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Introducción. 

La organogénesis floral de Arabidopsis thaliana está determinada por cinco genes 

homeóticos, cuatro de los cuales pertenecen a la familia de factores de transcripción 

MADS-box. Estos factores de transcripción desempeñan una gran cantidad de funciones 

relacionadas con el desarrollo y transducción de señales en diversos linajes eucariontes, 

como la diferenciación del músculo cardiaco, sistema nervioso, activación de la etapa lítica 

del virus Epstei~ Barr en mamíferos, y en plantas son responsables de eventos 

morfogéneticos de la flor, hoja, raíz, semilla, etc. Todos estos genes presentan una región 

denominada caja MADS que codifica para un dominio involucrado en la unión a secuencias 

específicas del DNA ( cajas C Ar G) y en la formación de dímeros. Nosotros estamos 

interesados en la regulación post-transcripcional de las proteínas codificadas por uno de 

ellos, AGAMOUS que es responsable de la determinación del 'meristemo floral y de la 

formación de estambres y carpelos en flores de Arabidopsis thaliana. Derivado de la 

secuencia MADS de AGAMOUS se sintetizó un decapéptido (TTNRQVTFCK) que 

presenta una secuencia reconocida por proteínas cinasas (RXXT) y proteínas fosfatasas 

(RXVXT). A partir de flores e inflorescencias de Arabidopsis thalia/Ja se purificaron dos 

proteínas de 38 kDa y 29 kDa. La secuencia de dos oligopéptidos resultantes de los mapas 

trípticos de cada una de las proteínas revelaron que la de 38 kDa es una proteína con 

motivos repetidos ricos en leucina (LRR) específica de flor y la de 29 kDa es una proteína 

descrita como de almacenamiento vegetativo (VSP, vegetative storage protein) específica 

de carpelos. Las proteínas LRR (leucine rich repeat) han sido descritas como necesarias en 

las interacciones proteína-proteína, como receptores de membrana, translocadores de 

factores de transcripción y en el caso de plantas como proteínas de defensa contra 

patógenos (PGIP) y proteínas involucradas en el desarrollo (CLA V ATA Y ERECTA). Para 

comprobar la interaccióni" vitro entre' FLOR' I Y AGAMOUS se realizarón ensayos 

adicionales : coinmunoprecipitación e interacción de FLOR recombinante con 

AGAMOUS. Por otro lado la posibilidad de una interacción in vivo implica que ambas 

proteínas deben coexistir en el espacio y en el tiempo, dicha coincidencia puede ser 

corroborada con técnias inrnunohistoquímicas. 
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Objetivos: 

a) Producir anticuerpos policlonales en conejo contra la proteína FLOR l. 

b) Titular el anticuerpo empleando proteína purificada por medio de la' columna de 

afinidad que posee un decapéptido inmovilizado derivado del dominio MADS de 

AGAMOUS. 

c) Medir la especificidad del anticuerpo por Western blotting empleando extracto 

crudo de proteínas de florers e inflorescencias de Arabidopsis thaliana y proteína 

recombinante expresada en bacteria (tanto extracto crudo como purificada de 

columnas de NiNta). 

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

e) Comparar los patrones del mRNA de FLOR 1 con la proteína. 

f) Compara los patrones de expresión de AGAMOUS con los de FLOR l. 

g) Determinar de manera preliminar su compartamentalización subscelular. 

Hipótesis. 

FLOR I tiene la capacidad de generar anticuerpos policlonaes en conejo capaces 

de reconocer una banda de proteína de aproximadamente 38 KD en extractos crudos de 

flores de Arabidopsis thaliana. en el caso de reconocer más de una banda es posible 

que diferentes proteínas del extracto posean epítopes compartidos con FLOR 1, si no, 

los epi topes son específicos de la proteína en cuestión. 

Al ser específico el anticuerpo FLOR I puede ser localizada en los tipos 

celulares donde se expresa su mensajero. 

Si FLOR I realmente interacciona con AGAMOUS, debemos encontrar a la 

proteína donde se localiza AGAMOUS, esto es en el merismo floral ( la región del 

domo de la antera que da origen al tercer y cuarto verticlio), primordios de estambres y 

carpelos, y tejidos específicos del tercer y cuarto verticilio. 

Los factores de transcripción y sus interactores solo pueden coincidir en 

citoplasma o núcleo, por lo que FLOR I se debe de localizar en cualquiera de estos dos 

compartimentos celulares si realmente interacciona con AGAMOUS en alguna de las 

etapas del desarrollo floral: 
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Antecedentes. 

Origen y estructura de la flor de Arabidopsis thaliana. 

El desarrollo de las angiospennas depende de la actividad de dos meristemos, el 

meristemo de la raíz y el meristemo apical, que se ubican en las tenninaciones opuestas 

del embrión de la planta ( Brand et al 2000). Las principales funciones del meristemo 

apical son iniciar la fonnación de órganos laterales, como hojas y flores y perepetuarse 

por sí mismo para el mantenimiento de una población de células indiferenciadas y llevar 

a cabo un programa específico de desarrollo (Sundaresan & Colasanti, 2000). 

En Arabidopsis thilfiana, como en muchas otras dicotiledoneas, el meristemo 

apical está fonnado por un grupo de células que forman un domo cubierto y protegido 

por hojas. Este tipo de células parece ser bastante homogéneo pero está organizado en 

regiones con diferentes funciones y destino. En el primer nivel de organización, las 

células están ordenadas en una capa llamada túnica y una capa interior llamada corpus. 

En algunas especies la túnica solo son dos capas Ll 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 fonnan perpendicularmente a la superficie del meristemo. La progenie de las células 

de la capa Ll se mantendrá en esta etapa meristemática y eventualmente puede 

diferenciarse en una célula epidérmica. Las células de la L2 formarán una capa de 

células subepidérmicas y los gametos. Debajo de la túnica, las divisiones celulares no 

están orientadas y el corpus o L3 dará origen a la médula y al sistema vascular (Irish, 

1991). 

En un segundo nivel de organización, el meristemo apical, puede dividirse en 

una zona central y una zona periférica. Estas zonas contienen células pertenecientes a 

las tres capas c10nales y difieren en sus tasas de división: las divisiones son poco 

frecuentes en la zona central y son frecuentes en la zona (Steeves, 1989). La zona 

central contiene un reservorio de células germinales pluripotenciales que servirán como 

fuente de nuevas células. Todos los apéndices incluyendo las hojas, y los nuevos 

meristemos que darán origen a las flores, están formados exclusivamente de células de 

la zona periférica. Se han descrito otras diferencias del meristemo basadas en la 

citología, los patrones de expresión de gcnes marcadores (Zondlo & [risll. 1999) y los 

potenciales de membrana (Rinne & van der Shoot, 1999). 

La vida dc las plantas está dividida en una fase vegetativa y una fase 

reproductiva. El meristemo apical IIlICIa estructuras corno las hojas durante el 
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crecimiento vegetativo y las .. flores e inflorescencias durante la fase reproductiva. 

Cuando las plantas entran en una etapa crítica, las señales ambientales activan el 

desarrollo floral y el meristemo apical inicia la formación de los primordios de hojas y 

meristemos florales. En muchas especies de angiospermas la transición 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). 

~--FM 
---.-" corpus tunlca 

Fig.l Estructura del meristemo inflorescente (1M), donde después de la 
proliferación celular, surge un meristemo floral del la región que flanquea a la 
región central. 

Las flores maduras de Arabidopsis thaliana, tienen una estructura simple, típica 

de las Brassicaceae, un cáliz 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 biloculádas y 

presentan una dehiscencia longitudinal. El gineceo maduro ( cuarto verticilio), es sésil, 

ocupa la parte central de la flor y posee dos carpelos fusionados congénitamente 

(Bowman, 1994) 

Fig. 2 Estructura dela flor silvestre de Arabidopsis l!Jaliana (Bowman J. 1994) 

El desarrollo floral de Arabidopsis thalialla se ha descrito con detalle y puede 

dividirse en una scrie de estadios que van del l al 14. Del estadio l al 7 se forman los 

primordios de los órganos y liene lugar la especificación. Generalmente estos son 

referidos como etapas tempranas del desarrollo floral. Durante el estadio 8 al 14, etapas 
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tardías del desarrollo floral, incluye muchos de los procesos de diferenciación celular. A 

partir del estadio 7 empieza la diferenciación morfológica de estambres y carpelos 

(Bowman et al , 1994) 

Mutaciones homeóticas en el desarrollo floral y el modelo ABe. 

La combinación de las técnicas de DNA recombinante con estudios de genética 

clásica han hecho posible una disección de las bases inoleculares de la especificación 

genética de la morfogénesis floral. Muchos de estos avances se han obtenido por 

mutantes homeóticos (Raghavan, 1997). Una mutación homeótica se define como 

aquella que causa un cambio en ele desarrollo de un órgano o un sistema de órganos. 

Este tipo de mutaciones es ejemplificada mas espectacularmente en el desarrollo de 

Drosophila melanogaster, donde por ejemplo, la mutación del locus antenapedia 

produce la formación de alas o de patas en la cabeza, en lugar de las antenas normales. 

Estas mutaciones deben ocurrir en un loci individual, cuya función es activar o 

coordinar una miriada de genes cuya expresión combinada es requerida para la 

formación de un órgano específico. A estos genes 'se les denomina genes homeóticos 

(Glibert, 1997). 

En plantas han sido identificadas una gran cantidad de mutaciones homeóticas 

que altenm la especificación de los órganos florales. Las principales especies sujetas a 

estudio además de Arabidopsis thaliana son Anthirrinum majus, Petunia hybrida 

Nicotiallo tabacum y Oryza saliva. El desarrollo floral es uno de los eventos 

morfogenéticos mejor entendidos a nivel molecular en plantas ( Raghavan, 1997). Una 

de las maneras para generar mutantes es mutagenizar químicamente 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 diferenciación 

de un órgano en una posición particular del meristemo y producen flores anormales. Un 

gran número de estudios han puesto de manifiesto que el desarrollo de las 

inflorescencias y las flores está determinado por una red de genes reguladores, muchos 

de los cuales codifican para factores de transcripción (Theissen & Seadler; 1995). Estos 

genes, a su vez están regulados por factores ambientales como la longitud del día, 

calidad de la luz, temperatura ente otros (Theissen & Seadler; 1999). Se usan 

específicamente las lesiones genéticas que producen cambios en la posición ele los 

vcrticilios sobre el receptáculo, como pétalos en lugar de estambres y nuevo primorelio 

ele flores en lugar de cárpelo ( agwnous) , carpelos donde los estambres estaban 

presentes normalmente (pistilata, a-petala 3, universal flower organs [lIfo]), estambres 
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que pierden el lóculo de la antera (fl-54), estambres en lugar de carpelos (floral-lO, 

supennan), 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-l) 

(Raghavan, 1997). 

El desarrollo del meristemo floral de Arabidopsis thaliana es iniciado por genes 

de identidad del meristemo, como son LEAFY y APl ( APETALA-I)(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 I sobre 

la identidad del meristemo. 

En el meristemo apical inflorescente de Arabidopsis thaliana, la acción de los 

genes de identidad de meristemo es antagonizada por el gen TERMINAL FLORWER 

(TFL /)(Bradley et al; 1997). Por lo tanto la pérdida de la función de estos genes resulta 

en expresión ectópica de LFY y AP I en el meristemo inflorescente, el cual se transforma 

en un meristemo floral que genera una flor terminal. TFL I codifica para una proteína 

asociada a membrana posiblemente involucrada en una transducción de señales 

requerida para reprimir la expresión de los genes de identidad floral en el meristemo 

inflorescente ( Theissen & Seadler 1999). 

Cuando la transición del meristemo inrJorescente al meristemo floral, los 

órganos florales aparecen en una posición definida dentro de éste. Cienos genes como 

CLA VATA I (CLVI), CLA VATA 2 (CLV2), y CLA VATA 3 (CLV 3) y WIGGUM (WIG), 

regulan el tamaño del meristemo floral y también influencian el número de órganos 

florales (Clark et al; 1995). CLV I codifica para un receptor con actividad de proteína 

cinasa y CLV 3 codifica una pequeña proteína extracelular que puede ser el ligando de 

CLV/ (Clark et al; 1997). Los genes "cadastrales" como LEUN/G (LUG) (Liu & 

Meyerowitz; 1995) AP2 Y AG están involucrados en establecer los límites de las 

funciones de los genes de identidad de órganos. definiendo los diferentes órganos 

florales. Los genes como PERIANTHIA (PAN), los cuales codifican factores de 

transcripción tipo bZIP actúan estableciendo la posición y el número específicos de 

primordios de órganos florales (Chuang et al; 1999). Los genes de identidad de órganos 

florales (selectores homeóticos) especifican la identidad de cada órgano Iloral por la 

activación de genes realizadores. 
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En el modelo clásico de desarrollo floral, ABC, se han propuesto tres funciones 

homeóticas codificadas por los genes de identidad de órganos florales. Cada función es 
, 

llamada A, By C (Haughn & Somerville, 1988; Coen & Meyerowitz, 1991) 

(a)verticilio 1 2 3 

Sépalo Pétalo Estambre 

i t t 

B 

A 
lb) 

AP3·PI 

APl,AP2 "' 

4 

earpelo 

i 
e 

e 

Fig. 3: (a)EI modelo clásico ABe, para la 
identidad de órganos florales de Arabidopsis 
thaliana. La identidad de órganos florales es 
especfificada por las funciones homeóticas A,B 
y C. (b) Las proteínas que proveen las funciones 
homeóticas florales en Arabidopsis 
(Theissen,200 1) 

.' 
Este modelo trata de explicar como la interacción de estos genes promueve la 

formación de los cuatro verticilios florales (sépalos, pétalos, estambres y carpelos). La 

expresión solo de la función A especifica la formación de sépalos, la combinación de A 

y B especifica la formación de pétalos, la combinación de B y C la formación de 

estambres y la función C la formación de carpelos. Este modelo también explica que los 

genes de la función A y C se regulan negativamente mientras que los genes de la 

función B están restringidos al segundo y tercer verticilio independientemente de la 

función A y C. En las flores de Arabidopsis thaliana con fenotipo silvestre la función 'A 

corresponde al primer y segundo verticilio, la función B al segundo y tercer verticilio y 

la función C al tercer y cuarto verticilio. Este modelo se basó en los análisis de mutan tes 

homeóticos del Arabidopsisthaliana y AnthirrinulIl majus (Weigel & Meyerowitz; 

1994). 

Los genes de Arabidopsis thaliana que proveen estas tres funciones homeóticas 

son conocidos: la función A se debe a APETALA I (AP 1) Y APETALA 2 (AP2), la 

función B por APETALA 3 (AP3) Y PlSTlLATA (PI) y la función C a AGAMOUS. En el 

caso de Anthirrinurn majus la función B está dada por GLOBOSA (GLO) y DEFlCIENS 

(DEF) y la función C por PLENA (PLE). En petunia también ha sido definida la 

función D, la similitud de su secuencia sugiere que corresponde a AGL I 1 de 

Arabidopsis tlzalimw. Los genes de la función D ( FBP7 Y FEP /1) son expresados 

ectópicamcnte en plantas transgénicas e inducen la formación ectópica de óvulos sobre 
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el perianto por lo que estos genes han sido definido corno genes maestros de la 

formación del óvulo (Angenet & Colombo; 1996). 

Genes MADS-box y el desarrollo de eucariontes. 

Todos lo genes descritos en el modelo ABC y los responsables de la función D 

han sido clonados y con excepción de AP2 todos' pertenecen a la familia de factores de 

transcripción MADS-box (Riechman & Meyerowitz, 1997). Estos genes codifican para 

una familia de factores de transcripción altamente conservados en plantas, animales y 

levaduras (Theissen & Seadler 1999). El nombre de estos genes es un acrónimo de 

cuatro proteínas MCMI (de la levadura Saeharomyees eervisiae), AGAMOUS (de 

Arabidopsis thaliana) DEFICIENS (de Anthirrinum majus) y SRF (proteína humana) 

(Schwartz et al; 1990).En el caso de mamíferos el gen MADS-box (Myocite enhancer 

factor) tiene un papel esencial. en la miogénesis del músculo cardiaco y músculo 

esquelético (Black & Olson 1998; Kraushal et al, 1994;Lilly et al, 1995; Lin et al, 

1997). También esta involucrados en I<¡ régulación de genes del músculo liso (Katoh et 

al; 1998), desarrollo del sistema vascular (Lin et al; 1998) y sistema nervioso (Mao et al 

1999; Schultz et al;1996) y tiene diferentes papeles en el sistema inmune (Han et al, 

1997) en la inducción sérica de c-jun ( Han & Prywes; 1995) y la activación de la etapa 

lítica del virus Epstein-Barr en respuesta a calcio (Liu et al; 1997). También ha sido 

demostradC! que la actividad de MEF 2 es necesaria para activar genes en respuesta a 

mitógenos a través de la ruta de transducción de señales mediada por p 38, 

BMKllERK5 (Hann et al, 1997; Kato et al, 1997; Yang et al, 1999; Zetser et al, 1999; 

Zhao et al, 1999). 

Otros genes MADS-box como SRF tienen un papel esencial en la proliferación 

y difcrenciación en respuesta a proteínas de suero y tienen una relevancia funcional para 

la transcripción de genes específicos de músculo (Croissant et al, 1993; Soulez et al, 

1996). También la función de SRF es esencial para la regulación transcripcional de 

numerosos genes inducibles por el factor de crecimiento como el oncogen e-fas y genes 

de actina específica de músculo (Shore & Sharrocks; 1995). 

En plantas, además de los genes de identidad de órganos florales, hay una gran 

cantidad de gencs MADS-box cuya función no ha sido bién definida (Moon ct al; 1999). 

En Arabidopsis thafialJ([, por lo menos 85 genes de la familia MADS han sido 

detectados (León MartÍncz comunicación directa). Muchos de estos genes son 
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· específicos de órganos florales y están involucrados en el inicio y el desarrollo de los 

órganos florales. Por ejemplo el gen AGL2 y AGIA se. expresan en etapas muy 

tempranas del desarrollo (después de que emerge el meristemo infIorescente pero antes 

de que aparezca cualquier primordio de órgano) sugiriendo que AGL2 y AGL4 

desempeñan un papel importante en los pasos intermedios entre la iniciación de la 

inflorescencia y la iniciación de los órganos florales (Flanagan & Ma; 1994). Otros 

genes MADS-box están involucrados en el desarrollo de la semilla, el óvulo, 

crecimiento vegetativo, desarrollo de la raíz, embriogénesis e inducciones simbióticas 

(M andel 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 expresión de genes blanco involucrados en la 

formación de órganos, ya sea amplificando los eventos de control de cascada 

reguladoras, o por la ejecución de funciones bioquímicas y estructurales que son 

cruciales para la fisiología y estructura de los órganos. 

Estructura de las proteínas codificadas por genes MADS-box, interacciones y el 

modelo del cuarteto. 

Las proteínas MADS-box, al igual que los otros factores de transcripción 

eucariontes, presentan una organización modular ( Shore et al; 1995). Las proteínas 

MADS-box en plantas presentan un dominio MADS (M), un dominio (1), un dominio 

similar a la queratina (K) y un, dominio C-terminal (Matl, 1991; Purugganan, 1995; 

Theissen 1996). 

El dominio o caja MADS presenta una longitud de 186 pb, es la región mas 

conservada de la proteína ( Purugganan, 1995) se encuentra ubicada en la región N

terminal y puede presentar residuos adicionales (proteínas tipo NMIKC). Este dominio 

es responsable de la unión al DNA, formación de dímeros e interacción con 

componentes accesorios (Tilly, 1998). Este dominio se une a secuencias consenso 
, 

CC(AfT)6GG también llamada caja C Ar G que se encuentra en la región promotora de 

muchos genes probablemente regulados por estos factores de transcripción (Tilly, 

1998). 

El dominio o caja 1, está formado por 30 amino:1cidos, pero es un poco variable 

en longitud ( Münster, 1997; Ma, 1991). En muchas proteínas MADS-box de 

Arabidopsis rhalialla, este dbminio constituye una clave molecular para la formación 

selectiva de dímeros que se unen al DNA (Reichman, [997). 
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El dominio o caja K y la caja 1 no están presentes en ninguna de las proteínas 

MADS-box de animales y levaduras hasta ahora conocidas ( Theissen & Seadler, 1995). 

Este dominio se caracteriza por presentar dominios hidrofóbicos y se propone que 

pueden formar hélices alifáticas ( Reichman & Meyerowitz; 1997), es posible que esta 

región este involucradas en interacciones proteína-proteína ( Ma et al, 1991; Pnueli et al 

1991; Theissen et al, '1995). También se ha demostrado que este dominio se requiere 

para interacciones entre proteínas MADS-box (Fan et al, 1997). Empleando el sistema 

del doble híbrido se demostró que el dominio o caja K es necesario para las 

interacciones entre GLOBOSA y DEFICIENS, las proteínas de la clase B de 

Anthirrinum majus (Da vi es et al; 1997). En otros estudios empleando el mismo sistema 

se demostró que AGAMOUS interactúa con AGL2, AGU, AGL6 y AGL9 (Fan et al; 

1997). Estos resultados indican. que las proteínas MADS-box interactúan con otras 

proteínas MADS-box para llevar a cabo sus funciones, en una interacción mediada por 

caja K. 

La región mas variable, tanto en longitud como en secuencia, es el dominio C

terminal. La función de este dominio es desconocida, pero se ha demostrado que es 

indispensable para la unión al DNA y la fonnación de dímeros, al menos en proteínas 

con funciones homeóticas del desarrollo floral (Zachgos et al; 1995). Esta región es rica 

en aminoácidos ácidos, los cuales son característicos de los dominios de úansactivaciÓn. 

Empleando el sistema del doble híbrido se demostró que el gen OsMADSI6, homólogo 

de AP3, contiene un dominio de activación transcripcional en la región C-tenninal 

(Moon et al; 1999). 

Se sabe que todas las proteínas homeóticas que determinan funciones 

homeóticas en Arabidopsis Ilwliano (API, AP3, Pi Y AG) pueden interactuar in vitro 

(Reichman et al; 1996). Los ensayos de movilidad electroforética y el sistema del doble 

híbrido revelan que la formación de dímeros de unión al DNA es altamente específica 

(Reichman et al 1996; Davies et al, 1996; Fan et al, 1997). Genéticamente, los genes de 

la función S, de Anthirril/llm majas y Arabidopsis tholiG/lO como son DEF- GLO y 

AP 3 Y PI respectivamente, interaccionan con los genes de la función C de PLE 

(Anthirril1ulIl majus) y AGAMOUS (Amhido[Jsis Ihafial/a) para especificar la formación 

de estambres. Las proteínas de la función B no forman dímeros de unión al DNA con 

proteínas de la función C. De hecho, las proteínas de la función S forman dímeros de 

unión al DNA entre ellas ( DEF-GLO o AP3 y PI) pero no con proteínas MADS-box de 

otra clase (Reichman et al. 1996; Davics et al 1996). Anteriormente se reportó que la 
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proteína de lafunción C formaba, dímeros de unión al DNA con proteínas tipo AGL-2 

(Da vi es et al, 1996; Fan, 1997). La hipótesis era que las proteínas de la función C en 

Arabidopsis thaliana requerían interaccionar con proteínas tipo AGL-2, sugerencia que 

recientemente fue corroborada (Pelaz et al, 2000). 

Recientemente, han sido encontradas evidencias sobre la formación de grandes 

complejos multiméricos, entre proteínas con dominio MADS que son relevantes para 

resol ver el problema de las interacciones entre proteínas homeóticas florales ( Egea

Cortines et al; 1999). También se ha reportado interacciones geneticas en Anthirrinum 

majus entre SQUAMOSA ( gen ortólogo de AP I) Y los genes de la función B ( GLOBOS 

Y DEFICIENS). Esta interacción es necesaria para establecer la filotaxia de los órganos 

florales ( Egea-Cortines et al; 1999). La interacción ha sido probada en proteínas, 

empleando el sistema del doble híbrido y ensayos 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 dímeros individuales. 

De esta manera se sugiere un modelo, de acuerdo al cual, las proteínas forman un 

tetrámero compuesto por un homodímero SQUA-SQUA y un heterodímero DEF-GLO. 

Dentro de este tetrámero, cada dímero reconoce secuencias diferentes de DNA 

denominadas cajas C Ar G (Egea-Cortines et al; 1999). 

La caracterización de los complejos multiméricos de proteínas con dominio 

MADS puede constituir un gran avance en el entendimiento de las interacciones entre 

genes homeóticos florales. Por otra parte hay evidencias de que las proteínas con 

dominio MADS de Arabidopsis thaliana forman complejos multiméricos que incluyen 

proteínas como AGL2. AGL4 Y AGL9 ( SEP 1, SEP2 Y SEP 3 respectivamente). Los 

dímeros formados incluyen a AP3-PI, SEP3-AP 1, SEP3-AG (Pelaz et al; 200 1). 

Toda esta información ha llevado ala generación de un modelo llamado modelo 

del cuarteto de identidad de órganos florales, el cual trata de explicar como la 

interacción entre proteínas, codificadas por genes homeóticos florales, especifican la 

identidad de órganos en la flor, sin referirse a la función homeótica floral (Pelaz et a; 

2001 ). 

Para la simplificación del modelo se ignora los óvulos. De esta manera se puede 

explicar como son establecidas las identidades de los cuatro órganos florales: sépalos, 

pétalos. estambres y carpelos. Para esto se necesita la combinación única de proteínas 

homeóticas florales. En el caso de Arahidopsis lhalia/la, esta combinación se puede 

basar en di fercntcs complejos proteicos. sépalos: AP I-AP I-"l-?; pétalos AP I-AP3-P I 
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SEP; estambres AP3-PI-AG-SEP; carpelo AG-SEP-AG-SEP, los componentes 

desconocidos se denotan por "?". Se asume que estos complejos proteicos son factores 

de transcripción, que pueden ejercer su función por la unión espeCífica a genes blanco 

los cuales son activados(+) o reprimidos(-) de manera adecuada para el desarrollo de las 

identidades de los diferentes órganos florales. La especificidad de la elección de los 

genes blanco, puede llevarse a cabo por los cuatro complejos teniendo diferentes 

afinidades por pares de secuencias de DNA (probablemente cl\ia e Ar G) y por la 

distribución característica de estos pares de secuencias en la región promotora de los 

genes blanco. El antagonismo entre los genes de la función A y e en el modelo ABe, 

puede ser explicado por el hecho de que los complejos proteicos que contienen AP 1 

reprimen la expresión del gen AG y los complejos que tienen a AG reprimen la 

expresión de APl;estas interacciones pOdrfan ser mas indir~ctas (Pelaz; 2001). 

Verticilio I 2 3 4 

Sépalo Pétalo Estambre Carpelo 

t t t t 

? y? '" :,) "'" Y" ( ",. AO 

A 

'~ m IA!>l , API SF.P AG f SEr AO 

A A 

-
- - - --
-AG ~ -AG -API -API_ .. 

I CajaC ArG genes blanco 
I 

genes blanco genes blanco genes blanco 

Fig. 4: Modelo del cuarteto de identidad de órganos florales de Arabidopsis rhaliana. Este modelo sugiere que la combinación 
de cuatro proteínas homeóticas florales determind la identidad de los cuatro diferentes órganos. Estos complejos protcícos, los 
cuales se asume representan factores de transcripción, pueden ejercer su función uniendosc específicamente a los promotores 
de los genes blanco, los cuales son activados (+) o reprimidos (-) para el desarrollo adecuado de la identidad de los órganos 
florales. La unión ocurre probablmente cajas e Ar G. El antagonismo entre la función A y e podría ser causada por la 
represión de la expresión génica de AG por complejos proleícos que contienen a AP l. De la misma manera los complejos que 
poseen AG reprimen la expresión de API (Theissen. 2001) 

Regulación post-transcripcional> de los factores de transcripción codificados por 

genes MADS-box. 

El tipo mas común y habitual de modificación covalentc reversible es la 

fosforilación, mediante la cual s~ regula la actividad de muchas enzimas, proteínas 

transportadoras de membrana, factores de transcripción y otras proteínas blanco 
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(Strayer, 1994). Las proteínas que' catalizan estas reacciones se llaman proteínas cinasas. 

Una clase de proteínas cinasas transfiere el grupo fosforilo terminal ( y) del ATP a 

residuos específicos 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 A TP es abundante. Las proteínas extracelultes no son reguladas por 

fosforilación reversible (Strayer, 1994). Las proteínas fosfatasas revierten el efecto de 

las proteínas cinasas catalizando la hidrólisis de los grupos fosforilo unidos a proteínas. 

La cadena lateral que contiene un grupo hidroxilo no modificado se regenera y produce 

órtofósfato ( Strayer, 1994). 

La fosforilación es un medio muy efectivo para controlar la actividad de una 

proteína por varias razones de tipo termodinámico y cinético por varias razones: (i) Un 

grupo fosforilo añade dos cargas negativas a una proteína modificada, las interacciones 

electrostáticas en la proteína no modificada pueden interrumpirse y otras nuevas pueden 

formarse. Estos cambios estructurales pueden alterar fundamentalmente la unión del 

sustrato y la actividad catalítica, (ii) un grupo fosforilo puede formar tres puentes de 

hidrógeno, la geometría tetraédrica hace a estas interacciones totalmente direccionales. 

(iii) la fosforilación y la defosforilación pueden tener lugar en un segundo o durante 

horas. La cinética se ajusta para encontrar el tiempo necesario del proceso fisiológico. 

(iv) la fosforilación genera eventos muy amplificados, una sola proteína cinasa activada 

puede fosforilar a cientos de proteínas en un intervalo muy corto, además una sola 

enzima blanco puede transformar llna gran cantidad de moléculas en sustrato (Strayer, 

1994). 

La exposición de las células a señales químicas extracelulares o a las 

modificaciones del ambiente extracelular generan cambios en la expresión de genes que 

permiten una adecuada respuesta fisiológica. Esto ocurre gracias a la integración de 

múltiples vías de señales intracelulares que controlan la actividad de factores de 

transcripción. El mecanismo regulador mas común, debido a las rápidas alteraciones de 

la actividad de los factores de transcripción, involucra la fosforilación y la 

defosforilación de proteínas (Witmarsh & Davis; 2000). 

La fosforilación y defosforilación de proteínas puede regular la función de los 

factores de transcripción por lo menos a través de cinco mecanismos: (i) a través de la 

translocación del citoplasma al núcleo. (ii) marcando los factores de transcripción para 

su degradación proteolítica, (iii)reglllando las interacciones proteína-proteína entre ios 

factores ele transcripción, corrcgllladorcs y complejo basal ele la transcripción (iv) 

- 13 -



regulando la unión del factor de transcripción al DNA (v) modificando la estructura de 

la cromatina (Witmarsh & Davis; 2000). 
- , 

Por ejemplo la proteína MADS-box SRF, al igual que otras proteínas de esta 

familia, pose una caja MADS necesaria para la unión al DNA, dimerización e 

interacción con elementos accesorios ( Shwartz-Sommer et al; 1995). Los homodímeros 

de SRF se unen específicamente a los elementos de respuesta al suero SER ( serum 

response elements), que es una secuencia genómica identificada por primera vez en la 

región promotora de cjos. Esta región SER contiene una secuencia consenso CC(AT)6 

G llamada caja CA Ar G y se encuentra en la región promotora de todos los genes 

regulados por SRF ( Soulez, 1996), 

Recientemente se comprobó que la treonina 160 ( Thr 160) de la caja MADS de 

SRF, es fosforilada in vitro, por una proteína cinasa dependiente de caldmodulina 

(CaMK II) ( Flük et al; 2000) y c;sta trconina podría estar involucrada directamente en 

los contactos de los dímeros se SRF con SER, formando un puente de hidrógeno para 

un fosfato de -un residuo de guanina dentro del motivo central de reconocimiento de 

SER, además de estar involucrada en los contactos de dimerización ( Pellegrini et al; 

1995). De acuerdo con este modelo estructural, la fosforilación de la Treonina 160 

podría inducir una carga negativa que afectaría la interacción de SER con SRF además 

de influenciar las interacciones entre los dímeros de SRF. Se sabe que la mutación 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 homólogos de SRF. 

El grado de especificidad de las proteínas cinasas varía. Las proteínas cinasas 

específicas fosforilan a una sola proteína o varias muy parecidas entre sí. Las proteínas 

cinasas multifuncionales, por otra parte, modifican muchas proteínas blanco diferentes: 

tienen un amplio alcance y pueden coordinar diversos procesos. La comparación de las 

secuencias de aminoácidos de muchos centros de fosforilación demuestran que las 

cinasas reconocen secuencias concretas. Por ejemplo las secuencia consenso reconocida 

por la proteína cinasa A es una Arg-Arg- X- Ser Z ó Arg-Arg-X-Thr-Z donde X es u 

residuo pequeño, Z un residuo hidrofóbico voluminoso y Serina o treonina como centro 

de fosforilación. 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 péptidos sintéticos cortos que poseen una secuencia consenso son sIempre 

fosforilados por proteínas cinasas de trconina o serina. Así, el determinante de la 
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especificidad es la secuencia que rodea a los residuos de serina o treonina ( Strayer, 

1994), 

Lospéptidos sintéticos cortos, que poseen una secuencia consenso, han sido 

empleados en columnas de afinidad para aislar proteínas cinasas específicas 

(Woodgett,1991; Ferrar, 1998). Fry et el, describieron el uso de cromatografías de 

afinidad con fosfopéptido~, como un procedimiellto para pu~ificar fosfatidil-inositol-3-

cinasa en cerebro bovino ( Fry et al ; 1992). Empleando el mismo sistema se ha descrito 

la identificación 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 proteína-proteína, como es el 

posible sitio de reconocimiento de proteínas fosfatasas (RXVXT) ( Egloff et al; 1997) 

que incluye un posible sitio de fosforilación (RXXT) ( Theissen et al; 1997). El 

principio bioquímico de la columna de afinidad con secuencias consenso se utilizó para 

aislar factores' accesorios potenciales que interactúan con proteínas MADS-box· como 

AGAMOUS, durante el desarrollo floral. De esta manera, por medio de una 

cromatografía de afinidad utilizando un decapéptido derivado de un posible sitio de 

reconocimiento de fosfatasas y de fosforilación de la secuencia MADS de AGAMOUS 

se purificaran dos proteínas a partir de extracto proteico crudo de flores de Arabidopsis 

tlzaliana, Las proteínas se identificaron como FLOR 1 que pertenece a la· familia de 

proteínas con motivos repetidos ricos en leucina ( LRR) Y VSP que pertenece ala 

familia de proteínas de almacenamiento vegetativo con actividad de fosfatasa. La 

secuencia N-terminal de FLOR 1 posee un péptido señal que puede actuar. 

pOtencialmente ·'erl él ¡'eó:inoCii'niento· de membranas, así· ¿orúo un sitio de unión a 

nucleótidos. La secuencia de aminoácidos del 77 al 285 contiene 8 regiones repetidas en 

tandem ricas en leucina con un tamaño promedio de 24 aminoácidos; diez de los 24 

residuos están conservados. Además la secuencia presenta tres sitios de N-glicosilación . 

(Gamboa et al; 2001). 

Estructura y función de las proteínas LRR. 

Las proteínas con motivos repetidos ricos en leucina (LRR) fueron descubiertas 

en la a-glicorproteíllu del suero humano (Takahashi et al; 1985)a la fecha mas de cien 

LRR han sido descritas. Estas proteínas están presentes en todos los linajes, desde las 

bacterias hasta el hombre ( Kobe & Deisenhofer 1995) e incluyen receptores de· 

hormonas, receptores con actividad de tirosincinasa, moléculas de adhesión celular. 
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factores de virulencia bacteriana, enzimas y glicorpteínas de la matriz extracelular. 

Todas las LRR parecen estar involucradas en interacciones proteína-proteína, las cuales 

son esenciales en procesos como la transducción de señales, adhesión celular, 

reparación del DNA, recombinación, tninséripcióh, procesamiento del RNA, resistencia 

a enfermedades y nucleación del hielo ( Matsushima et al; 2000). El número de motivos 

repetidos ricos en leucina va de 1 a 33, por ejemplo el PGIb plaquetario y la caoptina 

respectivamente. Los motivos repetidos ricos en leucina, por lo general, están repetidos 

en tandem. La longitud más común del motivo LRR es de 24 aminoácidos ( Kajava et 

al; 1995). También se ha propuesto (Kobe & Deisenhofer 1994) una secuancia 

consenso general para las unidades repetidas ricas en leucina que es 

xLxxLxLxxNzxaxxzazzzzazzxzz en la cual "x" significa un residuo varaible, "z" 

frecuentemente es un espacio y "a" valina, leucina o isoleucina. Las leucinas son 

remplazadas po~ valinas Ó lsoleucina,la asparargina consenso es remplazada algunas 

veces por cisteina o treonina. Todas las LRR tienen un motivo altamente conservado 

LxxLxLxxNxL ( Kajava, 1998). Recientemente se propuso que las proteínas LRR 

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 proteínas, juegan un papel fundamental tanto en el desarrollo 

como en la defensa contra patógenos, donde el reconocimiento. específico es 

fundamental. Estas proteínas incluyen las PGIPs (proteínas inhibidoras de 

poligalacturonasa), el producto del gen de resistencia R de tomate, el cual confiere 

resistencia contra varias razas de hongos (Hammond-Kosack & Jones; 1997), así como 

receptores con actividad de cinasas en Arabidopsis thaliana, tales como ERECTA 

(Torii et al, 1996) y CLA V ATA (Clark et al; 1997) Y posibles receptores de 

brasinosteroides (Li & Chory; 1997). 

Especificidad de las proteínas LRRs. 

Las proteínas inhibidoras de poligalacturonasa (PGIP) están presentes en la 

pared celular de muchas plantas, y pertenecen a la familia de LRR especializádas en el 

reconocimiento y rechazo de patógenos (Cervone et al; 1997). En la PGIP de 

Phaseollus vulgari." el dominio comprendido entre el aminoácido 69 al 326 puede 

dividirse en 10.5 unidades repetidas en tandem, cada un derivada de un péptido de 24 
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aminoácidos (De Lorenzo et al; 1997). La comparación entre los motivos LRRs de las 

PGIPs con otras proteínas indica que las secuencias despliegan gran similitud, el 

número de repeticiones puede variar significativamente entre especies (Mattei et al 

2001). 

La mayoría de los genes de resistencia contra patógenos codifican proteínas 

clasificadas como NBS-LRR por contener un sitio de unión a nucleótidos (nucleotide 

bindingsite) y un domino repetido rico en leucina (LRR) (Ellis & Jonés; 1998). Los 

diferentes genes de este grupo confieren resistencia contra virus, bacterias, oomicentos, 

hongos, nemátodos e insectos. Esta clase de proteínas puede ser subdividida en dos 

subgrupos, el primero contiene proteínas que poseen una región N-terminal distintiva, 

similar al dominio citoplásmico de la proteína Toll de DrosophiLa y al receptor de 

interleucina l. Las proteínas del segundo grupo carecen de esta región pero pueden 

tener una cremallera de leucina o dominio coled-coil (estructuras secundarias tipo rizo) 

e la región N-terminal (Pan et al; 2000). 

Muchas de las variaciones entre los genes de resistencia y sus homólogos 

ocurren en el dominio LRR, particulaimente en el motivo xxLxLxx de las unidades 

repetidas y ciertas evidencias sugieren que esta región ha sido blanco de selección 

diversificadora (Meyeres et al; 1998). En las proteínas LRR canónicas, tales como el 

inhibidor de ribonucleasa porcina y el inhibidor de ribonucleasa humano (pRI y hRI), 

estos motivos adoptan un estructura tipo p-trand/p-turn,donde las leucinas forman un 

núcleo hidrofóbico hacia la proteína y los residuos que flanquean a las leucinas quedan 

expuestos e interactúan 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 aminoácidos de los motivos xxLxLxx, mientras quet¡n un complejo 

similar formado por la hRI y la Angiogenina, 19 aminoácidos 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 mayoría de los puentes de hidrógeno y 

contactos de van de Waals en los complejos son distintivos, indicando que la habilidad 

del hRI para reconocer diferentes ligandos esta basado en su capacidad para interactuar 

con un número de características únicas de ellos (Papageorgiou et al; 1997). 

Recientemente, Leckie et al (1999) demostraron que el aminoácido que confiere 

especificidad y afinidad al PGIP por la poligalacturonasa fúngica se encuentra en el 

motivo conservado xxLxLxx. Un solo cambio de un aminoácido en esta región confiere 

una nueva capacidad de reconocimiento a la PGIP. 
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Localización subcelular de las proteínas LRRs. 

Las ,PGIPs, presentan grandes similitudes con una clase de proteoglicanos 

extracitoplásmicos de animales llamados SLRPs (smallJeliCine'rich proteoglycans), los 

cuales incluyen la decorina, biglicano, fibromodulina, lumicano y efiglicano (Iozzo, 

1997). Las PGIPS y los SLRPs comparten muchas propiedades: ella son proteínas 

solubles de la matriz extracelular (como lo demuestran diferentes métodos de 

extracción), presentan pesos moleculares similares, un número similar de LRRs en el 

dominio central, así como la presencia de regiones ricas en cisteina que flanquean a la 

región central. Las SLRPs están involucradas en el ensamble de la matriz extracelular, 

en la orientación y ordenamiento de las fibras de colágena durante la ontogenia y en la 

recuperación de procesos patológicos como la reparación tisular. La decorina y quizás . . ' 

citrasSLRPsregulan en Ímichos niveles lá producció~ yel ensamble de la matriz 

extracelular y de este modo la remodelación del tejido conectivo (Iozzo, 1997). Las 

modificaCiones post-traduccionales pueden ocurrir por diferentes funcionalidades 

dentro de la proteína: por ejemplo, han sido reportadas la existencia de muchas SLRPs 

con una o muchas cadenas de glicosaminoglicanos y diversos patrones de N

glicosilación, por lo que esta diversidad de modificaciones post-traduccionales, se 

perfila como parte de un papel funcional (Iozzo 1997) Por analogía con la función de las 

SLRPs no se descarta el papel de las PGIPs en el ensamble de la matriz extracelular y 

procesos morfogénicos en plantas. La pared que rodea alas células vegetales, la cual 

puede ser considerada un equivalente a la matriz extracelular de los tejidos animales, es 

una fuente de señales que las plantas usan para detectar patógenos y señales dentro de la 

célula que determinan cuando se produce pared, se construye y es remodelada durante el 

crecimiento y la diferenciación. Recientemente se comprobó que las PGIPs 

interaccionan con pectinas metiladas y que la sobrexpresión de la PGIP de frijol en 

plantas de tomate genera morfologías alteradas (Bellicampi in Mattei; 2000). 

En procariontes, los motivos LRRs han sido identificados previamente en 

proteínas de membranas bacterianas gram-posiiivas (Lisferia monocytogenes) así como 

en proteínas secretoras relacionadas con la patogenicidad de bacterias gram-negativas 

como Shigellaflexneri y Yersisinia {Jestis. Otra proteína con motivos LRRs de bacteria 

es la TpLRRR inmunolocalizada en los complejos de peptiodglicanos de Treponema 

paLlidum y se propone, puede estar involucrada en interacciones proteína-proteína o 
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interacciones Iípido-proteína que son necesarias entre los componentes de la envoltura 

celular de la espiroqueta ( Shevchenko et al; 1997). 

En plantas, la úI1ica, proteína con motivos LRR, de la cual se, ha hecho una 

localización subcelular, empleando técnicas inmunohistoquímicas es FIL2. Esta 

proteína es especifica de flor y se aisló por medio de un ensayo de escritorio diferencial 

entre el fenotipo silvestre de Anthirrinum majus y un mutante nulo de DEFICIENS 

(Steinmayr et al; 1994). Esta proteína se expresa en tipos celulares específicos de la 

floral como papila estigmática, pared de la antera, excepto en granos de poi en y tejido 

vascular, filamento del estambre y parte superior del tejido de transmisión. La 

localización subcelular se hizo en el filamento de la antera, órgano de la flor cuya 

histología es muy similar a la hoja. El anticuerpo reconoce a la proteína en la matriz 

extracelular. 
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FLOR 1, LRR extracelular o intracelular. 

Los dominios de LRR de FLOR l fueron' comparados con' los dominios LRR de 

otras proteínas. En FLOR 1, la región comprendida entre los aminoácidos 70-303, se 

encuentran 10 regiones LRR repetidas en tandem con un tamaño de 24 aminoácidos: 9 de 

los 24 residuos están' conservados mostrando la secuencia consenso 

LxxLxxLxxLxLxxxNxLxGxIP - que ha sido reportada como específica de plantas (Kajava, 

1998). La alineación de los motivos consenso LRR de CLAVATA, ERECTA y FIL2 

muestran una gran similitud entre ellas y FLOR L Dentro de la región LRR se encuentra la 

región 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 . . 
xxLxLxx de PGIP de Phaseoliú' v'úlgaris, PGIP-l y :2 de Arabidopsis thaliana y FIL2 de 

Antlúrrinum majus. Unicamente comparten entre ellas cuatro regiones. 

Proteín 

FLOR 1 

PGIP 

PLK5 

Cf-2.1 

Cf-9 

Xa21 

Br11 

Secuencia consenso 

LxxLxxLxxLxLxxNxLxG----------xIPxx 

LxxLKxLxxLdLSxNxLxG----------xIPxx 

LxxLxxLxxLxLxxNxLSG----------xIPxx 

LGNLxxLxxLxLxxNxLxG----------SIPxx 

LxxLxxLxxLDLSSNNLxG----------xIPSx 

LxxLxxLxxLDLSSNNLxG----------xIPxx 

axxxxxLx~LxLSxNxaSG--~------ ~IPxx 

CLAVATA 1 axxaxxLxxLxLxxNxLxG----------xIPxx 

ERECT.Z\ 

SLRP 

PRI 

axxaxxLxxLxLxxNxLxG----------xIPxx 

axx1xxLxxLxLxxNxIxx----------xIPxx 

xxxLLxxLxLxxC/N:xLxxxgaxxLLxxaLxx 

LRR 

10 

10 

21 

36 

28 

23 

25 

23 

20 

20 

15 

Comlmración de los motivos LRR de FLOR 1 con otras proteínas LRR. Se coloca una x para cualquier 
amino.ícido, a indica un residuo alirático (L,I,F,V,M), donde la isoleucina es la mas representada y se indica con I. 
Se coloca S para S o T, D para un residuo ácidó (D o E). cr sonproducto de genes de resistencia de tomate y arroz. 
RLK5, BRll, CLA VATA y ERECTA son productos de genes relacionados con el desarrollo de Arabidopsis 
thalüuw. SLRP son pequeños proteoglicanos ricos en leucina que incluyen a la decorina, biglicano, fibromodulina, 
os(oudcrina, apifiglicullo y la osteoglicano. PRI es el inhihidor de ribonuclcasa porcina. 

Muchas de las proteínas lipo FLOR 1 son supestamente extracelulares, esto es por la 

presencia del peptido señal responsable de la compartamcntalización extracelular (Kajava, 

1998), es aquí donde surge la pregunta ¿ Como puede FLOR 1 interactuar con el factor de 
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transcripciónAGAMOUS? Son~arios los requisitos que se deben de cumplir para que la 

interacción in vitro mostrada por la columna de afinidad entre ambas proteínas ocurra de 

manera fisiológica, una de ellas es la coincidencia espacial y temporal de ambas proteínas 

en diferentes tejidos y compartimentos celulares. Los patrones de expresión de AGAMOUS 

han sido cuidadosamenie documentados (Bowman et al; 1991). En el desarrollo temprano 

de la flor AG se expresa en los primordios del tercer y cuarto verticilio (los cuales dan 

origen al estambre y al carpelo), pero no se encuentra en le primordio de sépalos ni de 

pétalos. Cuando la flor madura AGAMOUS se expresa solo en tipos celulares específicos 

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 está ausente en los granos de polen 

y el tejido vascular. En el carpelo AGAMOUS se expresa en las células de la papila 

estigmática, placenta, óvulos pero está ausente en el tejido de conducción del septo. Los 

resultados de hibridación in situ para caracterizar los patrones de expresión de FLOR ¡, 

muestran que se expresa en el meristemo floral, después en el estadio 7 y 8, la expresión de 

FLOR l es específica de primordios de estambres y carpeloa y por último, en estadios 

avanzados del desarrollo FLOR l se expresa en toda la antera excepto los granos de polen, 

mientras que en los carpelos la expresión de FLOR 1 se restringe a la placenta y a los 

óvulos. De cualquier modo esta información es parcial, puesto que buscamos la interacción 

cntre los productos de ambos genes y no entre sus mensajeros. En este sentido las técnicas 

inmunohistoquímicas se perfilan como las herramientas más adecuadas para establecer la 

coincidencia espacial y temporal de los componentes del sistema de interacción 

, ya que con este sistema, en asociación con estudios bioquímicos y fisiológicos se pueden 

establecer los patrones de acumulación espacial y temporal de las proteínas durante la 

diferenciación tisular. 
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..... ".~. o"~ 

Material y Métodos. 

Especie de estudio: Arabidopsis thaliana ( ecotipo Columbia) 

Descripción de la anatomía y desarrollo del estambre de Arabidopsis thaliana. 

Los procesos reproducti vos masculinos en las angiospermas tienen lugar en el 

estambre (Esau, 1977). Este sistema organográfico esporofítico contiene células diploides 

que sufren meiosis y producen esporas haploides masculinas o rnicroesporas. Las 

microesporas se dividen mitóticamente y se diferencían en un gametofito masculino o 

grano de polen (Goldberg et al, 1993). 

Los etámbres constan de dos partes morfológicamente distintas, la antera y el 

filamento. El filamento es un tubo de tejido vascular que ancla al estambre con el 

receptáculo 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 polinización 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 morfología de la antera, ocurre una diferenciación celular y tisular y la 

célula madre de la microesponl sufre meiosis, al firial de esta fasé la antera contiene la 

mayoría de los tejidos especializados y las tétradas de polen están presentes en el lóculo de 

la antera. En la fase dos los granos de polen se diferencían , el filamento se alarga, se lleva 

a cabo la diferenciación 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 di visiones peric1inales de la subepidennis. En el estadio 8 hay un 

engrosamiento y en el estadio 8 los lóculos ya son aparentes. Los tejidos altamente 

diferenciados llevan a cabo funciones no reproductivas por ejemplo el soporte y la 
.', \ 

dehiscencia (Goldberg el al; 1993). El tejido no reproductivo incluye 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 función (*) 

Tejido conectivo Conecta a la antera con el filamento; 

estructura y morfología. 

Endotecio Estructura, soporte y dehiscencia. 

Epidermis Estructura y soporte; dehiscencia. 

Microesporas Desarrollo del grano de polen y células 

espermáticas. 

Capas medias Estructura y soporte; dehiscencia. 

Estomio .. .. . --.- ..... "." .. ~- Del:tis~encia. 

Tejido vascular Conexión entre la antera, el filamento y la 

flor; abastecimiento de agua y nutrientes. 

(*) Tomado de Esau (1977) .. 

Descripción de la formación de la pared de la antera y microesporogénesis de 

Arabidopsis thaliana. 

La microesporogénesis de Arahidopsis thaliana presenta el patrón típico de las 

dicotiledoneas (Misra; 1962;' Bhandari," 1984; Sanders et al; '1999). En el estadio 7 del 

desarrollo floral de Arahidopsis 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 esporógenas primarias. Después en las subsecuentes 

divisiones periclinales y anticlinales se forman dos capas de células parietales secundarias. 

Las capas internas de las células parietales secundarias se diferencian en tapetum, mientras 

que la capa externa de células parietales secundarias sufre una o mas divisiones periclinalcs 

que forman el endotecio y las capas medias. Al mismo tiempo, las células esporógenas 

primariits se difeá:nCian en microésporocitoso células madres del polen y estas empiezan a 
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aislarse unas de otras por la deposición de calosa sobre la pared y sufren meiosis para 

generar las microesporas (Owen & Makaroff 1995). 

Descripción de la anatomía y del desarrollo del carpelo de Arabidopsis thaliana. 

El carpelo o pistilo maduro de Arabidopsis thaliana está constituido por tres partes: 

el ovario que es' la base'del""pistilo; elcualcoritiene "los "óvulos y estos a 'su vez se 

diferencían en frutos después de la fertilización; el estilo, que es una extensión de tejido a 

través del cual se desarrolla el tubo poIínico hacia el óvulo; y el estigma, que se encuentra 

en la región distal del estilo, donde el grano del polen se adhiere y germina (Esau, 1977). 

Durante las primeras etapas del desarrollo del carpelo ocurre la determinación 

celular en la parte central del meristemo floral. En la segunda fase, ocurre la diferenciación 

celular y de esta manera los carpelos adquieren forma de una cúpula superficial. En la 

tercera fase se forman dos columnas longitudinales que dan al carpelo la forma de un 

cántaro con una abertura adaxial. Los lóculos del carpelo se unan en sus márgenes y se 

fusÍonan. Seguida de la fUSIón de iosrÍuirgenes; los ó~ulos se forman en la placenta 

(Raghavan, 1997). 

El carpelo comparte tejidos con el cuerpo vegetativo de la planta, que son necesarios 

para el soporte, nutrición y protección. Estos tejidos incluyen el de reserva, el vascular y la 

epidermis. Sin embargo, los tejidos mas interesantes para estudiar son los intrínsecos del 

carpelo, como son el tejido estigmático y el de conducción (Gasser et al; 1993). Estos 

tejidos son responsables de capturar el grano de polen y facilitar el paso del tubo polínico a 

los óvulos respectivamente (Esau, 1977). Las células del tejido de transmisión están 

organizadas eh filas verticales unidas entre sí por uniones tipo plasmodesmos (Gasser et al; 

1993). Estas células son altamente secretóras y la presencia de una secreción musilaginosa 

al igual que la matriz estilar son atributos del tejido estilar altamente diferenciados. En 

Arabidopsis thaliana, el tracto de transmisión se extiende a lo largo de la región estilar y 

del septo facilitando al tubo polínico acceder a los óvulos (Gasser et al, 1993). 

La región superior del estilo se diferencía en una estructura altamente secretora: el 

estigma. Este proceso incluye la proliferación celular, la existencia de células epidérmicas 

de varias longitudes dentro de la papila, y la secreción de compuestos involucrados en el 

rechazo del polen incompatible o promover la germinación del polen compatible (Bouman, 

1984). Las secreciones también tienen propiedades adhesivas que facilitan la captura del 
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grano de polen del aire o los animales polinizadores. El tejido estigmático es contiguo con 

'el tejido de transmisión, proveyendo una ruta ininterrumpida para el crecimiento del tubo 

polínico ( Gasser et al; 1993). 

Los óvulos residen en el ovario y estos, por sí 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; Schneitz et al, 1995; Angenet & Colombo, 1996; Drews et al, 1998; Gasser 

et al, 1998; Grossinklaus & Schneitz 1998; Schneitz et al, 1998). Arabidopsis thaliana 

posee un óvulo bitégmico y tenuinucelado, que aparece sobre la placenta del ovario, en el 

estadio !O del desarrollo floral. En el estadio !O y II se forma una célula arqueporial a 

partir de una sola célula hipodérmica en la punta del primordio del óvulo, siendo más 

prominente que las células vecinas por su gran tamaño, citoplasma denso y núcleo 

conspicuo. En AriíbidojJSis thaliÍlnÍl la célúl<i arquepofial'Se élonga longitudinalmente y se 

polariza diferenciándose 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 región micropilar sufren una muerte celular programada 

(Webb & Gunning 1990). Inmediatamente que 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 floral, la capa de células del integumento interno se diferencia en un endotelio 

nutritivo y la nucela es reabsorbida (Yang et al; 1999). 

Producción de anticuerpos polic1onales e inmunolcalización 

El procedimeinto d~ la inmunolocalización involucra: la obtención del anticuerpo, 

preparación del especímen, incubación del especímen con el anticuerpo primario, remover 

los anticuerpos que se peg'lron de manera inespecífica y la localización de los anticuerpos 

que se unierón inespecíficamente. 

Durante las dos décadas pasadas, [os métodos inmunológicos de laboratorio se 

convirtieron en una hcrramienta poderosa en biología cc[ular y bioquímica. La creciente 

importancia de las inmunoglobu[inas en investigaciones celulares, viene de [a gran cantidad 
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de artículos publicados en Juornal of Cell Biology, en los cuales, los anticuerpos fueron 

usados para resolver problemas que hubieran sido difícil o imposible de responder por otro 

método. En 1970 solo el 1 % de los trabajos realizados emplearon métodos inmunológicos, 

en 1980 el 30 % Y el 70'il? p~ra 1990. Las técnicas inm.unológicas gozan de una amplia 

aplicación en investigaciones celulares debido a su alta especificidad y sensibilidad, lo cual 

permite la detección selectiva, aislamiento y cuantificación de moleculas a niveles menores 

de nano gramos. 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. 

Lás técnicas dependientes de anticuerpos que más frecuentemente se usan en 

biología celular son: (i) visualización de macromoleculas en tejidos y células por técnicas 

. inmunohistoquímicas, (ii) identificación de proteínas en electroferogramas por técnicas de 

inmunoblotting, (iii) aislamiento de proteínas por inmunoprecipitación y (iv) determinación 

cuantittativa de proteínas por inmunoensayo. Otras técnicas inmunológicas importantes en 

biología celular, es la microinyección de anticuerpos a células para bloquear la actvidad de 

proteínas individuales, sus ensambles supramoleculares y el uso de anticuerpos en el 

estudio de interacción para mapeo y definición de sitios funcionales en proteínas. 

El éxito de las aproximaciones inmunológicas, está basado en gran parte es la 

especificidad, rcactividad cruzada y afinidad de los anticuerpos disponibles. Dependiendo 

de la pregunta que se quiere responder, uno sebe tornar ciertas decisiones con respecto al 

antígeno empicando para inmunización y los procedimientos para titular y medir la 

especifiCidad de los 'anticuerpos' producidos. ' 
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Esquema general de la producción de anticuerpos policlonales e inmunolocalización 

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

. Purificacióri de·1 gr de proteína FLOR 1 emplendo un columna de áfinidad 
(Apéndice-1) , 

T 
Corrimiento de geles de acriliamida y cortado de bandas para emulsificarlas con' 

Adyuvante de Freund (Apéndice-2), 

T 
Aplicación del protocolo rutinario de inmunización de conejos por vía escapular 

(Apéndice-3), 
T· 

Sacrifici(), desangramiento y almacenamiento del suero (Apéndice-4) 
'.: " 

T 

Purificación de la fracción gama-globulínica por precipitación con sulfato de 
amonio (Apéndice-S) 

T 
Titulación del anticuerpo y pruebas de reactividad cruzada del por dot-blotting y 

Westem blotting respectivamente (Apéndice-6) 

T 
Fijación e inclusión de las muestras ( flores de Arabidopsis fhaliana) en parafina 

(Apéndice-?) 

T 

Inmunolocalización de FLOR 1 en diferentes etapas del desarrollo floral 
empleando el sistema de detección ABe (DAKO) (Apéndice-8) 
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Resultados (caracterización del·anticuerpo policlonal contra FLOR 1) 

A 1 2 3 
B 

1 2 3 

kDa 

... 

G 1 2 3 4 

Figura 1. Caracterización del anticuerpo contra FLOR l . 
• (A) Pruebas de reactividad cruzada por Wcstcrn blotting emplendo extracto crudo de flores 

e inflorescencias dc Arabidopsis tlzalimw, proteína recombinante expresada en E. coli, 
y proteína recombinante purificada con la columna de NiNta . 

.. (B) Control negativo, donde los tres extractos anteriores fueron incubados con suero 
prell1mune. 

(C) Titulación del anticuerpo con proteína FLOR l purificadsa a paritr dc la columna de 
afinidad que posee el decapéptido derivado del dominio MADS de AGAMOUS. 
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Resultados (caracterización del anticuerpo policlonal contra FLOR 1) 

Titulación y pruebas de reactividad cruzada del anticuerpo contra la 
proteína FLOR 1. 

La fracción gamma-globulínica del suero de la coneja, que fue inoculada con la 

proteina FLOR1, se obtuvo mediante el protocolo de precipitación con sulfato de amonio, 

despúes de la apIicáción de las tres inyecciones potenciadoras emplelando como fuente de 

antígeno la proteína purificada a partir de la columna de afinidad que posee el decapéptido 

derivado la c~a MADS de AGAMOUS. La titulación del anticuerpo y la prueba de 

especificidad del suero se hizo por dot blotting y Western blotting respectivamente (Fig. 1) 

Para la titulación del anticuerpo se emplearon diferentes concentraciones de 

proteínas adsorvida en nitrocelulosa e incubadas con diferentes diluciones del anticuerpo. 

En la figura I-C la muestra I corresponde a 10 ng y la muestra 2 a 100 ng de proteína 

incubadas con un anticuerpo en una dilución 1: 500, por otra parte las muestras 3 y 4 

corresponden a -IO y 100 ng respectivamente de proteína incubadas con anticuerpo diluido 

1: 1000. En experimentos no mostrados se corroboró que el anticuerpo reconoce 100 ng de 

proteína 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 proteícos diferentes, en la figura 1 A se muestra un extracto crudo 

de proteínas de flores e inflorescencias de Arahidopsis thaliana, en la figura A2 un 

extracto crudo de Escherichia coli con la capacidad de expresar a la proteína recombinante 

de FLOR I 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 dilución 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 proteína FLOR l. 

Como control negativo (Fig. I-B 1,2 Y 3). Los tres extractos proteícos se incubaron con 

suero preinmune y revelados bajo las mismas condiciones. En ninguno de los tres extractos 

es reconocida ninguna banda, lo que revela, que previo a la inoculación, la coneja no había 

generado anticuerpos contra FLOR 1 u otra proteína que presentara algun epi tope 

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

Para poder .investigar la distribución de FLOR. 1, se hicieron estudios de 

inmunolocalización sobre cortes de flores e inflorescencias de Arabdiospsis thali~na en 

diferentes etapas del desarrollo floral. Para este fin las muestras fueron fijadas e 

incluidas en parafina, como está descrito en materiales y métodos. Los diferentes cortes 

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

revelaron con anticuerpos secundarios biotinilado. 

Figura 1. Distribución 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. 

(estadi04)( 40X) 

Nota: Los controles negativos fueron incubados con suero preinmune. 

Abreviaciones: im: meristemo inflorescente, sa, sépalos adaxiales; sb, sépalos abaxiales 
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Figura 2. Inmunolocalización de FLOR l. Estadios tempranos del desarrollo del 

carpelo. 

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

formado y el tejido esporógeno es evidente.(10x). 

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

(C) Control negativo(10x). 

(D) Corte transversal del carpelo, (estadio 9), aparecen los primordios de óvulos (20x). 

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

(F) Control negativo (20x). 

Abreviaturas: o, óvulo; s, septo, p, placenta. 
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A. 

Figura 3. Distribución de FLOR 1 a lo largo del desarrollo de la pared de la antera. 
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(A)Corte longitudinal de antera, estadio 6 del desarrollo de la pared de la antera, donde 

las células esporógenas primarias se diferencian en un micropesporocito o célula 

madre del polen, y estas se aíslan entre sí por la deposición de calosa en la pared 

celular (lO x). 

(B) Corte longtudinal de antera, 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 desarrollo de la pared de la antera, 

la calosa que rodea a la tétrada es reabsorbida, liberando una microespora 

individual, concomitantemente el tapetum aparece binucleado y las microesporas 

están libres en el saco polínico (40x). 

(D)Control negativo (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. Expresión de FLOR 1 en tipos celulares específicos del carpelo. 
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(A) Inmunolocalización de FLOR I en cortes longitudinales de óvulos (40x). 

(B) Inmunolocalización de FLOR I en cortes longitudinal del tejido de conducción del 

septo y los óvulos (40x). 

(C) Inmunolocalización de FLOR 1, se aprecia la papila estigmática (40x). 

(O) Contrql negativo de corte longitudinal de óvulos (40x). 

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

Abreviaturas: o, óvulo, tt, tejido de transmisión, sp, papila estigmática, es, estigma, tts, 

tejido de transmisión del septo, tm, tejido marginal, p, placenta, 
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Localización de FLOR 1 durante estadios tempranos del desarrollo floral. 

Durante· etapas tempranas del desarrollo floral, FLOR 1, se expresa en el 

meristemo inflorescente, preferencial mente en las regiones de la Ll, L2 (túnica) y un 

poco L3 (corpus), así 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, región que dará origen a estambres y carpelos, 

también en los primordios de sépalos, tanto adaxiales como abaxiales (Figura 1 C). En 

datos no mostrados se observó que FLOR l no se expresa en ninguna etapa del 

desarrollo de los pétalos. En etapas posteriores del desarrollo dcl carpelo, previo ala 

formación del óvulo, las divisiones celulares anticlinales de la Ll y L2 generan un 

alineamiento con una apariencia muy uniforme, en la zona central de la invaginación, 

en las células de organización tabicada la expresión de FLOR I es generalizada (Figura 

2 AB), posteriormente, las divisiones periclinales de las células subepidermicas dirigen 

la invaginación central ( mostrada por flechas) que marcan el inicio de la formación del 

óvulo y de I septo (Figura 2 DE), en este estadio FLOR I se expresa en el septo 

incipiente, en los primordios de óvulo y en la placenta, en esta zona la marca es 

preferencial mente nuclear (Figura 2 E). 

Localización de FLOR 1 durante la formación de la pared de la antera y el 

desarrollo del microgametofito. 

La microesporogénesis del fenotipo silvestre de Arabidopsis thalial/a, sigue el 

patrón típico de las dicotiledoneas. En el estadio 7 del desarrollo floral y 2 del 

desarrollo de la antera, las células hipodermales se expanden radial mente y se 

diferencian en una célula arquesporial, En el estadio tres del desarrollo de la antera las 

células arquesporiales sufren divisiones periclinales y dan origen a una capa interna de 

células de tejido csporógeno primario y una capa externa de células parietales primarias. 

En el estadio 4 del desarrollo de la antera las divisiones periclinales subsecuentes 

forman dos capas de células parietaics secundarias. En el estadio 5 del desarrollo de la 

antera, las células parietales internas se diferencian en un tapetulll , mientras que las 

células parietales externas sufren mas de una división 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 esporógenas primarias se diferencian 

en un mocroesporocito o célula madre del polen y estas se aíslan entre sí por el 

depósito de calosa en la pared celular, en este estadio FLOR I se expresa en epidermis, 

endotecio, capas media y taptum, pero no en la célula madre del polen (Figura 3 A). 

Posteriormente, el estadio 7 del desarrollo de la antera, las células madres del polen 

sufren meiosis generando una tétrada de microespora, FLOR I se localiza en tejido 

vegetativo pero no en la tétrada ( Figura 3 B) Y por último en el estadio 8 la calosa que 

rodea al la tétrada es reabsorbida liberando una microespora individual, en este estadio 

FLOR I se expresa de manera preferencial en el citoplasma del tapetum, y disminuye su 

expresión en los otros tejidos de la pared de la antera, en este ri1omento se puede 

apreciar la naturaleza binuclada del tapetum, teñido solo por la hematoxilina.( Figura 

3C). De esta manera FLOR I se expresa en el tejido vegetativo de la antera pero nunca 

en el microgametofito. En etapas posteriores del desarrollo del microgametofito, la 

microespora sufre initosis para' formar el núcleo vegetativo y el núcleo generativo, 

además de que el grano de polen desarrollo sus ornamentaciones típicas, finalmente 

ocurre la dehiscencia de la antera y se libera un grano de polen funcional. FLOR I sigue 

el mismo patron ( datos no mostrados) en el que se expresa solo en tejido vegetativo 

pero nunca en el grano de polen en desarrollo. 

Localización de FLOR 1 en tejidos específicos del carpe lo. 

El carpelo maduro de Arabidopsis ¡Indiana esta constituido por tres partes: el 

ovario, en la región basal, que contiene los óvulos y estos a su vez se diferencian en 

frutos y semilias después de la fertilización; el estilo, que conforma una extensión de 

tejido, a través del ovario, por el cual de desarrolla el tubo polínico hacia el óvulo y por 

último, el estigma que se encuentra en la región distal del estilo donde se adhiere el 

grano de polen y germina. El carpelo comparte tejido con el cuerpo vegetativo de la 

planta, que son necesarios para el soporte, protección y nutrición, estOs tejidos incluyen 

los de reserva, vascular y epiderniis sin embargo, los tejidos más interesantes son los 

intrínsecos del carpelo, COIllO el cstiglllático, el de conducción y estructuras complejas 

como los óvulos. 

FLOR I se expresa ell lipos celulares espccíl'icos del carpclo como los óvulos. 

unidad organográfica donde se llevan a cabo los procesos de la Illcgacsporogénesis, en 
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este órgano la expresión es generalizada ( Figura 4 A), en la región de la placenta, la 

marca es preferentemente nuclear. 

El tejido de transmisión se extiende por la región estilar y a lo largo del septo, 

facilitando al polen acceder a los óvulos. FLOR 1 se expresa en el tejido de transmisión 

del estilo, en el tejido de los margenes del septo, que posee la misma naturaleza celular 

de la placenta ( sitio donde si se expresa FLOR 1), pero no en el tejido de transmisión 

del septo ( Figura 48). Por último FLOR 1 también se expresa en la papila estigmática 

(Figura 4C), cuya principal función es la secreción de compuestos involucrados en el 

rechazo del polen incompatible, o promover la germinación del polen compatible. 
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Discusión. 

Los datos arrojados por la caracterización de los anticuerpos, sugieren que FLOR 1 es 

una proteína altamente antigénica. Esto es por la potencia del reconocimiento del 

anticuerpo (puede reconocer 100 ng de proteína en una dilución 1 :2000 y 5 ng de 

proteína en una dilución 1: 1000) y por su alto grado de especificidad, solo reconoce una 

banda de 38 KDa en un extracto proteico crudo de flores e inflorescencias de 

Arabidopsis thaliana y la proteínarecombinante expresada en E. coli , tanto en extracto 

crudo de bacteria como la proteína purificada por la columna de NiNta. Esto es una 

evidencia indirecta de que los epi topes, contra los cuales se crearon los anticuerpos son 

muy específicos, y no se encuentran en otras proteínas del extracto crudo de plantas ni 

de bacterias, a menos que existan isoforrnas 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 proteína. Se estima que una 

proteína del tamaño de FLOR l : genere anticuerpos contra 4 o 5 sitios de toda la 

proteína. Todas estas características perfilan a FLOR 1 como una herramienta confiable 

en técnicas inmunohistoquímicas 

Regulación de la expresión genética de FLOR 1 ( coincidencia espacial y 

temporal del rnRNA y la proteína en diferentes tipos celulares). 

Las técnicas inmunohistoquímicas en conjugación con la localización del 

mRNA, nos permiten determinar SI la traducción de los transcritos es 

contranscripcional, o bien, si existen tejidos o tipos celulares que actúen como 

reservorios de mRNA, que no se traducen en el momento de su transcripción, sino en 

estadios posteriores del desarrollo, tal como ocurre con muchas proteínas involucradas 

en procesos morfogénicos. El patrón de expresión de FLOR 1 fue determinado por 

hibridación in situ empleando cortes histológicos. Tanto el mRNA de FLOR I como la 

proteína se expresan en etapas tempranas del desarrollo floral; cuando emerge el , 
meristemo infIorescente FLOR I se localiza preferentemente en los derivados 

histológicos de la túnica (L! y L2) Y menos en el corpus (L3), mientras que el 

mensajero se localiza preferentemente en el corpus. En etapas posteriores del desarrollo, 

cuando emerge el meristemo floral y aparecen los primordios de los órganos, el mRNA 
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y la proteína, se localizan de manera generalizada en los primordios del tercer y cuarto 

verticilio (estambres. y carpelos respectivamente). Posteriormente cuando ocurre la 

diferenciación tisular de las estructuras reproductivas, ambas moléculas se restringen a 

tipos celulares específicos; definidos en la siguiente tabla. 

ETAPAS TEMPRANAS DEL DESARROLLO FLORAL. 

Estructura mRNA Proteína 

Meristemo Apical (SAM) 

Túnica (L!, L2) - + 

Corpus (L3) + + 

Meristemo Floral 

Primordio de sépalo - + 

Primordio de pétalo - -

Primordio de estambre + + 

Primordio de carpelo + + 

ES T AM B RE. 

Tejido mRNA Proteína 

Tejido conectivo + + 

Endotecio + + 

Epidermis + + 

Microesporocito - -

Tétrada - -

Microgametofito maduro - -

Capas medias + + 

Tapetum + + 

Filamento de la antera + +* 
.. 

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

Tejido mRNA Proteína 

Pared del ovario + + 

Placenta + + 

I Ovulo + + 

Papila cstigmática - + 

Tejido de conducción del septo - -

Estigma + + 

De acuerdo a estos resultados tanto el mensajero como la proteína se expresan en 

diferentes tipos celulares con diversos grados de diferenciación, por lo que no es una 

proteína de un tipo celulares espec'ífico. Por otra parte FLOR I se traduce y se transcribe 

concomitantemente a lo largo del desarrollo, es decir, que la traducción ocurre en el 

mismo tipos celulares que se transcribe el mensajero, excepto en las tres capas c10nales 

del meristemo inflorescente, donde la expresión del mensajero se observa en el corpus 

pero no en la túnica, sin embargo ~I anticuerpo revela como positivo en la túnica. Se ha 

descrito previamente ( Rinne & van der Shoot 1999) que en el meristemo, las células 

están interconectadas entre sí, vía plasmodesmos, que pueden ser utilizados para el 

intercambio de moléculas. Estas células pueden actuar como un sincicio con citoplasma 

continuo llamado sin plasma. Inyectando tinciones marcadoras en las capas externas, se 

ha determinado que existe una un campo simplásmico que podría restringir la difusión 

de moléculas morfógenas, a sus respectivos límites. De esta manera FLOR l podría se 

catalogada como una proteína morfógena cuyo mensajero se expresa preferencial mente 

en el corpus, ahí se traduce y es exportada a las capas Ll y L2, vía plasmodesmos, 

donde solo se almacena FLOR l pero no se transcribe su mensajero. Otro tejido donde 

el anticuerpo revela como positivo y no hay expresión del mRNA es en la papila 

cstigmática, esto puede obedecer a dos razones: la primera es que exista una reacción 

cruzada del anticuerpo con una molécula muy similar a FLOR I Y la sonda de RNA sea 

lo suficientemente sensible para no hibridar, y por otra parte, se sabe que las células de 

la papila estigmática poseen Illuchas vacuolas y los espacios citoplásmi¿os son ll1uy 

pequeños, por lo que el sistema de amplificación del anticuerpo secundario acoplado a 
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peroxidasa y rebelado con diamino-bencidin, sea mas sensible que el sistema de 

amplificación del sistema de hibridación in situ. Otro sitio donde no se expresa el 

mensajero y el anticuerpo revela como positivo es en los sépalos. El anticuerpo contra 

FLOR l reconoce una proteína que ,se expresa desde etapas muy tempranas del 

desarrollo de los sépalos, desde que estos emergen del meristemo floral, hasta estado 

tardíos. Esto sugiere que puede existir una proteína con características estructurales muy 

similares a FLOR l Y por lo tanto comparten epi topes reconocidos 'por el anticuerpo, 

pero tienen diferentes funciones al expresarse en tipos celulares distintos. 

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

El objetivo de la tesIs fue la producción de anticuerpos policlonales contra 

FLOR l para establecer el patrón de ex presión de la proteína, compararlos con los 

patrones de expresión reportados previamente para AGAMOUS y establecer de manera 

preliminar el posible escenario celular donde interactúan FLOR l y AGAMOUS en las 

diferentes etapas del desarrollo floral. Los patrones de expresión de AGAMOUS fueron 

reportados detalladamente por Bowman en 1991. AG, se detecta desde el estadio 3 del 

desarrollo floral, en la región central del domo del meristemo floral, que posteriormente 

da origen al tercer y cuarto verticilio. Del estadio 4 al 7 cuando los órganos empiezan a 

emerger, AG se acumula en los primordios de estambres y carpelos. Cuando se lleva a 

cabo la diferenciación tisular del estambre y el carpelo, AG se expresa en tipos celulares 

específicos de ambos órganos. En el estadio 9, AG se expresa en la pared del ovario y en 

los primordios de óvulos. En el 'estadio 12, AG se expresa en la papila estigmática, 

óvulo, estilo, pared del ovarió y placenta. Cuando la fertilizilción ocurre AG se detecta 

en el endotelio, que conforma las capas 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 esta manera los sitios donde coinciden ambas proteínas 

son: en estadios tempranos del desarrollo floral, en el estadio 3, en la región del domo 

del meristemo floral que da origen a estambres y cm'pelos, en el estadio 4 al 7 en los 

primordios de ambos órganos, en estadios avanzados del cm'pelo en la papila 

estigmática, en los primordios de óvulos, en la placenta, en el estilo y la pared del 

ovario. En la antera ambas proteínas coinciden en todos los tejidos de la pared de la 

anlera, pero prderencialmentc en tapetul11. 
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Figura 5. Tipos celulares del estambre y del carpelo donde coinciden FLOR I Y 

AGAMOUS en estadios tardíos del desarrollo floral; pe, papila estigmática; o, óvulo; pi, 

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

FLOR 1 extracelular o intracelular? 

El principal criterio para establecer la localización de las proteínas 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 dogmática. La 

secuencia consenso responsable de la localización extracelular de las proteínas LRR 

especificas de plantas es: LxxLxxLxLxxNxL tls GxIPxxLGx, misma que se encuentra 

en FLOR l. Alguna de las proteínas que presentan esta secuencia son: CLA V ATA, una 

proteína con actividad de cinasa de Arabidopsis thaliana; la proteína inhibidora de 
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· poligalacturonasa de Phaseollus vulgaris; y el producto de gen FIL 2 de Anthirrinum 

majus. Esta última, es la única proteína específica de flor, con motivos repetidos ricos 

enleucina, de. la que .se .. cuenta .. con inmunohistoquímica.como herramienta para 

caracterizar su localización subcelular. El principal cuestionamiento es la 

inmunohistoquímica hecha sólo en el filamento de la antera, cuyos tejidos son muy 

similares al de los órganos vegetativos donde se expresan LRRs con motivos 

compartidos que se han determinado como proteínas extracelulares por medio de 

estrategias bioquímicas ( ej, el inhibidor de poligalacturonasa del Phaseollus vulgaris), 

por lo tanto es muy factible una reacción cruzada de los anticuerpos empleados. En este 

trabajo presentamos evidencias de la localización subcelular de FLOR 1, empleando 

microscopía de luz. En tipos celulares específicos de estambre como el tapetum, la 

marca se observa totalmente' citoplásmica; los espacios extracelulares están libres de 

marca y se observan los dos núcleos teñido solo por la hematoxilina . En tejidos no 

diferenciados como el meristemo inflorescente la marca del anticuerpo revela como . 

citoplásmica, mientras que en el carpelo, en tejidos como la placenta y el óvulo la marca 

es nuclear. 
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Figura 6. Localización subcelular de FLOR I en tipos específicos del estambre y del 

carpelo. 

(A) Corte longitudinal del antera, los granos de polen están liberados de su pared de 

calosa, el tapetum es binucIeado, y FLOR 1 se expresa preferencial mente en el 

citoplasma de estas células y se observan los dos nécIeos solo teñidos por la 

hematoxilina. 

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

citoplasma de la túnica y el corpus. 
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(C) Corte transversal de carpelo, el anticuerpo revela como positivo en los núcleos de la 

placenta y.en el.citoplasfI1a .de los primordios de .óvulo .. 

Conclusiones. 

FLOR I es una proteína imtigénica capaz de generar anticuerpos policlonales 

en conejos, con la especificidad y la potencia necesaria para ser empleados en pruebas 

inmunohistoquímicas. La coincidencia del mRNA de FLOR] con la proteína, indica 

que se expresa en diferentes tipos celulares del estambre y del carpelo a lo largo del 

desarrollo, y la traducción del transcrito es en el mismo tipo celular. Los sitios donde 

FLOR I puede interactuar con AGAMOUS son: en el domo del meristemo floral que 

da origen a estambres y carpelos, en los primordios de ambos órganos, y en tipos 

celulares espeCíficos del estambre como tapetum, capas medias, epidermis y endotecio, 

en carpelo la interacción sería en los óvulos, pared del carpelo, placenta, papila 

estigmática y estilo. La localización subcelular es dependiente del tejido, en estructuras 

indiferenciadas es citoplásmica, lo mismo que en el tejido vegetativo de la pared de la 

antera, en la placenta y los óvulos es preferentemente nuclear. En este sentido FLOR 1 

podría contribuir a la translocación nuclear de AGAMOUS en óvulo, mientras que en 

citoplasma podría dar especficidad a reguladores de AGAMOUS como fosfatasas o 

cinasas, elementos esenciales de la regulación en cascadas de transducción de señales, o 

bien mediar interacciones entre AGAMOUS y otros componentes del ¡lparato 

transcripcional necesarios 'para prender genes responsables'de la fisiología y estructura 

del tejido vegetativo de la antera. Estos interactorespodrían ser AP3, PI Y SEP, 

componentes del tetrámero perfilado como el responsables de la fOImación del 

estambre, 
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APÉNDICEl 

Purificación de FLOR 1 a partir de flores e inflorescencias de Arabidopsis tha/iana. 

Método. 

1. Recolectar flores e inflorescencias de Arabidopsis thaliana (20g), congelar en nitrógeno 

líquido y almacenarlas a -80°C hasta su uso. 

2. Macerar el tejido vegetal con. 30mL. de amortiguador de extracción ( Tris-HCl 50 mM 

pH=7.5 , MgCl" 10 mM, PMSF 1 mM),. 

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

sobrenadailte .. 

4. Equilibrar una columna de DEAE-Sephacell con amortiguador de extracción (15-20 

volúmenes). 

5. Pasar el sobrenadante por la columna de DEAE-Sephacell, prebviemente equilibrada, para 

remover proteínas constitutivas como la RUBISCO (a 4°C), recuperar el eluido. 

6. Equlibrar la resina que contiene el decapéptido acoplado a sefarosa, con amoritugador de 

eqlúlibrio (Tris-HCI20 mM pH=7.5, MgC!2, 2 mM, PMSF I mM). 

7. La fracción resultate obtenida en el paso 5, se pone en agitación constante, durante I hora 

con la resina aquilibrada. Se usa una proporción de 10 mL de extracto/O.2mL de resina. 

8. Transferir la resina a una columna y lavar con amortiguador de equilibrio (30 volúmenes) 

para separar las proteínas que se pegaron de manera inespecífica. 

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

NaC!. 

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

La proteína de 38 kDa fue identificada como una proteína con motivos repetidos ricos en 

leucina y se empleó como fuente de antígeno para la producción de anticuerpos policlonales en 

coneJo. 

Nota:Lasproteínas que son difíciles de purificar en su fonna nativa, se pueden separa en 

geles SDS-PAGE. Las bandas que interesan se cortan y son homogeneizadas para ser 

empleados como antígenos. En ciertos casos las proteínas desnaturalizadas pueden ser mejores 

antígenos que las proteínas nativas. 
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APÉNDICE 2. 

Cortado de las bandas de geles de acrilamida fijados y teñidos. 

Método. 

l. Correr los geles de manera normal. 

2. Teñir y fijar los geles en Azul de Commassie 0.25%, isopropanol 45%, ácido 

acético glacial 9.25% en agua durante 15-30 minutos. 

3. Desteñir los geles en ácido acético glacial al 5%, isopropanol 7.5% en agua durante 

15-30 minutos. 

4. Cortar cuidadosamente las bandas teñidas con un escarpelo o navaja de rasurar. Las 

bandas cortadas y desteñidas 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 ácido acético. 

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

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

8. Aplicar el protocolo rutinario de inoculación de conejos por vía escapular. 

Nota: La fijación de los geles con isopropanol y ácido acético puede ayudar a retardar 

la liberación de las proteínas del gel. La desventaja de este método es que la acrilamida 

puede causar granulomas estériles en los sitios de la inyección. Para evitar esto las 

proteínas pueden ser electroeluidas de los pedazos de geles. Sin embargo la pérdida de 

la proteína durante la electroelución puede ser de un 70% y las proteínas eluidas por lo 

general no generan una buena respuesta inmune. 
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APÉNDICE 3 

Inmunización de conejos por vía escapular. 

Componentes tóxicos de la solución antigénica. 
todas las proteínas que se emplean en la inmunización deben de ser disueltos a 

amortiguadores no tóxicos, como el PBS, Tris-HCI, HEPES, amortiguador de malato. 
Todos los iones o compuestos tóxicos ,(azida, CN-, SeN-, 2-mercaptoetanhol, PMSF, 
cacodilato) deben ser removidos o inacti vados. Las siguientes sustancias pueden estar 
en bajas concentraciones, en un total de 200mL de la solución emulsificada con 
adyuvante de Freund, para las inyecciones locales: SDS (025%), urea (2mM) EDTA 
(I0mM). 

Método. 

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

2. Inmunizar con 200¡tL de antígeno, emulsificado en adyuvante de Freund completo 
(el volumen final de la mezcla antígeno-adyuvante debe de ser 2mL). 

3. Inyectar la mezcla antígeno-adyuvante por ruta escapular. 
4. Administrar una inyección potenciadora una tres semanas después en la otra 

escapula con la misma cantidad y volumen de antígeno emulsificado con adyuvante. 
de Freund incompleto. 

5. Diez días después tomar muestras de sangre para analizar los anticuerpos. El 
,mtisuero puede emplearse en una dilución 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. 

6. Tres semanas después de la primera inyección se repite le proceso con el mismo 
volumen de la mezcla antígeno-adyuvante. disminuyendo las cantidades de 
antígeno (1 OO¡tg en conejos). 

7. Analizar el título de anticuerpos 10 días después. Si el título es satisfactorio tomar 
10 mL de sangre. 

8. Repetir el paso 3 y seis semanas después de la segunda inyección potenciadora 
analizar el título de anticuerpos. Tomar muestras de sangre si el título es 
satisfactorio o bien desangrar totalmente al conejo. 
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APÉNDICE 4 

Desangramiento del conejo. 

Una manera para desangrar al conejo es haciendo punciones en la 
cámaras del corazón, a través del cuarto espacio intercostal izquierdo 
cercano al esternón. Puede ser empleada una aguja más pequeña que 5 cm, 
acoplada a un émbolo de 50 rnL. Este método requiere de experiencia, y se 
realizainas fácilmente' con" ün' control visual adecuado, una vez que se 
abre el tórax. Primero se hace una extracción de la cámara izquierda y 
después una extracción de la cámara derecha. La circulación de la sangre 
en los pulmones se ve dañada debido a la contracción de los pulmones 
cuando se abre la caja torácica. 

Preparación y almacenamiento del suero. 

La sangre que se colecta coagula espontáneamente en un periodo de 
5-30 minutos a temperatura ambiente. Incubar la sangre en tubos de 
recolección de sangre (tubos de centrífuga) durante 60 minutos a 37 oC 
para permitir la coagulación completa. En este periodo se puede llevara a 
cabo la contracción del coágulo. Tratar de separar el coágulo de la pared 
del tubo con una espátula o una pipeta Pasteur. Dejar que la reacción de 
coagulación 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 él coagulo. Después centrifugar el suero a 10,000 
r.p.m. durante 10 minutos a 4 Oc. El sedimento esta formado por material 
del coágulo, Remover el sobrenadante (suero) y desechar el botón de 
centrifugación. Generalmente el suero tiene un color rosado o incluso rojo, 
causado por la hemólisis de los eritrocitos o por la aspiración de material 
no coagulado del sedimento. En este caso recomienda centrifugar otra vez 
para remover las partículas. ' . 

El suero puede ser almacenado en frío (-20 oC) por algunos años sin 
pérdida aparente de la actividad. Si se almacena a 40C es necesario 
adicionar O. l % de azida de sodio para prevenir el crecimiento de hongos y 
bacterias. Si las muestras (de 10rnL) son descongeladas, se recomienda 
hacer 10 alícuotas de 1 mL para evitar el congelamiento y 
elescongelamiento de la misma muestra. Si la alicuota inicial es de l mL 
hacer alícuotas con 100flL, ele esta manera, los ciclos de congelamiento
clescongelamiento se reducen de 3 a 5 veces hasta el uso' final del 
anticuerpo. Repetir este ciclo mas de 10 veces puede causar la 
desnaturalización gradual de las inmunoglobulinas. 
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APÉNDICES 

Purificación de las inmunoglobulinas por precipitación con sulfato de amonio. 

Las proteínas son solubles en solución acosa por que sus grupos polares e 
iónicos fonnan puentes de hidrógeno con moléculas de agua. Para poder precipitar una 
proteína disuelta es necesario reducir el número de puentes de hidrógeno entre el 
solvente (agua) y las proteínas. La adición de altas concentraciones de sales como el 
sulfato de amonio remueve las moléculas de agua de las proteínas, decreciendo los el 
número de puentes de hidrógeno y aumentando la tendencia de las proteínas a 
precipitar. Las diferentes fracciones de proteínas se precipitarán exitosamente con un 
incremento en las concentraciones de sales. La mayoría de las inmunoglobulinas de 
conejo pueden ser precipitadas con una o solución saturada de sulfato de amonio 
(40%). 

Método. 

l. Preparar una solución saturada de sulfato de amonio adicionando 800 g de sulfato 
de amonio sólido a 1000 mL de agua. Calentar hasta que se disuelva 
completamente, filtrar cuidadosamente mientras esté caliente, y dejar enfriar ( los 
cristales formados durante el enfriamiento deben mantenerse en la botella).A 
temperatura ambiente la solución saturada es 4.IM (767g11000mL) ajustar el pH 
7.4 con hidróxido de amonio. 

2. Centrifugar el antisuero durante 30 minutos 3000g a 4°C, desechar el sobrenadante. 
3. Transferir el sobrenadante a un tubo y adicionar un volumen igual de PBS a 4°C. 
4. B'0o agitación constante, adicionar un volumen, lentamente, un volumen igual de 

solución saturada de sulfato de amonio (equilibrada a temperatura ambiente). 
5. Dejar que las inmunoglobulinas precipiten toda la noche a 4 OC. 
6. Centrifugar el precipitado ( de color blancuzco) durante 30 minutos a 3000g, 4°C Y 

remover el sobrenadante. 
7. Si ocurre el atrapamiento de proteínas del suero (coprecipitación) la cual se hace 

evidente por un color amarillento o rosado del precipitado, se puede lavar 
cuidadosamente el botón, con sulfato de amonio al 40%, pero este tiene que estar 
muy frío. Este paso es con el objeto de remover la labúmina, haptoglobina, 
hemobglobina y otros componenetes del suero. 

8. Resuspender el botón en PBS (menos de 5 volémenes del volumen incial del suero) 
y dializar contra 15 litros de PBS, (tres cambios) toda la noche 4 oC toda la noche. 

La precipitación con sulfato de amonio resultará en una purificación parcial de las 
inmunoglobulinas. Típicamente 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 inmunoglobulina será la cadena ligera (20-2SkDa) y la cadena 
pesada (50-55 kDa). Las bandas de 150-180 kDa pueden resultar de la reducción 
incompleta de los puentes disulfuro durante la preparación de la muestra para SDS
PAGE. 
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APÉNDICE6. 

Titulación del anticuerpo por dot-blot. 

El principio de este método consiste en adsorber al atígeno en una fase sólida. La 
cantidad de inmunoglobulinas capturadas por el antígeno inmovilizado en la fase 
sólida puede ser determinado indirectalmente por la incubación 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 
antígeno. 

Método. 

l. Cortar las membranas de nitrocelulosa del tamaño requerido. 
2. Usar un lápiz para marcar la membrana con puntos que puedan guiar la aplicación 

subsecuente de las muestras. La distancia mínima entre las muestras es de 1 cm y 

un volumen de 5 111 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 (proteína) en un amoritigaudor apropiado, de acuerdo a la 

concentración requerida. 
5. Aplicar las muestras sobre la membrana, cuidando que las puntas de la pipeta no la 

toquen. 
6. Bloquear la membrana con una solucón que contenga 5% de leche en polvo en PBS. 

Dejar secar la membran durante 10 minutos. 
7. Remover la solución bloqueadora y enjuagar tres veces con PBS (5 minutos cada 

uno). 
8. Incubar las membranas en 0.5 mL de suero diluido 1: 100. 1:500, 1: 1000, 1 :2000, en 

solución bloqueadora. Incubar a temperatura ambiente durante 1 hora. 
9. Remover el anticuerpoque se pegó de manera inespecífica, lavando 3-5 veces con 

PBS o TPS. 
10. Vizualizar las inmunoglobulinas que se pegaron al antígeno con un anticuerpo 

secundario. 

Pruebas de reactividad cruzada empleado Wester-blotting. 

El Western blotting es un porcedimiento en cual, se produce una réplica de un 
gel separador transfiriendo las proteínas de un gel a una membrana de nitrocelulosa. 
Esta réplica del gel es incubada con un anticuerpo. Está técnica produce información 
acerca del antígeno como las pesos de las subunidades de antígeno, pureza del 
antígeno; si tenemos mas de una banda a la que se une el anticueq)o, contaminacón, etc. 
Los pasos básicos de un Western-blotting son 

l. Separar las proteínas de interés en un gel mono o bidimensional. 
2. Transferir el gel a na membrana de nitrocelulosa. 
3. Bloquear las membrans con proteínas (como la albúmina y la caseína) para prevenir 

la unión inespecífica de los anticuerpos. 
4. Incubar la membrana con el anticuerpo primario para peI'Tnitir la unión al antígeno. 
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5. Lavar la membrana para remover los anticuerpos que se unieron de manera 
inespecífica. 

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

7.· Lavar la me'mbrana patinem6ver eLaniticuerpo secuiidarióinespecífico. 
8. Revelar o exponer la sutancia indicadora para localizar la posición del anticuerpo 

primario. 

Método. 

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

2. Enjuagar el gel en amortiguador de transferencia (Tris 0.05M, glicina .384M, 
0.01 % SDS, metanoI20%) durante 10-20 minutos. 

3. Prepara las membranas. Cortar tiras del tamaño del gel. 
4. Humedecer las membranas en metanol al 100% durante 10 minutos. 
5. Lavar las membranas en agua destilada durante 5 minutos. 
6, Ensamblar d cassette de electroblotting y orientar de manere adecuada. 
7. Transferir una hora a 100 V en frío. 
8. Seguido de la transferencia, remover las membranas del casette marcar la 

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

Note: es importante manipipular la nitrocelulosa con guantes. Se recomienda 
emplear amortiguadores de transferencia de baja fuerza iónica. La manera adeucada de 
armar el casette para la transferencia es: una rejilla orientada hacia el cátodo, 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 ánodo. 

Inmunodctección empleando el sistema ECL (Amersham pharmacia) 

La quimioluminicencia es definida como la emisión de luz que resulta de la 
disipacón de energía de una sustancia en estado excitado. En la quimioluminiscencia la 
excitación es afectada por una reacción química. Las reacciones químicas de los 
diacilhidrácidos como el luminol, han sido ampliamente usados en análisis químicos. 
Uno de los sistemas mejores entendidos es el peroxidasa de rábano/peroxido de 
hidrógeno catalizado por la oxidación del luminol en condiciones alcalinas. 
Inmediatamente después de la oxidación, el luminol entra en un estado de oxidación el 
cual decáe a un estado basal vía la emisión de luz. La potenciación qui 

imilolúminica ocurre cuando el luminol es oxidado por el peroxidasa de rábano 
en precencia de potenciadores químicos como los fenoles. La luz producida por esta 
reacción tiene su pico máximo después de 5-20 minutos y decáe lentamente, teniendo 
una vida media de 60 minutos. La emisión máxima de luz es en una longitud de onda 
de 428nm y .. puede se,.de.tectada. por una. corta .exposición de una pelicula 
autorradiográfica sensitiva a luz azul. 

Método. 

l. Rcalizar la electroforesis y la transferencia. 
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2. Incubar la membrana en sülución blüqueadüra ( Tris-HCI pH=7.4 15mM, leche 
svlety 5%) tüda la nüche a 4 oC. 

3. Lavar la membrana cün sülución de lavado. (Tris-HCl pH7.4, NaCI 0.15M, tween-
20 0.05%) tres veces pür 5 minutüs. 

4. Diluir el anticuerpo. primario. ( la cüncentración óptima puede ser determinada pür 
düt-blüt). 

5. Incubar la membrana Cün el anticuerpo. primario., diluido. en PBS o. sülución 
blüqueadüra, durante I hüra a temperatura ambiente. 

6. Lavar la membrana 'cümü se detalló en el paso. 3. 
7. Diluir el anticuerpo. secundario. acüpladü a peroxidasa de rábano. (1: 1000) en PBS o. 

sülución blüqueadüra. 
8. Incubar la membrana cün el anticuerpo. secundario. durante I hüra. 
9. Lavar la membrana (ver paso. 3). 
10. Detección: es necesario. trabajar rápidamente una vez que las membranas han sido. 

expuestas a la sülución de detección. Tüdüs lo. pasüs deben hacerse en el cuarto. 
üscuro, con .. un equipo. PílXa películas de rayüs X, rollo. de papel plástico. para 
microündas cronómetro y pelicula de expüsicipn ECL (RNP 2103) 

I l. Mezclar un vülumen igual de sülución de detección I y sülución de detección 2 (el 
vülumen tütal debe cubrir tüda la membrana). 

12. Secar el exceso. de amürtiguadür de lavado. de la membrana y pünerla sübre un 
pedazo. de papel plásitcü para microündas, cün el lado. que tiene las proteínas hacia 
arriba. Adiciünar lüs agentes de detección, de tal manere que sean retenidüs pür 
tensión superficial sübre la superficie de las membranas, cuidando. que estas no. 
queden descubiertas. 

13. Incubar I minuto. a temperatura ambiente sin agitación. 
14. Secar el exceso. de lüs agentes de detección y envülver las membranas en papel 

plásiticü para microündas. Quitar con cuidado. las burbujas entre la membrana y el 
plástico.. 

15. PDner las membranas, que c;Dn la cara que cQntiene las proteínas hacia arriba, en el 
casette. 

16. Apagar la luz y pDner cuidadDsamente la película e expDsición sDbre la membrana 
durante 1-15 minutDs según la intensidad de la marca. 

17. Revelar de manera tradiciünal. 

- 54 -



APÉNDICE 7 

Fijación e inculsión de tejido vegetal en parafina. 

l. Fijar durante 1 hora el tejido en FAA ( Formaldehído 37%, etanohol a 
2. bsoluto 50%, áCido acético 5% enagua destilada) a 4 Oc. 
3. Deshidratar el tejido· de alcoholes de diferentes grados: 

Día l 

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 deshidratación se hacen a 4°C. 
Día JI 

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) , 
Histoc1ear 100% (1 hora) 
Histoc1ear 100% (1 hora) 
Todos los pasos del día 1I se hacen a temperatura ambiente. 

Día 1lI (lnfliltración en parafina) 

50% Parafina 50% 
25% Parafina 75% 

10% Parafina 90% 

Histoclear 
Histoclear 
Histoc1ear 
Parafina 
días). 

100% ( se hacen tres cambios diarios de parafina al 100% durante 3 
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APÉNDICES 
Inmunohistoqímica emplendo el sistema de detección ABC ( DAKO). 

l. Cortar los bloques (4-8 Jlm de grosor) de parafina en microtomo. 

2. Montar los cortes en portaobjetos e incubarlos a una estufa a 60 Oc durante 30 

minutos. 

3. Poner las muestras en xilol 10 minutos 

4. Poner las muestras en xilon 3 minutos 

5. Pasar las muestras por trenes de alcholes de diferentes gradaciones (30%, 50%, 70% 

Y 100%) durante 10 segundos en cada alcohol. 

6. Poner las muestras en agua destilada 10 minutos. 

7. Bloquear las nlUestras cal] S9.lución bloqueadora (DAKQ) 

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

cámara fría) 

9. Incubar las muestras en solución bloqueadora de peroxidasa (DAKO) durante 10 

minutos. 

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

11. Incubar las muestras con anticuerpo primario (anti FLOR 1) diluido 1: I 00, 1:500, 

1: I 000 durante 30 minutos. 

12. Lavar con PBS 10 minutos. 

13. Incubar con anticuerpo secundario biotinilado (DAKO) 20 minutos. 

14. Lavar con PBS 5 minutos. 

15. Incubar con el conjugado estreptavidina-peroxidasa (DAKO) 20 minutos. 

16. Revelar con diamino-bencidina (DAKO) 2 minutos. 

17. Contrateñir con hematoxilina I minuto. 

18. Remover el exceso de la tinción con alcohol ácido 0.5% I minuto. 

19. Deshidratar en alcoholes de 50%,75% Y 100%. 

20. Enjuagar con xileno 

21. Monatar permanentemente 

22. Observar al microscopio. 
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