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Introduccion.

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

corroborada con técnias inmunohistoguimicas.



Objetivos:

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

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

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

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

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

f} Compara los patfones de expi‘ésién de AGAMQUS con los de FLOR 1.

g) Determinar de manera preliminar su compartamentalizacién subscelular.

Hipétesis.

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

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

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

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

etapas del desarrollo floral.



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

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

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

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

La vida de las p[anlz-;s esta dividida en una fase vegetativa y una fasc

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



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

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

corpus ‘tunica

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

Las flores maduras de Arabidopsis thaliana, tienen una estructura simple, tipica
de las Brassicaceae, un céliz de cuatro sépalos ( primero verticilio), una corola de cuatro
pétalos ( segundo verticilio), un androceo formado por seis estambres ( tercer verticilio),
cada uno compuesto por un filamento y una antera. Las anteras son biloculadas y
presentan una dehiscencia longitudinal. El gineceo maduro ( cuarto verticilio), es sésil,

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

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

El desarrollo floral de Ambidopsis thaliana se ha descrito con detalle y puede
dividirse en una serie de estadios que van del | al [4. Del estadio | al 7 se forman los
primordios de los drganos y tiene lugar la especificacién. Generalmente estos son

referidos como etapas tempranas del desarrollo floral. Durante el estadio 8 al 14, etapas
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tardias del desarrollo floral, incluye muchos de los procesos de diferenciacién celular. A
partir del estadio 7 empieza la diferenciacién morfolégica de estambres y carpelos
(Bowman et al , 1994)

Mutaciones homedéticas en el desarrollo floral y el modelo ABC.

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

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

presentes normalmente (pistilata, a-petala 3, universal flower organs [ufo]), estambres
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que pierden el l6culo de la antera ( J1-54), estambres en lugar de carpelos (floral-10,
superman), carpelos en lugar de sépalos en el perianto entero { flo-2, flo-3 y flor-4) y
flores secundarias en las axilas de los sépalos de‘ las flores primarias (apetala-1)
(Raghavan, 1997).

/

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

En el meristemo apical inflorescente de Arabidopsis thaliana, la accién de los
genes de identidad de meristemo es antagonizada por el gen TERMINAL FLORWER
(TFL I)(Bradley et al; 1997). Por lo tanto la pérdida de la funcidn de estos genes resulta
en expresion ectépica de LFY y AP/ en el meristemo inflorescente, el cual se transforma
en un meristemo floral que genera una flor terminal. 7FL [ codifica para una proteina
asociada a membrana posiblemente involucrada en una transduccién de sefales
requerida para reprimir la expresién de los genes de identidad floral en el meristemo
inflorescente ( Theissen & Seadler 1999).

Cuando la transiéién del meristemo inflorescente al meristemo floral, los
Organos florales aparecen en una posicion definida dentro de éste. Ciertos genes como
CLAVATA 1 (CLVI), CLAVATA 2 (CLV2), y CLAVATA 3 (CLV 3) y WIGGUM (WIG),
regulan ¢l tamano del meristemio floral y también influencian el ndimero de érganos
florales (Clark et al; 1995). CLV I codifica para un receptor con actividad de proteina
cinasa y CLV 3 codifica una peQueﬁa proteina extracelular que puede ser el ligando de
CLVI (Clark et al; 1997). Los genes “‘cadastrales” como 'LEUNIG (LUG) (Liu &
Mcyerowilz;1995) AP2 y'AG estdn involucrados en establecer los limites de las
funciones de los genes de ideﬁtidad de 6rganos, definiendo los diferentes Grganos
florales. Los genes como PERIANTHIA (PAN), los cuales codifican factores de
transcripcion tipo bZIP actian estableciendo la posicién y el nimero especificos de
primordios de érganos florales (Chuang et al; 1999). Los genes de identidad de organos
florales (selectores homedticos) especifican fa identidad de cada érgano floral por la

activacion de genes realizadores.



En el modelo cldsico de desarrollo floral, ABC, se han propuesto tres funciones
homeéticas codificadas por los'genes de identidad de érgaﬁos florales. Cada funcion es

llamada A B y C (Haughn & Somervil]e, 1988; Coen & Meyerowitz, 1991)

(a)verticilio 1 2 3 4

Sépalo  Pétalo Estambre Carpelo

t

) Fig. 3: (a)El modelo cldsico ABC, para la
identidad de érganos florales de Arabidopsis
AP3-PI thaliana. La identidad de Grganos florales es
especfificada por las funciones homeéticas A,B
AP1.AP? C y C. (b) Las proteinas que proveen las funciones

. : homeéticas florales en Arabidopsis
(Theissen,2001)

o

Este modelo trata de explicar como la interaccion de estos genes promueve [a
formacién de los cuatro verticilios florales (sépalos, pétalos, estambres y carpelos). La
expresién solo de la funcion A especifica la formacion de sépalos, la combinacion de A
y B especifica la formacién de pétalos, la combinacién de B y C la formacién de
estambres y la funcién C la formacidn de carpelos. Este modelo también explica que los
genes de la funcidn A y C se regulan negativamente mientras que los genés de la
funcién B estdn restringidos al segundo y tercer verticilio independientemente de la
funcién A y C. En las flores de Arabidopsis thaliana con fenotipo silvestre la funcién A
corresponde al primer y segundo verticilio, la funcién B al-segundo y tercer verticilio y
la funcién C al tercer y cuarto verticilio. Este modelo se basé en los andlisis de mutantes
homeéticos del Arabidopsis -thaliana y Anthirrinum majus (Weigel & Meyerowitz;
1994).

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

ectépicamente en plantas transgénicas e inducen la formacion ectépica de dvulos sobre
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el perianto por lo que estos genes han sido definido como genes maestros de la

formacién del 6vulo (Angenet & Colombo; 1996).

Genes MADS-box y el desarrollo de eucariontes.

Todos lo genes descritos en ¢l modelo ABC y los responsables de la funcién D
han sido clonados y con excepcion de AP2 todo$ pertenecen a la familia de factores de
transcripcion MADS-box (Riechman & Meyerowitz, 1997). Estos genes codifican para
una familia de factores de transcripcién altamente conservados en plantas, animales y
levaduras (Theissen & Seadler 1999). El nombre de estos genes es un acrénimo de
cuatro proteinas MCM1 (de la levadura Sacharomyces cervisiae), AGAMOUS (de
Arabidopsis thaliana) DEFICIENS (de Anthirrinum .majus) y SRF (proteina humané)
(Schwartz et al; 1990).En el caso de mamiferos el gen MADS-box (Myocite enhancer
factor) tiene un papel esencial en la miogénesis del musculo cardiaco y musculo
esqueiético (Black & Oilson 1998; Kraushal et al, 1994;Lilly et al, 1995; Lin et al,
1997). También esta involucrados en la fégu]acién de écnes del misculo liso (Katoh et
al; 1998), desarrollo del sistema vascular (Lin et al; 1998) y sisterna nervioso (Mao et al
1999; Schultz et al;1996) y tiene diferentes papeles en el sistema inmune (Han et al,
1997) en la induccién sérica de ¢c-jun ( Han & Prywes; 1995) y la activacién de la etapa
fitica del virus Epstein-Barr en respuesta a calcio (Liu et al; 1997). También ha sido
demostrado que la actividad de MEF 2 es necesaria para activar genes en respuesta a
mitégenos a través de la ruta de transduccién de sehales mediada por p 38,
BMKI/ERKS ( Hann et al, 1997; Kato et al, 1997, Yang et al, 1999; Zetser et al, 1999;
Zhuao et al, 1999).

Otros genes MADS-box como SRF tienen un papel esencial en ta proliferacion
y diferenciacidn en respuesta a pfoteinas de suero y tienen una relevancia funcional para
la transcripcién de genes cspecificos de misculo (Croissant et al, 1993; Soulez et al,
1996). También la funcién de SRF es esencial para la regulacién transcripcional de
nwmerosos genes inducibles por el factor de crecimiento como el oncogen c-fos y genes
de actina especifica de misculo (?Shore & Sharrocks; 1995).

En plantas, ademais de los genes de identidad de 6rganos florales, hay una gran
cantidad de genes MADS-box cuya funcién no ha sido bién definida (Moon et al; 1999).
En Arabidopsis thaliana, por lo menos 85 genes de la familia MADS han sido

detectados  (l.edn Martinez comunicacién  directa). Muchos de estos genes son



-especificos de organos florales y estén involucrados en el inicio y el desarrollo de los
érganos florales. Por ejemplo el gen AGL2 y AGL4 se expresan en etapas muy
tempranas del desarrollo (después de que emerge el meristemo inflorescente pero antes
de que aparezca cualquier primordio de Organo) sugiriendo que AGL2 y AGL4
desempefian un papel importante en los pasos intermedios entre la iniciacién de la
inflorescencia y la iniciacién de los 6rganos florales (Flanagan & Ma; 1994). Otros
genes MADS-box estdn involucrados én ¢l desarrollo de la semilla, el o6vulo,
crecimiento vegetativo, desarrolio de la raiz, embriogénesis ¢ inducciones simbidticas
(Mandel et al, 1995; ‘Angenet et al, 1995; Hear & Dunn 1995; Flanagan et al, 1996;
Perry et al, 1996; Buchner & Boutin, 1998; Zhang & Forde, 1998).

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

cruciales para la fisiologia y estructura de los érganos.

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

Las proteinas MADS-box, al igual que los otros factores de transcripcién
eucariontes, presentan una organizacién modular ( Shore et al;1995). Las proteinas
MADS-box en plantas presentan un dominio MADS (M), un dominio (1), un dqminio
similar a la queratina (K) y un dominto C-terminal (Matl, 1991; Purugganan, 1995;
Theissen 1996),

El dominio o caja MADS presenta una longitud de 186 pb, es la regién mas
conservada de 1a proteina ( Pufugganan, 1995) se encuentra ubicada en la regién N-
" terminal y puede presentar residuos adicionales (proteinas tipo NMIKC). Este dominio
es responsable de la unién al DNA, formacion de dimeros e interacciébn con
componentes accesorios (Tilly,- 1998). Este dominic se une a secuencias CONSENso
CC(A/TY6GG también Hamada ;:aja C Ar G que se encuentra en la regién promotora de
muchos genes probablemente regulados por estos factores de transcripcién (Tilly,
1998). ‘.

El dominio o caja 1, estd formado por 30 aminodcidos, pero es un poco variable
en longitud ( Miinster, 1997; Ma, 1991). En muchas proteinas MADS-box de
Arabidopsis thaliana, este dominio constituye una clave molecular para la formacién
selectiva de dimeros que se unen al DNA { Reichman, [997).
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El dominio o caja K y la caja I no estdn presentes en ninguna de las proteinas
MADS-box de animales y levaduras hasta ahora conocidas ( Theissen & Seadler, 1995).
Este dominio se caracteriza por presentar dominios hidrofdbicos y se propohnc que
pueden formar hélices alifaticas ( Reichman & Meyerowitz; 1997), es posible que esta
regién este involucradas en interacciones proteina-proteina { Ma et al, 1991; Pnueli et al
1991; Theissen et al,'1995). También se ha demostrado que este dominio se requiere
para interacciones entre proteinas MADS-box (Fan et al, 1997). Empleando el sistema
del doble hibrido se demostré que el dominio o caja K es necesarto para las
interacciones entre GLOBOSA y DEFICIENS, las proteinas de la clase B de
Anthirrinum majus (Davies et al; 1997). En otros estudios empleando el mismo sistema
se demostré que AGAMOUS interactia con AGL2, AGI4, AGL6 y AGL9 (Fan et al;
1997). Estos resultados indican que las proteinas MADS-box interactiian con otras
proteinas MADS-box para llevar a cabo sus funciones, en una interaccién mediada por
cajaK.

La region mas variable, tanto en longitud como en secuencia, es el dominio C-
terminal. La funcidén de este dominio es desconocida, pero se ha demostrado que es
indispensable para la unién al DNA y la formacidn de dimeros, al menos en proteinas
con funciones homeéticas del desarrollo floral (Zachgos et al; 1995). Esta regién és rica
en aminodcidos dcidos, los cuales son caracteristicos de los dominios de transactivacion.
Empleando el sistema del doble hibrido se demostré que el gen OsMADS16, homélogo
de AP3, contiene un dominio de activacién transcripcional en la region C-terminal
(Moon ect al; 1999),

Se¢ sabe que todas las proteinas homedticas que determinan funciones
‘homedticas en Arabidopsis thaliana (AP1, AP3, Pi y AG) pueden interactuar in vitro
‘(Reichman et al; 1996). Los ensayos de movilidad electroforética y el sistema del doble
hibrido revelan que la formacidn de dimeros de union al DNA es altamente especifica
(Reichman et al 1996; Davies et al, 1996; Fan et al, 1997). Genéticamente, los genes de
la funcién B, de Anthirrinum majus y Arabidopsis thaliana como son DEF- GLO y
AP3 y PI respectivamente, interaccionan con los genes de la funcion C de PLE
(Anthirriniom majus) y AGAMOUS (Arabidopsis thaliana) para especificar la formacion
de estambres. Las proteinas de la funcion B no forman dimeros de unién al DNA con
proteinas de la funcion C. De hecho, las proteinas de la funcién B forman dimeros de
union al DNA entre ellas ( DEF-GLO o AP3 y PI) pero no con proteinas MADS-box de

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

Recientemente, han sido encontradas evidencias sobre la formacién de grandes
complejos multiméricos, entre proteinas con dominio MADS que son relevantes para
resolver el ﬁrdblema de las interacciones entre proteinas homedticas florales ( Egea-
Cortines et al; 1999) Tamblen se ha reportado interacciones geneticas en Anthirrinum
majus entre SQUAMOSA ( gen ortologo de API) y los genes de la funcién B { GLOBOS
y DEFICIENS). Esta interaccién es necesaria para establecer la filotaxia de los 6rganos
florales ( Egea-Cortines et al; 1999). La interacci6n ha sido probada en proteinas,
empleando el sistema del doble hibrido y cnsalyos de movilidad electroforética done
DEFICIENS, GLOBOSA y SQUAMOSA forman un complejo multimérico. La
afinidad de este complejo por el DNA, difiere de la afinidad de dimeros individuales.
De esta manera se sugiere un modelo, de acuerdo al cual, las proteinas forman un
tetrdmero compuesto por un homodimero SQUA-SQUA y un heterodimero DEF-GLO.
Dentro de este tetrdmero, cada dimero reconoce secuencias diferentes de DNA
denominadas cajas C Ar G ( Egea-Cortines et al; 1999).

La caracterizacién de los complejos multiméricos de proteinas con dominio
MADS puede constituir un gran avance en el entendimiento de las interacciones entre
genes homedticos florales. Por otra parte hay evidencias de que las proteinas con
dominio MADS de Arabidopsis thaliana forman complejos multiméricos que incluyen
proteinas como AGLZ. AGL4 y AGL9 ( SEP 1, SEP2 y SEP 3 respectivamente). Los
dimeros formados incluyen a AP3-PI, SEP3-API, SEP3-AG (Pelaz et al; 2001).

Toda esta informacién ha lievado ala generacién de un modelo llamado modelo
del cuarteto de identidad de oOrganos florales, el cual trata de explicar como la
interaccidn entre proteinas, codificadas por genes homedticos ﬂoralés, especifican la
identidad de érganos en la flor, sin referirse a la funcién homeética floral (Pelaz et a;
2001).

Para la simplificacién del modelo se ignora los évulos. De esta manera se puede
explicar como son establecidas las identidades de los cuatro érganos florales: sépalos,
pétalos, estambres y carpelos. Parz; esto se neccsita la combinacion dnica de proteinas
homedticus florafes. En el caso du_: Arabidopsis thaliana, esta combinacion se puede
basar en difercntes complejos proteicos. sépalos: AP1-AP1-7-7; pétalos API-AP3-Pl
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SEP; elstambres AP3-PI-AG-SEP; carpelo AG-SEP-AG-SEP, los componentes
desconocido§ se denotan por “?”. Se asume que estos complejos proteicos son factores
de transcripcién, que pueden 'ejcf‘c’e'r su funcién por la uni6n especifica a genes blanco
los cuales son activados(+) o repﬁmidos(-) de manera adecuada para el desarrollo de las
identidades de los diferentes 6rganos florales. La especificidad de la eleccién de los
genes blanco, puede llevarse a cabo por los cuatro complejos teniendo diferentes
afinidades por pares de secuencias de DNA (probablemente caja C Ar G) y por la
distribucidn caracteristica de estos pares de secuencias en la regién promotora de los
genes blanco. El antagonismo entre los genes de la funcién A y C en el modelo ABC,
puede ser explicado por el hecho de que los complejos proteicos que contienen AP1
reprimen la expresmn del gen AG y los complejos que tienen a AG reprlmen la

expresion de AP] “estas interacciones podrlan ser mas indirectas (Pelaz; 2001)

Verticilio I 2 ' 3 4

'Sé palo Pétalo - Estambre Carpelo

$ 4 t t
(T T [ CT)
€0, COINEO

P T
' -AG' ~AP|' -AP1 >
C=Caju CArG genes blanco ' genes blanco genes blanco  genes blanco

Fig. 4: Modclo del cuarteto de identidad de organos florales de Arabidopsis thaliana. Este modelo sugiere que la combinacién
de cuatro protefnas homedticas florales determina la identidad de los cuatro diferentes érganos. Estos complejos proteicos, los
cuales se asume representan factores de transcripeitn, pueden ejercer su funcién uniendose cspecificamente a los promotores
de los genes blanco, los cuales son activados (4} o reprimidos (-) para el desarrollo adecuado de la identidad de los drganos
florales. La unién ocurre probablmente cajas C Ar G. El antagonismo cntre la funcién A y C podria ser causada por la
represion de la expresién génica de AG por complejos proteicos que conticnen a AP1. De la misma manera los complejos gque
poscen AG reprimen la expresion de AP1 (Theissen, 2001)

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

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

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

La exposicion de las células a sefiales quimicas extracelulares o a las
modificaciones del ambiente extracelular generan cambios en la expresion de genes que
permiten una adecuada respuesta fisioldgica. Esto ocurre gracias a la integracion de
multiples vias de sefales intracelulares que controlan la actividad de factores de
transcripcion. El mecanismo regulador mas comiin, debido a las rdpidas alteraciones de
la actividad de los factores de transcripcién, involucra la fosforilacion y la
defosforilacién de proteinas (Witmarsh & Davis; 2000).

La fosforilaciéon y defosforilacion de proteinas puede regular la funcién de los
factores de transcripcion por lo menos a través de cinco mecanismos: (i} a través de la
translocacion del citopltasma al niacleo. (1) marcando los factores de transcripcidn para
su degradacion proteolitica, (iii}regulando las interacciones proteina-proteina entre los
factores de transcripcidn, correguladores y complejo basal de la transcripeidn (iv)
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7. regulando la unién del factor de transcripcién al DNA (v) modificando la estructura de
la cromatina (Witmarsh & Davis; 2000).

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

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

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

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

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

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

Estructura y funcion de las proteinas LRR.

Las protefnas con motivos repetidos ricos en leucina (LRR) fueron descubiertas
en la a-glicorproteina del suero humano (Takahashi et al; 1985)a la fecha mas de cien
LRR han sido deSCrltdb Estas protemds estan prcsemes en todos los linajes, desde las
bacterias ha<;td el hombre ( Kobe & Delscnhofei 1995) e tncluyen receptores de
hormonas, receptores con actividad de tirosincinasa, moléculas de adhesién celular,
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factores de virulencia bact'erian:%l, enzimas y glicorptefnaé de la matriz extracelular.
Todas las LRR parecen estar involucradas en interacciones proteina-proteina, las cuales
son escnc1ales en procesos como la transducmon de senales, adhesién cclular
reparacién del DNA, recombmacmn transcnpmén procésamiento del RNA, re31stenc1a
a enfermedades y nucleacién del hielo ( Matsushima et al; 2000). El niimero de motivos
repetidos riéos en leucina va de la 33, por ejemplo el PGIb plaquetario y la caoptina
respectivamente. L.os motivos repetidos ricos en leucina, pdr lo general, estan repetidos
en tandem. La longitud mas comiin del motivo LRR es de 24 aminoacidos { Kajava et
al; 1995). También se ha propuesto ( Kobe & Deisenhofer 1994) una secuancia
consenso general para las unidades repetidas ricas en Jeucina que es
xLxxLxL.xxNzxaxxzazzzzazzxzz en la cual “x” significa un residuo varaible, “z”

4 ,,

frecuentemente es un espacio y valina, leucina o isoleucina. Las leucinas son
remplazadas por valinas 6 isoleucina, la aspara'fgiria consenso s rcmij‘lﬁzad.a algunas
veces por cisteina o treonina. Todas las LRR tienen un motivo altamente conservado
LxxLxLxxNxL ( Kajava, 1998). Recientemente se propuso que las proteinas ILRR
pueden ser divididas en por los menos seis o siete subfamilias, caracterizadas por
diferentes longitudes y secuencias consenso de la parte variable y de las repetidas
(Ohyanagi et al 1997; Kajave, 1998), también se propuso que las partes variables
difieren tridimensionalmente en su estructura { Kajave, 1998).

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

Especificidad de las proteinas LRRs.

~ Las proteinas inhibidoras de poligalacturonasa (PGIP) estin presentes en la
pared celular de muchas plantas, y pertenccen a la familia de LRR especializadas en el
reconocimiento y rechazo de pafégcrlos (Cervone et al; 1997). En la PGIP de
Phaseollus vulgaris, el dominio cbmprendido entre el aminodcido 69 al 326 puede
dividirse en 10.5 unidades repetidas en tandem, cada un derivada de un péptido de 24
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' aminoz’tcfdos (De Lorenzo et al; 1997). La comparacién entre los motivos LRRs de las
PGIPs con otras proteinas indica que las secuencias despliegan gran similitud, el
nimero de repeticiones puede variar significativamente entre espécies (Mattei et al ,
2001).

L.a mayoria de los genes de resistencia contra patégenos codifican proteinas
clasificadas como NBS-LRR por contener un sitio de unién a nucleétidos (nucleotide
binding 'site) y un domino tepétido rico en leucina (LRR) (Ellis & Jonés; 1’99@). Los
diferentes genes de este grupo confieren resistencia contra virus, bacterias, oomicentos,
hongos, nematodos e insectos. Esta clase de proteinas puede ser subdividida en dos
subgrupos, el primero contiene proteinas que poseen una regiéh N-terminal distintiva,
similar al dominio citoplasmico de la proteina Toll de Drosophila y al receptor de
interleucina 1. Las proteinas del segundo grupo carecen de esta regién pero pueden
tener una cremallera de leucina o dominio coled-coil ( estructuras secundarias tipo rizo)
¢ la regién N-terminal (Pan et al; 2000). |

Muchas de las variaciones entre los genes de resistencia y sus homoélogos
ocurren en ¢l dominio LRR, particulﬁi‘mente en ¢l motivo xxLxLxx de las uridades
repetidas y ciertas evidencias sugieren que esta regién ha sido blanco de seleccién
diversificadora (Meyeres et al; 1998). En las proteinas LRR canénicas, tales como el
inhibidor de ribonucleasa porcina y el inhibidor de ribonucleasa humano (pRI y hRI),
estos motivos adoptan un estructura tipo —trand/B-turn, donde las leucinas forman un
nicleo hidrofébico hacia la proteina y los residuos que flanquean a las leucinas quedan
expuestos ¢ interactian con su ligando (Kobe & Deisenhofer, 1995; Papageorgiou et al;
1997). En el complejo de la pRI y'su ligando la ribonucleasa A, 26 de los 28 puntos de
contacto involucra aminoicidos de los motivos xxLxLxx, mientras que en un complejo
similar formado por la hRI y la Angiogenina, 19 aminoicidos dentro del motivo
xxLxLxx de la hRI establecen un fuerte contacto con la Angiogenina y seis puntos de
contacto ocurren fuera de este motivo. La mayoria de los puentes de hidrégeno y
contactos de van de Waals en los complejos son distintivos, indicando que la habilidad
del hR1 para reconocer diferentes ligandos esta basado en su capacidad para interactuar
con un nimero de caracteristicas Gnicas de ellos { Papageorgiou et al; 1997).

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

una nueva capacidad de reconocimiento a la PGIP.



Localizacién subcelular de las proteinas LRRs.

- Las PGIPs, presentan grandes similitudes con una clase de proteoglicanos
extracitoplésrﬁ‘i‘bos de animales llamados SLRPs (small léu¢ine rich proteoglycans), los
cuales incluyen la decorina, biglicano, fibromodulina, lumicano y efiglicano (Tozzo,
1997). Las PGIPS vy los SERPs comparten muchas propiedades: ¢lla son proteinas
solubles de la matriz extracelular (como lo demuestran diferentes métodos de
extraccion), presentan pesos moleculare-s similares, un namero similar de LRRs en ¢l
dominio central, asi como la presencia de regiones ricas en cisteina que flanquean a la
region central. Las SLRPs estdn involucradas en el ensamble de la matriz extracelular,
en-la orientacién y ordenamiento de las fibras de coldgena durante la ontogenia y en la
recuperacién de procesos patolégicos como la reparacmn tisular. La decorina y qunzas
otras SLRPs regu]an en ‘muchos niveles la produccmn y el ensamble de la matriz
extracelular y de este modo la remodelacion del tejido conectivo (lozzo, 1997). Las
modificaciones post-traduccionales pueden ocurrir  por diferentes funcionalidades
dentro de la proteina: por ejemplo, han sido reportadas [a existencia de muchas SLRPs

‘con una o muchas cadenas de glicosaminoglicanos y diversos patrones de N-
glicosilacion, por lo que esta diversidad de modificaciones post-traduccionales, se
perfila como parte de un papel funcional (Iozzo 1997) Por analogia con la funcidn de las
SLRPs no se descarta el papel de las PGIPs en el ensamble de la matriz extracelular y
plocesos morfogemcos en plantab La pared que rodea alas células vegetales, la cual
puede ser c0n51derada un equlvalente a la matriz extracelular de los tejidos animales, es
una fuente de sefiales que las plantas usan para detectar patdgenos y sefiales dentro de la
célula que determinan cuando se produce pared, se construye y es remodelada durante el
crecimiento y la diferenciacién. Recientemente se comprobd que las PGIPs
interaccionan con pectinas metiladas y que la sobrexpresién de la PGIP de frijol en
plantas de tomate genera morfologias alteradas ( Bellicampi in Mattei; 2000).

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

patlidum y se propone, puede estar involucrada en interacciones proleina-proteina o
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interacciones lipido-proteina que '__son necesariaé entre los componentes de la envoltura
celular de 1a espiroqueta { Shevchenko et al; 1997).

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

extracetular. -
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FLOR 1, LRR extracelular o intracelular.

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

Anthirrinum majus. Unicamente comparten entre ellas cuatro regiones.

Protein Secuencia consenso LRR
FLOR 1 LxxLxXLXXLXLXXNKLKG— === === === xIPxx 10
PGIP LxXLEKXLxXLALSXNXLXG-~-—-----—- xIPxx ' 10
PLK5 LxXLXXLXXLxLxXNXLSG----—-—-~-—~- xIPxx 21
Cf-2.1 LGNLXXLxX L XL KN LXG- -~~~ =~~~ SIPxx 36
CfE-9 LXXLXXLxxLDLSSNNLXG--~---~---- xIPSx 28
Xaz2l LxxLXxxLxxLDLSSNNLXG---------~- xIPxx 23
Brll axXXXXLXKLKLSKNKASG=— =~ ===~ = X IPXX 25
CLAVATA 1 axxaxXxxXLXXLXLXxXNXLXG---~------ XIPxxX 23
ERECTA axxaxXLxxLLxXNXLXG-~---~----= ®xIPxx 20
SLRP AXX I XA LHK LK LYK NK I XK -~ = —— =~ —— = xIPxx 20
PRI KXXLLXXLXLXXC/N. xLxxxgaxxLLxxalxx 15

Comparacion de los motivos LRR de FLOR 1 con otras proteinas LRR. Se coloca una x para cualquier
aminedcido, a indica un residuo alifitico (L,L,F,V,M), donde la iscleucina es la mas representada y se indica con L
Se coloca S para S o T, D para un residuo dcido (D o E). Cl sonproducto de genes de resistencia de tomate y arroz.
RI.KS, BRI1, CLAVATA y ERECTA son productos de genes relacionados con el desarrollo de Arabidopsis
thaliana. SLRP  son pequefios proteoglicanos ricos en leucina que incluyen a la decorina, biglicano, fibromodulina,
ostoaderina, apifiglicano y la osteoglicano. PRI es el inhibidor de ribonucleasa porcina.

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

1998), es aqui donde surge la pregunta ; Como puede FLLOR 1 interactuar con el factor de
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tran.scripcién 'AGAMOUS? Son varios los requisitos que se deben de cumplir para que la
interacc'iérn in viit-';)“rnostrada. ﬁér la .col.u'mn'a de afinidad entre ambas proteinas ocurra de
manera fisioldgica, una de ellas es la coincidencia espacial y temporal de ambas protefnas
en diferentes tejidos y compartimentos celulares. Los patrones de expresién de AGAMOUS
han sido cuidadosamente documentados (Bowman et al; 1991). En el desarrollo tempfano
de la flor AG se expresa en los pfimordios del tercer y cuarto verticilio (los cuales dan
origen al estambre y al carpelo), pero no se encuentra en le primordio de sépalos ni de
pétalos. Cuando la flor madura AGAMOUS se expresa solo en tipos cclulares‘especfﬁcos
del estambre y el carpelo. En estambres AGAMOUS se expresa en toda la pared de la antera
pero principalemte en el tapetum y el tejido conectivo y estd ausente en los granos de polen
y el tejido vascular. En el carpelo AGAMOUS se expresa en las células de la papila
estigmatica, placenta, évulos pero estd ausente en el tejido de conduccidén del septo. Los
resultados de hibridacidén in situ para caracterizar los patrones de expresion de FLOR 1,
muestran que se expresa en el merisfemd floral, después en el estadio 7 y 8, la expresion de
FLOR | es especifica de primordios de estambres y carpeloa y por dltimo, en estadios
avanzados del desarrollo ELOR | se expresa en toda la antera excepto los granos de polen,
mientras que en los carpelos la expresién de FLOR 1 se restringe a la placenta y a los
évulos. De cualquier modo esta informacion es parcial, puesto que buscamos la interaccién
entre los produét‘os de ambos genes y no entre sus mensajeros. En este sentido las técnicas
inmunohistoquimicas se perfilan como las herramientas mds adecuadas para establecer la
coincidencia espacial y temporal de los componentes del sisterna de interaccion

. ya que con este sistema, en asociacién con estudios bioquimicos y fisiolégicos se pueden
establecer los patrones de acumulacién espacial y temporal de las proteinas durante la

diferenciacion tisular.
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Material y Métodos.

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

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

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

El desarrollo de la antera puede dividirse en dos fases generales. Durante la primera
fase se establece la morfologia de la antera, ocurre una diferenciacion celular y tisular y la
célula madre de la microespora sufre meiosis, al final de esta fase la antera contiene la
mayoria de los tejidos especializados y las tétradas de polen estin presentes en el 16culo de
la antera. En la fase dos los granos de polen se diferencian , el filamento se alarga, se Heva
a cabo la diferenciacion tisular, ocurre la dehiscencia y se libera el grano de polen
(Goldberg et al, 1993).

En Arabidopsis thaliana los primordios de los seis estambres se forman en el
estadio 5 por divisiones periclinales de la subepidermis. En el estadio 8 hay un
engrosamiento y en €l estadio 8 los [6culos ya son aparentes. Los tejidos altamente
diferenciados ilevan a cabo funcnones no reproductlvae por ejemplo el soporte y la
dehiscencia (Goldberg et al 1993) El tejldO no reproductivo 1nc]uyc la epidermis,

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

Tejido conectivo Conecta a la antera con el filamento;

estructura y morfologia.

Endofccio " | Estructura, soporte y dehiscencia.

Epidermis ' Estructura y soporte; dehiscencia.

Microesporas Desarrollo del grano de polen y células
' esperméticas.

Capas medias Estructura y soporte; dehiscencia.

Estomio .. |Dehiscencia,

Tejido vascular Conexion entre la-antera, el filamento y la

flor; abastecimiento de agua y nutrientes.

(*) Tomado de Esau (1977).

DPescripcion de la formacién de la pared de la antera y microesporogénesis de
Arabidopsis thaliana.

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

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

El carpelo o pistilo maduro de Arabidopsis thaliana esté constituido por tres partes:
el ovario que es la base~del pistilo, el cual ‘coiitiene los ‘6vulos y estos a'su vez se
diferencian en frutos después de la fertilizacion; el estilo, que es una extensién de tejido a
través del cual se desarrolla el tubo polinico hacia el Gvulo; y el estigma, que se encuentra
en la regi6n distal del estilo, donde el grano del polen se adhiere y germina (Esau, 1977).

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

El carpelo comparte tejidos con el cuerpo vegetativo de la planta, que son necesarios
para el soporte, nutricién y proteccién. Estos tejidos incluyen el de reserva, el vascular y la
epidermis. Sin embargo, los tejidos 'mas interesantes para estudiar son los intrinsecos del
carpelo, como son el tejido estigmatico y el de conduccidn (Gasser et al; 1993). Estos
tejidos son responsables de capturar el grano de polen y facilitar el paso del tubo polinico a
los dvulos respectivamente (Esau, 1977). Las células del tejido de transmisidn estdn
organ:deds en f]las vertlca]e% umdas entre si por umones tlpo p!asmodesmos {Gasser et al;
1993) Estas celulas son altdmente secretoras y la presencia de una secrecién musilaginosa
al igual que la matriz estilar son atributos del tejido estilar altamente diferenciados. En
Arabidopsis thaliana, el tracto de transmisidn se extiende a lo largo de la regién estilar y
del septo facilitando al tubo polinico acceder a los Gvulos (Gasser et al, 1993).

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

1984). Las secreciones también tienen propiedades adhesivas que facilitan la captura del

— 24 -



grano de polen del aire o los animales polinizadores. El tejido estigmético es contiguo con
‘el tejido de transmisién, proveyendo una ruta ininterrumpida para el crecimiento del tubo
polinico ( Gasser et al; 1993).' -

Los évulos residen en el ovario y estos, por si solos, constituyen una estructura muy
compleja donde se llevan a cabo los procesos de megaesporogénesis y megagametogénesis.
Estos procesos han sido ya descritos en muchos reportes y revisiones (Misra, 1962; Reiser
& Fisher. 1993; Schneiiz et al, 1995; Angenet & Colombo, 1996; Drews et al, 1998; Gasser
et al; 1998; Grossinkiaus & Schneitz 1998; Schneitz et al, 1998). Arabidopsis thaliana
posee un 6vulo bitégmico y tenuinucelado, que aparece sobre la placenta del ovario, en el
estadio 10 del desarrolio floral. En el estadio 10 y 11 se forma una célula arqueporial a
partir de una sola célula hipodérmica en la punta del primordio del évulo, siendo mds
prominente que las células vecinas por su gran tamafio, citoplasma denso y nicleo
conspicuo.. En Arabidopsis thaliana la célild arquepotial se élonga longitudinalmente y se
polariza diferenciandose directamente en una célula madre de la megaespora (Willemse,
1981: Grossinklaus & Schneitz, 1998). La célula madre de la megaespora sufre meiosis y
genera una tétrada donde la megaespora calazal se convierte en una megaespora funcional,
mientras que las tres esporas de la regién micropilar sufren una muerte celular programada
(Webb & Gunning 1990). Inmediatamente q:le la célula arquesporial se hace visible, se
forma el integumento externo e interno a partir de las células epidermales de la base de la
nucela. El integumento externo envuelve al integumento interno y el interno envuelve a la
nucela, en la cual se desarrolla el megagametofito o saco embrionario. En el estadio 13 del
desarrollo fioral,lﬁ la ‘capa‘ de células del “inlegumento interno se diferencia en un endotelio
nutritivo y la nucela es reabsorbida (Yang et al; 1999).
Produccion de anticuerpos policlonales e inmunolcalizacion

El procedimeinto de la inmunolocalizacion involucra: la obtencién del anticuerpo,
preparacién del especfmcn,' incubacidn del especimen con el anticuerpo primario, remover
los anticuerpos que se pegaron de manera inespecifica y la localizacién de los anticuerpos
que se unierén inespecificamente.

Durante las dos décadas pasadas, los métodos inmunolégicos de laboratorio se
convirlieron en una hcrramicntq poderosa en biologia celular y bioguimica. La crecicente

importancia de las inmunoglobulinas en investigaciones celulares, viene de la gran cantidad



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

Lds técnicas dependientes de anticuerpos que mds frecuentemente se usan en
biologia celular son: (i) visualizacién de macromoleculas en tejidos y células por técnicas
.inmunohistoquimicas, (ii) identificacion de proteinas en electroferogramas por técnicas de
inmunoblotting, (iii) aislamiento de prbtel’nas por inmunoprecipitacién y (iv) determinacion
cuantittativa de proteinas por inmunoensayo. Otras técnicas inmunoldgicas importantes en
biologia celular, es la microinyeccidn de anticuerpos a células para bloquear la actvidad de
proteinas individuales, sus ensambles supramolecufares y el uso de anticuerpos en el
estudio de interaccion para mapeo y definicion de sitios funcionales en proteinas.

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

especificidad de 0s anticuerpos producidos.
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Esquema general de la produccién de anticuerpos policlonales e inmunolocalizacion

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

' PurificaCi6n‘ de'1 gr de proteina FLOR 1 emplendo uh columna de afinidad
(Apéndice-1).

A 4

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

. \ 4
Aplicacion del protocolo rutinario de inmunizacion de conejos por via escapular
(Apén'(;lice-S).

Sacrificio, desangramiento y almacenamiento del suero (Apéndice-4)
- - ny e N o= . v - '- .- . .

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

A4

Titulacion del anticuerpo y pruebas de reactividad cruzada del por dot-blotting y
Western blotting respectivamente (Apendice-6}

v
Fijacion e inclusién de las muestras { flores de Arabidopsis thaliana) en parafina
{Apéndice-7)

A4

inmunolocalizacidon de FLOR 1 en diferentes etapas del desarrolio floral
empleando el sistema de deteccién ABC (DAKO) (Apéndice-8)
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Figura 1. Caracterizacién del anticuerpo contra FLOR 1.
" (A) Pruebas de reactividad cruzada por Western blotting emplendo extracto crudo de flores
e inflorescencias de Arabidopsis thaliana, proteina recombinante expresada en E. coli,
y proteina recombinante purificada con la columna de NiNta.
* (B) Control negativo, donde los tres extractos anteriores fueron incubados con suero
preinmune.
(C) Titulacién del anticuerpo con proteina FLOR [ purificadsa a paritr de la columna de
afinidad que posce el decapéptido derivado del dominio MADS de AGAMOUS.



Resultados (caracterizacién del anticuerpo policlonal contra FLOR 1)

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

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

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

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

Para poder investigar la distribucion de FLOR 1, se hicieron estudios de
inmunolocalizacién sobre cortes de flores ¢ inflorescencias de Arabdiospsis thaliana en
diferentes etapas del desarrollo floral. Para este fin las muestras fueron fijadas e
incluidas en parafina, como estd descrito en materiales y métodos. Los diferentes cortes

fueron incubados con el anticuerpo primario ( previamente caracterizado) y se

Figura 1. Distribucién de FLOR 1 durante las etapas tempranas del desarrollo floral.

(A) Corte longitudinal de meristemo inflorescente ( estadio 1}.(40x)

(B) Control negativo.(40X)

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

Nota: Los controles negativos fueron incubados con suero preinmune.

Abreviaciones: im: meristemo inflorescente, sa, sépalos adaxiales; sb, sépalos abaxiales

- 30 -



ST .

e T
v A ,:‘__-" 5

.ln..ﬁ.sa_wn.w

de FLOR 1. Estadios tempranos del desarrolio del

on

P

Figura 2. Inmunolocalizaci

carpelo.

(A)Corte longitudinal de carpelo (éstadio -8) donde el carpelo es un cilindro bien

idente.(10x).
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(B) Corte longitudinal del carpelo (estadio 8) (40x).

(C) Control negativo(10x).

évulos (20x).

aparecen los primordios de

(estadio 9},
(E) Corte transversal del carpelo (estadio 9) (40X).

(D) Corte transversal del carpelo,

(F) Control negativo (20x).

placenta.

, 6vulo; s, septo, p,

Abreviaturas: o
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Figura 3. Distribucién de FLOR 1 a lo largo del desarrollo de la pared de la antera.

- 32 -



(A)Corte longitudinal de antera, es-tadio 6 del deéarrollo de 1a pared de la antera, donde
s células- espordgenas primarias se diferencian en un micropesporocif6 o célula

madre del polen, y estas se aislan entre si por la deposicién de calosa en la pared
celular (10 x). |

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

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

(D) Control negﬁtivo (40x). - ‘

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

pe, pétalo; en, endotecio; t, tapetum, m, capas medias, e, epidermis,
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Figura 4. Expresion de FLOR 1 en tipos celulares especificos del carpelo.




(A) Inmunolocalizacién de FLOR1 en cortes longitudinales de dvulos (40x).

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

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

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

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

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

tejido de transmision del septo, tm, tejido marginal, p, placenta,
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Localizaciéon de FLOR 1 durante estadios tempranos del desarrollo floral.
Durante'etapés tempranas del desarrollo floral, FLOR 1, se expresa en el
meristemo inflorescente, preferencialmente en las regiones de la L1, L2 (tinica) y un
poco L3 (corpus), asi como en las regiones periféricas del meristemo que dan origen al
meristemo floral (Figura 1), Conforme avanza el desarrollo FLOR 1 se expresa en el
domo central del meristemo floral, regién que dard origen a estambres y carpelos,
también en los primordios de sépalos, tanto adaxiales como abaxiales (Figura 1C). En
datos no mostrados se observé que FLOR 1 no se expresa en ninguna etapa del
desarrollo de los pétalos. En etapas posteriores del desarrollo del carpelo, previo ala
formacion del dvulo, las divisiones celulares anticlinales de la L1 y L2 generan un
alineamiento con una apariencia muy uniforme , en la zona central de la invaginacién,
en las células de organizacién tabicada la expresion de FLOR | es gener.alizada (Figura
2 AB), posteriormente, las divistones periclinales de las células subepidermicas dirigen
la invaginacién central ( mostrada por flechas) que marcan el inicio de la formacién del
6vulo y de | septo (Figura 2 DE), en este estadio FLOR 1 se expresa en el septo
incipiente, en los primordios de évulo y en la placenta, en esta zona la marca es

preferencialmente nuclear (Figura 2 E).

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

La microesporogénesis del fenotipo silvestre de Arabidopsis thaliana, sigue el
patrén tipico de las dicotiledoneas. En el estadio 7 del desarrollo floral y 2 del
desarrollo de la antera, las células hipodermales se expanden radialmente y se
diferencian en una célula arquesporial, En ¢l estadio tres del desarrollo de la antera las
células arquesporiales sufren divisiones periclinales y dan origen a una capa interna de
células de tejido esporégeno primario y una capa externa de células parictales primarias.
En el estadio 4 del desarrollo de la antera las divisiones periclinales subsecuentes
forman dos capas de células parietales secundarias. En el estadio 5 del desarrollo de la
antera, las células parietales internas se diferencian en un tapetum , mientras que lus

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

pero nunca en el grano de polen en desarrollo.

Localizacion de FLOR 1 en tejidos especificos del carpelo.

El carpelo maduro de Arabidopsis thaliana esta constituido por tres partes: el
ovario, en la regién basal, que contiene los évulos y estos a su vez sc diferencian en
frutos y semillas después de la l’eftiliiacién; cl estilo, que éonformu una ¢xtension de
tejido, a través del ovario, por el cual de desarrolla el tubo polinico hacia el dvulo y por
Ultimo, el estigma que se encuentra en la regién distal del estilo donde se adhiere ¢l
grano de polen y germina. El carpelo comparte tejido con el cuerpo vegetativo de fa
planta, que son necesarios para el soporte, proteccion y nutricién, estos tejidos incluyen
los de reserva, vascular y epidermis sin embargo, los tejidos mds interesantes son los
intrinsecos del carpelo, como el estigmdtico, ¢l de conduccidn y estructuras éomplcjus
como los vulos.

FLOR I se expresa en lipos.cclulares especificos del carpelo como los dvulos,
unidad organogrifica donde se Hevan a cabo los procesos de la megacsporogénesis, en

- 37 -



este 6rgano la expresion es géneralizada ( Figura 4 A), en la regién de la placenta, la
marca es preferentemente nuclear.

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

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

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

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

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

tipos celulares especificos, definidos en la siguiente tabla.

ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO FLORAL.

Estructura mMRNA Proteina
Meristemo Apical (SAM)

Tunica (L1, L2) - +
Corpus (1.3) | + +

Meristemo Floral

Primordio de sépalo - +

Primordio de pétalo - -

Primordio de eéstambre + +

Primordio de carpelo + +

ESTAMBRE.

Tejido mRNA Proteina

Tejido conectivo + +
Endotecio ‘ + ‘ . +
Epidermis : + +

Microesporocito - _

Tétrada - -

Microgametofito maduro : - _

Capas medias ' ' + +
Tapetum + +
Filamento de la antera ’ + o |

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

Tejido mRNA Proteina

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

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

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

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

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

~ preliminar el bbsib[e escenario celular donde interactian FLOR 1 y AGAMOUS en las
diferentes etapas del desarrollo floral. Los patrones de expresion de AGAMOUS fueron
reportados detalladamente por Bowman en 1991, AG, se detecta desde el estadio 3 del
desarrollo floral, en la regidn central del domo del meristemo floral, que posteriormente
da origen al tercer y cuarto verticilio. Del estadio 4 al 7 cuando los érganos empiezan a
emerger, AG se acumula en los primordios de estambres y carpelos. Cuando se lleva a
cabo la diferenciacion tisular del estambre y el carpelo, AG se expresa en tipos celulares
especificos de ambos 6rganos. En el estadio 9, AG se expresa en la pared del ovario y en
jos primordios de 6vulos. En el estadio 12, AG se expresa en la papila estigmdtica,
6vulo, estilo, pdred del ovario'y placenta. Cudndo la fertilizacién ocurre AG se detecta
en el endotelio, que conforma las czipas celulares que rodean al saco embrionario, pero
no se expresa en el saco embrionario ni en el integumento. En la antera madura AG se
expresa en la pared de la antera ( epidermis, endotecio, capas medias, taptum) pero
nunca en el grano de polen. De esjta manera los sitios donde coinciden ambas proteinas
son: en estadios tempranos del desarrollo floral, en el estadio 3, en la region del domo
del meristemo floral que da origen a estambres y carpelos, en el estadio 4 al 7 en los
primordios de ambos Odrganos, en estadios avanzados del carpelo en la papila
estigmatica, en los primordios de évulos, en la placenta, en el estilo y la pared del
ovario. En la antera ambas pfoieinas coinciden en todos los 'Lejidos de ta pared de la

anlera, pero preferencialmente en tapetum.
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Figura 5. Tipos celulares del estambre y del carpelo donde coinciden FLOR 1 y
AGAMOUS en estadios tardios del desarrollo floral; pe, papila estigmaética; o, 6vulo; pl,

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

FLOR 1 extracelular o intracelular?

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

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

es nuclear.
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Figura 6. Localizacion subcelular de FLOR 1 en tipos especificos del estambre y del

carpelo.

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

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

citoplasma de la tinica y el corpus.
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(C) Corte trans‘:{ersal de carpelo, el anticuerpo revela como positivo en los nicleos de la
placenta 'y.:c_n_ ¢l citoplasma de los primordios de 6vulo.. . .

Conclusiones. |

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

estambre.
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APENDICE 1 g
Purificacion de FLOR 1 a partir de flores e inflorescencias de Arabidopsis thaliana.
Método.

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

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

3. . Centrifugar el homogenizado a 15,000 r.p.m. durante 30 minutos, recuperara el
sobrenadante.

4. Equilibrar una columna de DEAE-Sephacell con amortiguador de extraccion (15-20
volimenes).

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

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

7. La fraccién resultate obtenida en el paso 5, se pone en agitacidn constante, durante 1 hora
con la resina aquilibrada. Se usa una proporcién de 10 mL de extracto/0.2mL de resina.

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

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

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

La proteina de 38 kDa fue identificada como una proteina con motivos repetidos ricos en
leucina y se empled como fuente de antigeno para la produccién de anticuerpos policlonales en
conejo. ) l

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

antigenos que las proteinas nativas.
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APENDICE 2.
Cortado de las bandas de geles de acrilamida fijados y tenidos.

Método.

1. Correr los gelés de manera normal.

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

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

4. Cortar cuidadosamente las bandas tefiidas con un escarpelo o0 navaja de rasurar. Las
bandas cortadas y destenidas pueden guardarse a 4° C.

5. Equilibrar los pedazos de gel en PBS (ph=7.5) ( lavar tres veces, cada 5 minutos)
para neutralizar y mover parcialmente el 4cido acético.

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

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

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

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

general no genecran una buena respuesta inmune.
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APENDICE 3

Inmunizacion de conejos por via escapular.

Componentes toxicos de la solucién antigénica.

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

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

Método.

Bl

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

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

Inyectar la mezcla antigeno-adyuvante por ruta escapular.

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

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

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

Analizar el titulo de anticuerpos [0 dias después. Si el titulo es satisfactorio tomar
10 mL de sangre.

Repetir el paso 3 y seis semanas después de la segunda inyeccién potenciadora
analizar ¢l (itulo de anticuerpos. Tomar muestras de sangre si el titulo es
satisfactorio ¢ bien desangrar totalmente al congjo.
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APENDICE 4
Desangramiento del conejo.

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

Preparacion y almacenamiento del suero.

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

El suero puede ser almacenado en frio (-20 °C) por algunos afios sin
pérdida aparente de la actividad. Si se almacena a 40C es necesario
adicionar 0.1% de azida de sodio para prevenir el crecimiento de hongos y
bacterias. Si las muestras (de 10mL) son descongeladas, se recomienda
hacer 10 alicuotas de 1 mL para evitar el congelamiento vy
descongelamiento de la misma muestra. Si la alicuota inicial es de ImL
hacer alicuotas con 100uL, de esta manera, los ciclos de congelamiento-
descongelamiento se reducen de 3 a S5 veces hasta el uso final del
anttcuerpo. Repetir este ciclo mas de 10 veces puede causar la
desnaturalizacién gradual de las inmunogiobulinas.
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APENDICE §
Purificacion dé las inmu.nloglobulinas por precipitacion con sulfato de amonio.

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

Método.

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

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

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

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

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

Dejar que las inmunoglobulinas precipiten toda la noche a4 °C.

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

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

8. Resuspender ¢l botén en PBS (menos de 5 volémenes del volumen incial del suero)

' y dializar contra 15 litros de PBS, (tres cambios) toda la noche 4 °C toda la noche.

e

Lh

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

Titulacion del anticuerpo por dot-blot.

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

Maétodo.

Cortar las membranas de nitrocelulosa det tamaiio requerido.

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

3. Humedecer las membranas con metanol (1 minuto), después enjuagar durante 5
minutos en agua destilada seguida por PBS o TBS.

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

5. Aplicar las muestras sobre la membrana, cuidando que las puntas de la pipeta no la
toguen. '

6. Bloquear la membrana con una solucén que contenga 5% de leche en polvo en PBS.
Dejar secar 1a membran durante 10 minutos.

7. Remover la solucidon bloqueadora y enjuagar tres veces con PBS (5 minutos cada

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

9. Remover ¢l anticuerpogue se pegd de manera inespecifica, lavando 3-5 veces con
PBS o TPS.

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

secundario.

i—

Pruebas de reactividad cruzada empleado Wester-blotting.

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

!. Separar luas proteinas de interés en un gel mono o bidimensional.

2. Transferir el gel a na membrana de nitrocelulosa.

Bloquear las membrans con proteinas {como la albimina y la caseina) para prevenir
la'union inespecifica de los anticuerpos.

4. Incubar la membrana con el anticuerpo primarto para permitir la unién al antigeno.
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5. Lavar la membrana para remover Jos anticuerpos que se unieron de manera

© inespecifica.

6. Incubar la membrana con un anticuerpo secundario acoplado a una sustancia

* indicadora para que se una al anticuerpo primario.

- Lavar la mémbrana para réemover €l aniticuerpo secunidario’inespecifico.

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

~

Método.

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

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

Prepara las membranas. Cortar tiras del tamafio del gel.

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

Lavar las. membranas en agua destilada durante 5 minutos.

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

Transferir una hora a 100 V en frio.

Seguido de la transferencia, remover las membranas del casette marcar la
orientacidn del gel sobre la memebrana y enjuagar suavemente.

Las membranas pueden ser usadas inmediatamente o altmacenadas hasta su uso.

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

Inmunodeteccion empleando el sistema ECL (Amersham pharmacia)

La quimtoluminicencia es definida como la emisién de luz que resulta de la
disipac6n de energia de una sustancia en estado excitado. En la quimioluminiscencia la
excitacion es afectada por una reaccién quimica. Las reacciones quimicas de los
diacilhidricidos como el luminol, han sido ampliamente usados en andlisis quimicos.
Uno de los sistemas mejores entendidos es el peroxidasa de rdbano/peroxido de
hidrégeno catalizado por [a oxidacidon del Iuminol en condiciones alcalinas.
Inmediatamente después de la oxidacidn, el luminol entra en un estado de oxidacién ¢l
cual decde a un estado basal via la emisién de luz. La potenciacion qui

imiloldminica ocurre cuando el luminol es oxidado por el peroxidasa de rabano
en precencia de potenciadores quimicos como los fenoles. La luz producida por esta
reaccion tiene su pico mdximo después de 5-20 minutos y decde lentamente, teniendo
una vida media de 60 minutos. La emisién mdxima de [uz es en una longitud de onda
de 428nm y  puede ser detectada por una  corta exposicion de una pelicula
autorradiogréfica sensitiva a luz azul.

Método.

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

Incubar la membrana en solucién bloqueadora ( Tris-HCl pH=7.4 15mM, leche
svlety 5%) toda la noche a 4 °C. :
Lavar la membrana con solucién de-lavado (Tris-HCl pH 7.4, NaCl 0.15M, tween-
20 0.05%) tres veces por 3 minutos.

Diluir el anticuerpo primario ( la concentracién 6ptima puede ser determinada por
dot-blot). '

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

Lavar la membrana como se detall6 en el paso 3.

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

Incubar la membrana con el anticuerpo secundario durante 1 hora.

Lavar la membrana (ver paso 3). ‘

. Deteccidn: es necesario trabajar rdpidamente una vez que las membranas han sido

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

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

volumen total debe cubrir toda la membrana).

. Secar ¢l exceso de amortiguador de lavado de la membrana y ponerla sobre un

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

Incubar | minuto a temperatura ambiente sin agitacion.

Secar el exceso de los agentes de deteccion y envolver las membranas en papel
pldsitico para microondas. Quitar con cuidado las burbujas entre la membrana y el
pléstico. '

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

casete.

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

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

. Revelar de manera tradicional.
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APENDICE 7
Fijacion e inculsion de tejido vegetal en parafina.

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

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

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

EtOH 70% (30 minutos)

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

EtOH 100% (1 hora)

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

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

Histoclear 50% Parafina 50%

Histoclear . - 25% ... Parafina : 75%.

Histoclear 10%  Parafina 90%

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

)
2.

\

Cortar los bloqﬁes (4-8 ﬁm de grosdr) de parafina en microtomo.

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

Poner las muestras en xilol 10 minutos

Poner las muestras en xilon 3 minutos

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

Poner las muestras en agua destilada 10 minutos.

Bloquear las muestras con solucion bloqueadora (DAKQ)

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

camara fria)

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

minutos.

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

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

1: 1000 durante 30 minutos.

. Lavar con PBS 10 minutos.

. Incubar con anticuerpo secundario biotinilado (DAK Q) 20 minutos.

. Lavar con PBS 5 minutos.

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

. Contratefiir con hematoxilina | minuto.

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

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

. Enjuagar con xileno

. Monatar permanentemente

. Observar al microscopio.
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