadas
con el vector pGEX recombinante, digeridos con EcoRI y BamHI., PM marcador de peso molecular; 1:
producto de PCR de 607 pb., purificado de un gel de agarosa de bajo punto de fusion ligado a pGEX;
C12=Clona 12, C15 = Clona 15y C13= Clona 13.
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9.3 Alineamiento de la secuencia del gen Ntp303 con Na600 de N. alata

La secuencia nucleotidica de Na600 fue alineada con el ADNc completo de NTP303 y
con la del ADNc AFLP25. Como se muestra en la figura 8, el ADNc Na600 tiene un
95.9 % de identidad con la secuencia que codifica la region amino de la proteina
NTP303. Ademas, se observa que el ADNc AFLP25 estd contenido dentro de la
secuencia nucleotidica de Na600. Por otra parte, cuando se realizdé la comparacion

con NTP303 a nivel de aminoacidos, el porcentaje de identidad se elevé a 97.6 %.
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Figura 8: Alineamiento mudltiple entre las secuencias de NTP303 de N. tabacum, Na600 (Na600) de N.
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9.3 Sobreexpresion de una fraccion polipeptidica de Nap303 en E. coli

Para sobreexpresar en E.coli un fragmento de Na600 se utilizé una region interna (424
pb) del fragmento de Na600, para lo cual se disefiaron oligonucleétidos que
flanquearon una region de 424 pb. La regiébn a amplificar se sitta en una zona
localizada en el extremo amino de la proteina Nap303. Los oligonucledtidos
permitieron adicionar dos sitios de restriccion en los extremos: un sitio ECORI y un sitio

BamHI, que ayudaron a ligar el fragmento de 424 pb en el vector de expresion pGEX.

En la figura 9 se observan dos bandas de productos de PCR, la mas intensa migré a
una distancia de 400 pb (carriles 2 y 3), un tamafio que corresponde con la longitud del
producto de PCR esperado. Ademas, en el gel se observa una banda con baja
intensidad de alrededor de 700 pb (carriles 2 y 3). Sin embargo, esta banda no afecta,
ya que del gel se purifico solo el producto de PCR de 424 pb.

Figura 9: Fraccionamiento electroforético en un gel de agarosa al 1.5 % del ADN plasmidico digerido
con EcoRI y BamHI y tefiido con bromuro de etidio. 1 marcadores de peso molecular, 2, 3 producto
de PCR digerido con EcoRI y BamHI.
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Con el producto de la reaccion de ligado (producto de PCR purificado ligado al vector
pGEX) se transformaron células competentes E. coli BL21l. De las clonas
transformantes resultantes, se tomaron 5 colonias y se purificé el plasmido. El
plasmido fue digerido con EcoRI y BamHI, para corroborar qué clonas contenian el
inserto de 424 bp. Los productos de la digestion fueron separados por una
electroforesis en gel de agarosa al 2 %. En la figura 10 se observa que en los carriles
en los que so6lo se cortd el plasmido con una de las enzimas (EcoRIl 6 BamHI), el
inserto de ADN no se libera, solo se libera si la muestra es tratada con ambas
enzimas. Las clonas que claramente liberaron el inserto de 424 pb fueron: la uno, dos,
tres y cinco, las que se seleccionaron para la sobreexpresion de la proteina

recombinante.

MP T1E 1EB 2E 2EB 3E 3EB 4E

Inserto de 420 bp
400 bp___

200 bp___

100 bp___ Plasmido sin digerir

400 bp___

200 bp___
100 bp___

MP 4EB S5E 5EB 1 2 3 4

Figura 10: Andlisis de las clonas transformadas con el vector pGEX recombinante. Electroforesis en
gel de agarosa al 1.5 % del ADN plasmidico digerido con EcoRI y BamHI para corroborar la presencia
del inserto de 424 pb. MP Marcadores de peso molecular. 1E, 2E, 3E, 4E y 5E son las clonas
digeridas solo con EcoRI. 1EB, 2EB, 3EB, 4EB y 5EB son las clonas digeridas con EcoRI y Bam HI.
1, 2, 3, 4 corresponden a las clonas con el mismo nombre sin digerir.
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De las cuatro clonas obtenidas se selecciond la tres (3pgex420) para secuenciar el
ADNCc de 400 pb de N. alata, fusionado al ADNc de la proteina GST y determinar asi
gue la secuencia se encontraba en marco de lectura con la GST. En la figura 11 se
aprecia un alineamiento multiple entre la secuencia nucleotidica de la clona 3pgex420
con las secuencias de NTP303 de N. tabacum y el producto de Na600 de N. alata. El
analisis indica que el ADNc 3pgex420 tiene un 97.4 % de identidad a nivel de
aminoéacidos con NTP303 y un 100 % con la secuencia de GST analizada. Finalmente,
se puede observar que el ADNc 3pgex420 se encuentra en marco de lectura con el
ADNCc de GST.
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Figura 11 Alineamiento multiple de la secuencia de la clona 3pgex420 (Nap303) obtenida a partir del

fragmento de 607 pb (aislado de ADNc de anteras por RT-PCR) con la secuencia de la proteina

NTP303 reportada en N. tabacum y el fragmento de 607 pb (Na600)
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Figura 11 Alineamiento multiple de la secuencia de la clona 3pgex420 (Nap303) obtenida a partir del

fragmento de 607 pb (aislado de ADNc de anteras por RT-PCR) con la secuencia de la proteina
NTP303 reportada en N. tabacum y el fragmento de 607 pb (Na600)
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9.3 Induccidn de la proteina Nap303 de fusion en células de E. coli BL21

La expresion de la proteina recombinante (Nap303) se indujo con IPTG a partir de la
clona 3pgex420 y la evaluacion se realiz6 mediante un andlisis electroforético por
SDS-PAGE. En la figura 12 se muestra la separacion electroforética de las proteinas
bacterianas después de la induccion. En esta figura se muestra que en los carriles 2 y
4, que corresponden a la fraccion soluble de la clona transformada sélo con el vector
pGEX no inducido (solo expresa a GST que tiene una masa molecular de 29 kDa), en
el carril 4 pGEX inducido hay un aumento en la expresion de una proteina de
aproximadamente de 29 kDa. Esta banda con seguridad corresponde a la proteina
GST, ya que ésta es la que esta bajo el control del promotor tac, del vector pGEX, el
cual es inducible por IPTG. Este resultado indica claramente que el sistema de
induccion y acumulacién de GST funciona correctamente. Asimismo, en el carril 8
donde se separaron las proteinas de la clona 3pgex420, se observa también la
acumulacion de una proteina de alrededor de 30 kDa cuando se indujo con IPTG. Sin
embargo, este resultado no es tan alentador, ya que se esperaba que la proteina de
fusion tuviera una masa molecular de 38.7 kDa, porque el ADNc 3pgex420 codifica
una proteina de 12.7 kDa mas los 26 kDa de GST. Para corroborar que la proteina
sobreexpresada era GST, se hizo una inmunodeteccion por medio de un ensayo tipo
réplica en Western utilizando un anticuerpo anti GST. Los resultados se presentan en
la figura 13, donde se observa que efectivamente la proteina inducida por el IPTG
tanto en la clona que solo expresa a GST, como en 3pgex420, es GST.
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KDa
%?8"" T 2 3 4 5 6“1 8 9 10

94 ____

51 ____

35 ____

20 ____

Figura 12 Andlisis electroforético por SDS-PAGE en un gel de poliacrilamida al 12.5 % de las
fracciones de proteinas obtenidas de la induccién de la clona 3pgex420, tefiido con azul de
Coomassie. 1. Marcador de peso molecular, 2. pGEX fraccién soluble No Inducida, 3. pGEX fraccién
Insoluble No Inducida, 4. pGEX fraccion soluble Inducida, 5. pGEX fraccion insoluble Inducida, 6. C3
fraccion soluble No Inducida, 7. C3 fraccion insoluble No Inducida, 8. C3 fraccion soluble Inducida, 9.

Clona 3pgex420 fraccion insoluble No Inducida y 10. Proteina GST 5 microgramos

' * il - - GST

Figura 13: Inmunolocalizaciéon de la proteina de fusién con anticuerpos anti-GST, 1. Marcador de
peso molecular, 2. pGEX fraccion soluble No Inducida, 3. pGEX fracciéon insoluble No Inducida, 4.
pGEX fraccién soluble Inducida, 5. pGEX fraccién insoluble Inducida, 6. Clona 3 fraccion soluble No
Inducida, 7. Clona 3 fraccién insoluble No Inducida, 8. Clona 3 fraccidén soluble Inducida, 9. Clona 3

fraccion insoluble Inducida y 10. Proteina GST pura.
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El que la clona 3pgex420 no sintetice una proteina de fusion de aproximadamente 38.7
kDa podria deberse al menos a dos situaciones: 1) que el ADNc 3pgex420 no se
encontrara en marco con el de la GST y que ésto generara un codon de término
prematuro. Sin embargo, esta posibilidad se descarta ya que el analisis de su
secuencia (figura.11) indica que el ADNc 3pgex420 se clon6 en marco con el de la
GST. 2) que la sintesis de proteina de fusion este abortando porque algunos de los
codones del ADNc 3pgex420 no sean de uso frecuente en E. coli. Esta Ultima
posibilidad se analiz6 separando las fracciones proteicas por electroforesis en un gel
de gradiente 10-20 %, con el objetivo de comparar la masa de la proteina GST con
agueélla de la proteina de fusion truncada. Para esto tanto GST como la proteina de
fusion fueron purificadas por cromatografia de afinidad utilizando una matriz de
glutation sepharosa (Amershan). En la figura 14 se muestra que tanto la clona
3pgex420 8 (carril 8) como otras dos clonas (clonas 1 y 2, carriles 4 y 6,
respectivamente) que deberian expresar la proteina de fusion correctamente,
sintetizan una proteina con una masa ligeramente superior a la proteina GST (carril
10). Este sugiere fuertemente que la sintesis de proteinas esta abortando
prematuramente y que solo se estan traduciendo unos cuantos codones del ARNm de
3pgex420.

CR

C1
L

N
o
1
1
1
g——
1
1
1
1

Figura 14: Andlic ja en gradiente 10-20 %
SDS-PAGE tefiido con plata de las clonas inducidas transformada con 3pgex420. M marcador de
Peso Molecular, CR: Células resuspendidas, L: corresponden a los carriles de las células lisadas, E:
carriles con fracciones eluidas de la matriz de glutation sepharosa; C1, C2, C3 y pGEX corresponden

a los nombres de las clonas analizadas.
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En E. coli se ha reportado que los codones ATA (lle), CCC (Pro) y AGG (Arg) son de
uso poco frecuente (Olivares et al., 2003). Por esta razon se procedié a analizar

nuevamente la secuencia nucleotidica de 3pgex420.

El analisis de la secuencia de la clona 3pgex420 (Figura 15) muestra que ésta tiene al
inicio un codon raro (ATAs2), seguido por CTAgy, CCCes, AGGigo Yy por CCCyy7. De
estos datos se deduce que la sintesis de la proteina de fusién podria estar terminando
por la falta del ARNt con el anticodon UAU, que reconociera al codén AUA en el
mensajero, rindiendo de esta manera una proteina de fusion de alrededor de 32 kDa,
lo cual corresponde con la masa molecular aparente de las proteinas truncadas

producidas por las clonas ensayadas (Figura 9, carriles 4, 6y 8).
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Cys Val Trp Gly Leu Lys Asn Lys Lys Lys Asn Ala Met 13
TGT GTT TGG GGA TTA AAG AAT AAA AAA AAA AAC GCC ATG

Gly Ser _Gly Lys Val Thr Phe Val Ala Leu Leu Leu Cys Leu _Ser 28
GGA AGT GGT AAA GTA ACATTT GTG GCTTTG CTACTT TGC CTC TCT

Val Gly Val lle Ala Glu Asp Pro Tyr Leu Tyr Phe Thr Trp Asn 43
GTA GGG GTG [l GCT GAG GAC CCT TAC CTC TAC TTT ACC TGG AAT

Val Thr Tyr Gly Thr lle Ala Pro Leu Gly Val Pro GIn GIn Gly 58
GTC ACC TAT GGC ACA ATT GCT CCA TTG GGT GTG CCT CAA CAG GGT

lle Leu 1lle  Asn Gly Leu Phe Pro Gly Pro Lys lle Asn Cys Thr 73
ATT BBA ATC AAC GGT CTG TTC BBE GGG CCT AAA ATT AAT TGT ACC

Ser Asn Asn Asn lle Val Val Asn Val Phe Asn_ Asn Leu Asp Glu 88
TCT AAC AAT AAC ATTGTT GTG AAT GTC TTC AAC AAT TTG GAC GAG

Pro Phe Leu Phe Thr Trp Asn Gly Val GIn Hys Arg Lys Asn Ser 103
CCGTTC CTT TTT ACATGG AAC GGT GTC CAA CAT - AAG AAC TCA

Trp GIn Asp Gly Trh Pro Gly Trh Met Cys Pro lle Met Pro Gly 118
TGG CAA GAT GGT ACC CCG GGA ACC ATG TGC CCA ATC ATG BBE GGT

GIn_ Asn Phe Thr Tyr Arg Phe Gin 126
CAA AAT TTC ACC TAC CGC TTC CAG GGC

Figura 15: Analisis de la secuencia del fragmento de 424 pb en la que se muestran sombreados los
codones raros que podrian estar afectando la sintesis de la proteina Na303

Para solucionar el problema de los codones raros, se empleé la cepa de E. coli BL21

Codon RIL PLUS. Esta cepa contiene copias extras de los genes que codifican los
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ARNt que reconocen a los codones: AGA y AGG para Arg, AUA para lle y CUA para
Leu.

Se transformaron células de E. coli BL21 Codon RIL PLUS utilizando la construccion
de pGEX con el ADNc 3pgex420. De las bacterias transformantes se seleccionaron 6
colonias al azar y se purifico el plasmido. Para corroborar que las colonias
transformantes ademas fueran recombinantes, el plasmido se digiridé con las enzimas
de restriccion EcoRl y BamHI. En la figura 16 se muestra que todas las clonas
liberaron un inserto de alrededor de 400 pb, (clonas 1, 2, 4 y 6); sin embargo, la clona
dos liberé mayor cantidad de inserto que las demas clonas.

PM C1 C2 C3 C4 C5 C6

Aprox.
424 pb

Figura 16: Andlisis electroforético de las clonas E. coli BL21 Codon RIL PLUS transformadas con el
ADNc 3pgex420 las clonas fueron digeridas con EcoRl y BamHI. El producto de la digestion fue
separado en un gel de agarosa al 1.5 %, tefiido con bromuro de etidio. PM: marcadores de peso
molecular, C1, C2, C3, C4, C5 y C6 corresponden a los nombres de las clonas analizadas.

Una vez corroborado cuales clonas contenian el inserto, se indujo la sobreexpresion
de la proteina en las clonas 1, 2, 3, 5y de un control de induccion (clona de E. coli
BL21 transformada solo con pGEX). Las muestras después de inducirse se lisaron y
se fraccionaron electroforéticamente en un gel de poliacrilamida al 10 %, que se
transfirio a una membrana de PVDF para la inmunolocalizacion de la proteina

recombinante, con anticuerpos anti-GST.
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El resultado de la inmunodeteccién (Figura 17) sefiala que la proteina de fusién se
esta sobreexpresando, ya que en los carriles 1, 2, 4, 5, 6, 7, 12 y 14 que corresponden
a las clonas recombinantes: 1, 2, 3, 4 y 5 inducidas, se observa una proteina con
mayor masa molecular que la GST carrii 8 y 9. Estos resultados confirman
fehacientemente que la falta de sintesis completa de la proteina de fusién en las
células de E. coli BL21 fue impedida por la presencia de codones raros en el
mensajero de 3pgex420. A pesar de que en los carriles 6, 13 y 15 que corresponden a
clonas lisadas no inducidas, se presenta una banda de masa molecular similar a la
proteina de fusion, se considera que se trata de contaminacion por la cantidad de
proteina presente y porque en el control de la clona 2 y pGEX (carril 2 y carril 10

correspondientemente) no se observa esta banda.

C1 c2 c3 pGEX C5 Cc4 c3

IPTG

Proteina de
fusion

Figura 17: Inmunolocalizacién de la proteina de fusiéon con anticuerpos anti-GST, de las clonas E. coli
BL21 Codon RIL PLUS transformadas con la clona 3pgex420 secuenciada. L: células lisadas, CR:
Células resuspendidas; - Control negativo de induccién. + Clonas inducidas con IPTG. C1, C2, C3, C4
y C5 corresponden a los nombres de las clonas analizadas. pGEX: corresponde al control de
induccidn clona que contiene al plasmido pGEX vacio.

Con base en los resultados de la réplica en Western de la figura 17, se seleccion6é a la
clona dos (C2) para repetir la induccion y probar dos diferentes concentraciones de

IPTG: 1 mM y 5 mM. Las bacterias de cada clona se lisaron y los extractos proteicos
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crudos se unieron a la resina glutatién sefarosa con afinidad a GST. Para liberar a la
proteina recombinante (Nap303), la fraccion retenida en la columna fue digerida con la
proteasa trombina, la cual reconoce un sitio de corte ubicado entre el extremo
carboxilo de GST y el amino de Nap303. En la figura 18 se observa la proteina Nap303
después de ser liberada con trombina (carrii 6). Esta proteina tiene una masa

molecular aparente de 13 kDa, una masa muy cercana a la esperada.

KDa - - _1mM 5mM 5mM 5mM TmM 5mM 5Mm IPTG
C2 PGEX

210_____ M CR L T L T GSH T T GSH

—_— - 2 oE S ——— e e
78 _____ 21
55 _____
45 _____ i |
34 _____

<«—— GST
4 -
16 _____ Proteina de
. - < interés~13 kDa

Figura 18: Analisis electroforético de proteinas con un gel de poliacrilamida al 18 % SDS-PAGE de la
clona 2 (C2) inducida. La inmunodeteccion se realiz6 con anticuerpos policlonales anti-GST. Gel
tefiido con Azul de Coomassie. M marcador de peso molecular, CR: son las células resuspendidas, L:
células lisadas, T: clonas eluidas de una matriz de glutation sepharosa con trombina, GSH: clonas
eluidas con Glutation Reducido. 1mM y 5mM corresponden a la concentracién de IPTG probada. C2

corresponde al nombre de la clona analizada y pGEX: a la clona que contiene este vector vacio.
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10. DISCUSION

En las plantas con flores, el gametofito masculino (grano de polen) ha sido reducido a
una estructura celular de dos o tres células y representa una generacion auténoma del
ciclo de vida de la planta. Durante su corto tiempo de vida, el polen tiene que ejecutar
un numero de funciones especializadas como la germinacién, crecimiento del tubo
polinico y liberacion de las células esperméticas al 6vulo para la fecundacién. Esto
impone demandas especificas en la estructura y organizacion del organismo. Estas
propiedades especificas han estimulado la investigacion a través de todas las
disciplinas de la biologia (Giles y Prakash 1987; Blackmore y Knox, 1990; Bedinger,
1992; Ottaviano et al., 1992) para dilucidar los diversos mecanismos que regulan los
procesos involucrados en la formacion de la pared y organizacién durante el
crecimiento del tubo polinico, mismos que se desconocen (Groot et al., 2004). El
estudio del desarrollo del polen es de considerable importancia agronémica para la

cria, propagacion y producciéon de semillas (Weterings et al., 1995).

Para profundizar en la funcion que podria desempefar Na303 durante la polinizacion y
el rechazo de polen alelo S-especifico en N. alata, se cloné por RT-PCR un ADNc
ortélogo a NTP303 en N. alata, con el propdsito de sobreexpresar a la proteina y
producir un anticuerpo contra ésta e iniciar estudios de inmunoandlisis. Para este
objetivo se amplificé un fragmento de 607pb (Na600) del ADNc ortélogo a NTP303 a
partir de ARNm de polen de N. alata. La identidad de Na600 fue corroborada mediante
su secuenciacion y alineamiento con el ADNc completo de NTP303 y con la secuencia
nucleotidica del ADNc AFLP25 (figura 8). El ADNc Na600 muestra una identidad del
95.9 % con la region NH3" de la proteina NTP303 y el ADNc AFLP25. Mientras que en
el analisis de las secuencias a nivel de aminoacidos con Ntp303, el porcentaje de

identidad se elevo a 97.6 %.
Una vez aislado el ADNc Na600 se procedid a trabajar con el segundo objetivo,

sobreexpresar a la proteina, para lo cual se eligid6 una region interna de 424 pb

(Nap303) del fragmento de Na600 pb, con la adicion de los dos sitios de restriccion
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(EcoRI y BamHI), lo que permitié clonar el ADNc direccionalmente en el vector de
expresion pGEX, el cual codifica a la proteina GST a la que se fusioné la proteina de
interés Nap303. La fusion con GST permitié la purificacion de Nap303 al obtenerse
como una proteina quimérica que puede ser purificada rapidamente por cromatografia
de afinidad mediante una matriz de glutation Sepharosa. Para descartar la posibilidad
de problemas durante la sobreexpresion derivados de un ADNc fuera de marco de
lectura. El andlisis de la secuencia (Figura 11) indic6 que el ADNc Nap303 se
mantiene en marco de lectura con la secuencia de GST y tiene un 97.4 % de identidad
a nivel de aminoécidos con NTP303 y un 100 % con la secuencia de GST. Por lo tanto

el ADNc 3pgex420 se encuentra en marco de lectura con el ADNc de GST.

Como producto de la sobreexpresion de GST-Nap303, en el inmunoanalisis con
anticuerpos anti-GST, permitié identificar una proteina de aproximadamente 30 kDa
(Figura 13) en las clonas recombinantes, las cuales deberian sobreexpresar una
proteina de fusion de alrededor de 38.7 kDa que es la suma de GST (26 kDa) y de
12.7 kDa de Nap303. Como se puede ver, estos resultados no corresponden con los
esperados. Esto podria deberse a: 1) que la clona que se utilizé para la induccién de la
proteina de fusion por alguna razén desconocida hubiera perdido el ADNc de
Na303p.0 2) a que hubiera un problema con la sintesis de la proteina de fusion. Para
resolver el primer punto se procedié a reanalizar la clona GST-Nap303, lo cual
consistio en purificar el ADN plasmidico para digerirlo con EcoRI y BamHIy corroborar
si se liberaba un inserto de 424 pb. Los resultados de este analisis confirmaron que
este no fue el problema, y que con la doble digestion se liberaba el ADNc esperado de
424 pb (Figura 10).

De esta manera la segunda posible causa del problema a nivel de sintesis fue
abordada. El coédigo genético muestra redundancia para la mayoria de los
aminoacidos; esto es que mas de un codon codifica para el mismo aminoacido (Crick,
1966). Mientras que el cddigo genético ha demostrado ser casi universal, diferentes
organismos muestran marcadas diferencias en la preferencia de codones en genes

gue codifican para proteinas altamente expresadas (lkemura, 1981). Numerosos
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trabajos publicados sobre el andlisis de la secuencia de ADN para genes altamente
expresados, han reportado una fuerte correlacion entre el uso de codones y la relativa
abundancia de los ARNt en el organismo hospedero (lkemura, 1981; Grantham et al.,
1981; Gouy y Gautier, 1982; Grosjean y Fiers, 1982; Bennetzen y Hall 1982).

En E. coli y otras especies, existe una clara correlacion entre los 61 codones de
aminoéacidos encontrados dentro de la poblacion de moléculas de ARNm y el nivel de
su ARNt correspondiente y su frecuencia es directamente proporcional al uso del
codon (Kane, 1995). De esta manera, no todos los 61 codones son usados igualmente;
los llamados codones principales son aquéllos reconocidos por especies de ARNt con
una alta abundancia, los cuales se presentan en genes altamente expresados
(Ikemura, 1981); mientras que los codones raros presentan una baja abundancia de
sus respectivos ARNt y tienden a formar parte de genes expresados a un bajo nivel.
Por lo tanto, la expresién de genes heterdlogos recombinantes en procariontes podria
estar frecuentemente limitada al uso preferencial de codones; cuando los codones
codificados en el gen recombinante difieren de los codones que utiliza la célula

hospedera.

Considerando esta limitacion, se analizé la secuencia de 424 pb de la clona 3 (Figura
15), en busqueda de codones de poco uso. Se encontré que esta secuencia incluye
codones raros, para Isoleucina ATAs,, seguido por CCCgs que codifica para prolina,
CTAeo, que codifica para Leucina, AGGiqo, que codifica para arginina y prolina CCCiyy.
Estudios recientes sugieren que grupos de codones AGG/AGA, CUA, AUA, CGA o
CCC pueden reducir la calidad y cantidad de la proteina sintetizada (Kane, 1995).
Adicionalmente, es muy probable que un exceso de cualquiera de estos codones, aun
no estando en grupos, podria crear problemas de traduccién (Kane, 1995), al no contar

la bacteria hospedera con el ARN de transferencia correspondiente al codon raro.
Los codones de arginina AGA y AGG, son los codones menos usados en E. coli (Chen

e Inouye, 1994). Mediciones directas de los niveles del ARNt de Arg-5 (AGG) han

demostrado que este ARNt esta presente en una concentracion extremadamente baja
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durante todas las fases del crecimiento de E. coli (Emilsson et al., 1993; lkemura,
1982; Saxena y Walker, 1992); mientras que el coddn de isoleucina AUA segun el
analisis de Zhang y colaboradores (1991), es el codon menos utilizado, después de
AGG y AGA, empleado en una frecuencia menor al 0.4% (Wada et al., 1992; Zhang et
al.,, 1991). En el caso de los codones para leucina CUA y prolina CCC se ha
demostrado que también afectan la produccion y calidad de proteinas en hospederos
como E. coli (Kane, 1995).

La posibilidad de que los codones presentes en la secuencia de Nap303 (Figura 15)
estuvieran afectando la sintesis de la proteina se analizé mediante una electroforesis
en SDS PAGE en un gel de gradiente del 10-20%, que permiti6 comparar la masa de
la proteina GST con aquélla de la proteina de fusion truncada. En la figura 14 se
muestra que tanto la clona C3 (carril 8) como las clonas recombinantes C1 y C2
(carriles 4 y 6, respectivamente) sintetizan una proteina con una masa ligeramente
superior a la proteina GST (carril 10). En la literatura se reporta que el uso de codones
raros produce una elongacion ineficiente de la proteina (Zahn, 1996). El blogueo
traduccional en los codones raros origina una variedad de efectos como la terminacién
prematura, saltos ribosomales e incorporacién erronea de aminoacidos (Spanjaard y
van Duin, 1988; Spanjaard et al., 1990; Gurskii et al., 1992; Kane et al., 1992;
Rosenberg et al., 1993; Calderone et al.,, 1996), la disminucién o el cese del
crecimiento celular, disminucion cuantitativa y alteracion cualitativa de la sintesis de
proteinas (Robinson et al., 1984; Misra y Reves, 1985; Kane, 1995).

En nuestro caso, el analisis electroforético mostrado en la figura 14 sugiere que la
sobreexpresion de Nap303 presenta uno de los problemas de traduccién debido a la
presencia de los codones raros.

Lo que en este caso, produce la sintesis incompleta de la proteina correspondiente
(Olivares et al., 2003).

Para explicar estos efectos, numerosas teorias han sido propuestas. Un mecanismo

para explicar el problema que afronta la bacteria al toparse con codones raros en la
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secuencia que esta traduciendo, fue propuesto por Chen e Inuoye (1994), quienes
proponen que los codones raros cercanos al iniciador podrian atascar el ribosoma y
prevenir la entrada del nuevo ribosoma. En adicién a la posicion de los codones, la
presencia de codones desfavorables rio abajo del primer codén raro esta relacionado
con el grado de secuestramiento del ARNt (Varenne y Lazdunski, 1986). La
sobreexpresion de genes que contienen grupos de codones que son raramente
usados por las cepas silvestres puede exacerbar significativamente la deplecién de los
ARNt especificos en la poza internas de la célula (Robinson et al., 1984; Varenne et
al., 1989; Kane, 1995).

El ribosoma atascado puede conducir a la activacion del sistema SsrA, en E. coli
(Roche y Sauer, 1999). Este sistema facilita la destruccion de proteinas incompletas
expresadas de los ARNm rotos o partidos o por falta de codones de término en marco
(Keiler et al., 1996), SsrA puede liberar a los ribosomas del ARNm cuando la

traduccion no pueda ser completada.

Para solucionar el problema de la sintesis truncada debida a los codones raros se
empled la cepa BL21 Codon RIL PLUS de E. coli, la cual contiene pladsmidos con
copias extras de los ARNt que codifican para codones raros de: ArgU, lleX y LeuW con
lo que se elimind la necesidad de mover el gen de interés a un sistema de expresion

eucariotico.

Los problemas de expresion pueden ser evitados por una inspeccion previa y
cuidadosa de la secuencia codificante y la inclusién de los genes apropiados de los
ARNt o por mutaciones sitio especificas (Del Tito et al., 1995). En nuestro caso se
consideré la primera opcién, por lo que se empled la cepa BL21 Codon RIL PLUS que
coexpresa el gen argU, el cual codifica para el ARNt (Arg UCU/CCU), con lo que el
efecto inhibitorio de los codones AGG es suprimido substancialmente; mientras que el
impacto negativo que el codon AUA puede tener es evitado al contar la cepa con el
gen ileX (Muramatsu et al., 1988) que codifica para el ARNt que decodifica a AUA.
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Cuando se realizaron los experimentos correspondientes para la sobreexpresion de
Nap303 en la cepa de E. coli BL21 Codon RIL PLUS transformadas con Nap303, se
observd que ahora se producia una proteina recombinante de mayor masa molecular
con respecto a la proteina GST. Para fortalecer este resultado, en un experimento
posterior (Figura 18), se incubé a la proteina GST-Nap303 con la proteasa trombina, la
cual reconoce un sitio de corte entre GST y Nap303. El resultado (Figura 18) mostré
gue después de la digestibn con trombina se liberaba una proteina de

aproximadamente 12 kDa que correspondia al peso molecular esperado de Nap303.

La clonacion de un ADNc para Nap303, el cual es un fragmento del gen completo es
de suma importancia para nuestros estudios, ya que se sabe que su ortélogo NTP303
de N. tabacum es un gen con expresion especifica en el polen, aunque su transcrito
solo se traduce una vez que ha germinado el grano de polen. Asimismo, se ha
observado que la proteina NTP303 se acumula en las paredes del tubo polinico
(Weterings et al., 1992).

De esta manera, se ha implicado a NTP303 en el crecimiento del tubo polinico, ya que
la disminucién en los niveles del ARN de NTP303 causa un defecto en su elongacion
(Groot et al., 2004). Plantas transgénicas que expresan en antisentido al gen NTP303
en el polen presentan un efecto negativo en el crecimiento del tubo polinico in vivo, ya
gue los tubos polinicos detienen su crecimiento antes de alcanzar el ovario, por lo que
la fecundacion fracasa, sin embargo, el polen y tubos polinicos de estas plantas
parecen ser completamente normales in vitro., lo que sugiere que NTP303 tiene
diversas funciones y que es esencial para el crecimiento normal del tubo polinico
(Groot et al., 2004).

Las evidencias experimentales sugieren que NTP303 podria funcionar, ya sea
facilitando el crecimiento del tubo polinico a través del estilo, en la formaciéon de la
pared celular del tubo polinico o en una via de sefalizacion que regula el crecimiento

del tubo polinico en el estilo (Groot, et al., 2004).
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Si NTP303 es una proteina especifica del tubo polinico con localizaciébn en sus
paredes y Nap303 es su ortdlogo en N. alata, se podria suponer que Nap303 tendria
funciones similares en el tubo polinico; sin embargo, es un hecho que se debera
comprobar mediante inmunoanalisis para lo cual se requeriria contar con anticuerpos

contra Nap303.

El haber logrado sobreexpresar a Nap303 en E. coli permite iniciar un programa de
inmunizacién de conejos para la obtencién de anticuerpos policlonales e iniciar
estudios que nos permitan conocer si Na303p también es una proteina de tubo

polinico localizada en sus paredes celulares.

N. alata es una especie autoincompatible que rechaza su propio polen. Este
reconocimiento y discriminacion especifica est4 genéticamente controlado por el locus-
S, el cual incluye el gen que codifica la determinante masculina (S-RNAsa) y la
determinante masculina (SLF). Las S-RNAsas se sintetizan en la parte femenina de la
flor (el pistilo), por las células del tejido de transmision del estilo (TT), sitio por donde el

tubo polinico (TP) se dirige al ovario.

Si el TP proviene de un grano de polen de la misma planta, las S-RNAsas que se
transportaron desde la matriz extracelular del TT, al citoplasma del TP, degradan su
ARN provocando eventualmente su muerte. Hoy en dia se desconoce, como se
transportan las S-ARNsas al interior del TP, pero se infiere que éstas deben contactar
a una proteina del tubo polinico que facilite 0 medie su transporte. De esta manera, Si
suponemos que Nap303 es una proteina con las mismas caracteristicas y patrones de
acumulacion que NTP303, entonces ésta podria ser un buen candidato para ser una
proteina del TP con las que las S-RNAsas interaccionan para ingresar al citoplasma
del tubo polinico. No obstante, se requieren estudios de interaccion proteina-proteina

para sustentar esta hipotesis.
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11. CONCLUSIONES

- N. alata codifica una proteina (Nap303) ortéloga a NTP303 de N. tabacum.

- El ADNc Nap303, contiene codones raros que no son descifrados correctamente por
E.coli.
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QAPENDICE

SOLUCIONES Y MEDIOS DE CULTIVO

A) SOLUCIONES

o ACRILAMIDA 30%

Para preparar 100 mL pesar:

Acrilamida 3049

Bisacrilamida 08¢

Disolver los compuestos en 80 mL de agua desionizada en una parrilla de agitacion y un poco
de calor. Después de que se haya disuelto completamente filtrar y aforar a 100 mL con agua
desionizada. Almacenar a 4°C.

. AMORTIGUADOR PARA EL GEL SEPARADOR PARA 100 mL (25 X)

Tris-base (1.5 M) 18.17 g
SDS al 20 % 2 mL
Ajustar el pH a 8.8 con HCI 12 N

Pesar el Tris, disolverlo en 80 mL de agua desionizada y ajustar el pH. Agregar el SDS y aforar
a 100 mL. Almacenar a temperatura ambiente.

o AMORTIGUADOR PARA EL GEL APILADOR PARA 100 mL (25 X)
Tris-base (0.5 M) 6.06 g
SDS al 20 % 2mL

Ajustar el pH a 6.8 con HCI 12 N

Pesar el Tris, disolverlo en 80 mL de agua desionizada y ajustar el pH. Agregar el SDS y aforar
a 100 mL. Almacenar a temperatura ambiente.
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o AMORTIGUADOR DE CORRIDA 10X PARA 1L (para SDS-PAGE SISTEMA TRIS-
GLICINA)

Tris-Base 3049

Glicina 144 ¢g

SDS10g

Pesar el Tris y la glicina, agregar 600 mL con agua desionizada, disolver en una parrilla con
agitacion. Checar el pH, que debe estar entre 8.3 - 8.8 (Si no esta a este pH entonces
empleaste Tris-HCI en lugar de Tris- base). Agregar el SDS en polvo, disolverlo y ajustar el
volumen a 1000 mL en una probeta. Almacenar a temperatura ambiente. Antes de usarlo para
correr el gel, medir 70 mL de este amortiguador 10X y llevarlo a 700 mL con agua desionizada

para emplearlo a una concentracion 1X.

NOTA: Este amortiguador se emplea para el anodo y el catodo. Por lo que se puede

reemplazar por el Amortiguador de anodo y catodo que se mencionan mas adelante.

. AMORTIGUADOR DE CARGA 5X PARA 10 mL
Tris1 M pH 6.8 3. 125 mL

Glicerol 5.0 mL

SDS (1% final) 05¢g

Azul de bromofenol 10% 0.2mL
Ajustar el pH a 6.8 con HCI 12 N

B-mercaptoetanol* (ver anotacién siguiente)

Pesar y medir los reactivos y llevarlos a 10 mL con agua desionizada. Almacenar a
temperatura ambiente. Inmediatamente antes de usar la mezcla anterior agregar 4 uL de j-
mercaptoetanol* por cada 20 uL de amortiguador de carga. El amortiguador esta 5 veces

concentrado, por lo que se debera usar 1/5 de amortiguador de carga por volumen de muestra.

o PBS 10 X

NaCl 1.37M
KCI 27 mM
Na, HPO, 7TH,O 43 Mm
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Na, HPO, H,0O 14 mM

Disolver en agua y ajustar a pH 7.3 con NaOH
Esterilizar en la autoclave. El amortiguador se prepara a una concentracién 10X y se almacena
a temperatura ambiente. Se usa a una concentracion 1X para lo cual se hace una dilucién, que

se almacena a 4° C.

. SOLUCION DE BLOQUEO (Reactivo empleado para el Western Blot)
PBS 1X

Leche descremada Sveltes al 5 %
Tween 20 al 0.6 %

Preparar el volumen necesario.

. SOLUCION DE LAVADO (Reactivo empleado para el Western Blot)
PBS 1X

Tween 20 al 0.1 %(v/v)

Preparar el volumen necesario.

. SOLUCION DESTENIDORA
Metanol al 50 %

Acido Acético al 25 %

. SOLUCION DE LISIS
PBS 1X
Lisozima 1 mg/mL
RNAsa A 50 g/mL
MgCl, 5mM

Adcionar 0.05g de inhibidores de proteasas (Roche) por cada 10 mL de solucién

. AMORTIGUADOR DE TRANSFERENCIA (Reactivo empleado para el Western Blot)

Tris 39
Glicina 144¢g
SDS 1lg
Metanol 200 mL

Pesar todo y disolver en agua aforar a 1000mL.
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o AMORTIGUADOR TE
Tris HCI 10 mM (pH 8.0)
EDTA 0.1 mM
o AMORTIGUADOR DE SUSPENSION CELULAR
Tris HCI 50mM (pH 8.0)
EDTA 10mM
o AMORTIGUADOR DE ELUCION
Tris-Cl pH 8 (50 mM)

Glutatién reducido (GIBCO BRL) (15 mM)
Se guarda en alicuotas de 1 mL a — 20° C hasta su uso.
NOTA: Esta solucién no se debera ser utilizada después de descongelar la solucion por 5

veces

o AMORTIGUADOR DE NEUTRALIZACION

Contiene hidrocloruro de guanidina y acetato. El fabricante no incluye las concentraciones

. AMORTIGUADOR DE LISIS (Para purificar plasmido)
NaOH 20mM

SDS 1% viv

° AMORTIGUADOR DE LAVADO

Contiene NaCl, EDTA 'y Tris-HCI (pH 8.0). El fabricante no incluye las concentraciones.

. AMORTIGUADOR DE LAVADO OPCIONAL

Contiene acetato, hidrocloruro de guanidina, etanol y EDTA. El fabricante no incluye las

concentraciones.

o AMORTIGUADOR DEL ANODO 5X (para SDS-PAGE SISTEMA TRIS-TRICINA)
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Tris Cl pH 8.9 1M

. AMORTIGUADOR DEL CATODO 5X (para SDS-PAGE SISTEMA TRIS-TRICINA)
Tris ClI 05 M
Tricina 0.5M

Disolver en agua y ajustar a pH 8.25

Agregar SDS a una concentracion final del 0.5 %

B) MEDIOS DE CULTIVO

e CALDO YTA 2X
Triptona 16 g

Extracto de levadura 10g

NaCl 5¢

Disolver en 900 mL de H,O desionizada y ajustar a pH 7.0 con NaOH
Aforar a 1L y esterilizar en autoclave

Una vez frio, adicionar ampicilina a una concentracion final de 100 pg/mL

o CALDO LB
Triptona 16 g

Extracto de levadura 5 g
NacCl 59

Disolver en 1 L de H,O desionizada y esterilizar en autoclave

e AGARLB

Para el medio sélido solo se necesita adicionar 15 g de agar por litro antes de aforar al caldo
LB

C) TECNICAS ADICIONALES EMPLEADAS

¢ ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Disolver 0.3 g de agarosa en 30 mL de amortiguador TAE 1X
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Una vez que se ha disuelto por completo la agarosa en el amortiguador agregar 2uL de
bromuro de etidio y mezclar perfectamente

Preparar la camara de electroforesis, verter la agarosa y esperar a que solidifique.

Una vez solidificada la agarosa, agregar amortiguador TAE 1x hasta cubrir el gel, retirar el

peine y colocar las muestras.

o PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA DESNATURALIZANTE (PAGE-SDS)

Preparar la solucion para el gel separador en base a la siguiente mezcla:

Volimenes para diferentes porcentajes de acrilamida
% Acrilamida 10% 12%
Volumen a 4mL 8 mL amL 8 mL
preparar 1 gel 2 geles 1 gel 2 geles
Agua 1.7 mL 3.4 mL 14mL | 2.8mL
Amortiguador imL | 2mL | 1mL | 2mL
separador
Acrilamida 1.3mL 2.6 mL 16mL | 3.2mL
z;rjﬁi';a;? gg% 25uL | 50pL | 254l | 50uL
TEMED 2.5 uL 5L 2.5 uL 5ulL

Poner todos los componentes en un tubo falcon de 15 mL, mezclar perfectamente y agregar el
persulfato y el TEMED. Mezclar por inversion rdpidamente y vaciar con una pipeta en la
camara de electroforesis. Hacerlo lo mas réapido posible, para evitar la polimerizaciéon del gel

en el tubo.

Una vez que el gel separador haya polimerizado preparar el gel apilador mezclando los

siguientes reactivos:

Reactivos Para 1 gel Para 2 geles
Agua Im L 2 mL
Amortiguador apilador 444 uL 888 uL
Acrilamida 300 uL 600 pL
(I;)ersulfato de Amonio 20 20 L 30 ul
TEMED 5 puL SuL
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Mezclar los componentes a excepcion del Persulfato y el TEMED. Tener listos los peines que

se van a emplear. Una vez adicionado el Persulfato y el TEMED agitar rapidamente y vaciar

sobre el gel apilador. Poner los peines. Después de que haya polimerizado el gel, sacar los

peines, limpiar el exceso de poliacrilamida en los carriles. Y llenar la cAmara de electroforesis

con el amortiguador de corrida.

e TINCION DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON NITRATO DE PLATA

P wDN P

Al finalizarla electroforesis, dejar el gel en metanol al 50 % por hora y media

Hacer tres lavados de 10 min cada uno con H,O desionizada

Dejar el gel en H,O desionizada toda la noche

Incubar por 1.5 horas en 100 mL de metanol al 50 % con 100 uL de formaldehido al 37
%.

Quitar la solucion y lavar rapidamente tres veces con H,O desionizada. Dejar en H,O

mientras se preparan las soluciones Ay B

SOLUCION A SOLUCION B
Pesar Nitrato de plata 0.8 g NaOH 0.36 % 21 mL
Disolverlo en 2 mL de H,O NH4OH conc. 1.4 mL

Preparar la solucién C : para ello se adiciona por goteo la solucion A a la solucion B
NOTA: Si la solucién C queda turbia, agregar NH,OH conc. hasta que quede
translucida

Aforar a 100 mL con H,O desionizada, desechar el H,O del gel , agregar la solucién C
e incubar con agitacion por 15 min

Hacer tres lavados de 5 min cada uno, con abundante agua desionizada

Preparar la solucién D en lo que se realiza el dltimo lavado

SOLUCION D

Citrato de sodio al 1% 2.5 mL

Aforar a 500 mL con agua desionizada
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10. Desechar el agua y adicionar la solucién D, mantener con agitacion hasta que las
bandas tengan la intensidad deseada

11. El revelado se para con solucién destefidora*

e TINCION DE PROTEINAS EN GEL DE POLIACRILAMIDA CON AZUL BRILLANTE DE
COOMASSIE

Preparar la solucién tefiidora y destefiidora* empleando:

1. Metanol: 50%

2. Acido acético: 10%

3. Aforar con agua al volumen deseado.

Para preparar la solucion tefiidora se le agrega azul brillante de Coomassie G-250 a un

concentracion de 0.5g/100mL de solucién.
Al finalizar la electroforesis, dejar el gel en solucion tefiidora por un lapso de 30 a 50 min.

Posteriormente retirar la solucion tefiidora y agregar solucién destefiidora lavar varias veces el

gel con esta solucidn hasta que las bandas de las proteinas se distingan facilmente.
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