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las mutantes NaTrxh∆Nα y NaTrxh∆Nβ con los sitios de restricción 
Bam-HI y Nco-I en el extremo 5’ y 3’, respectivamente, y así 
fusionarlas con la GFP en el vector pHBT………………………………. 
 

 
 
 
45 
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RESUMEN 
 
 El sistema de autoincompatibilidad (AI) en las plantas es un mecanismo que 
favorece y mantiene la diversidad genética dentro de una especie. Este sistema se 
regula por un locus multialélico denominado locus S. En el sistema de AI 
gametofítica presente en las familias Solanaceae, Rosaceae y Scrophulariaceae, 
la determinante masculina es una proteína con caja F, la SLF, mientras que la 
determinante femenina es un glicoproteína de secreción que tiene actividad de 
ribonucleasa, la S-RNasa. Sin embargo, se requieren otros genes, no ligados al 
locus S, para que la respuesta de AI se lleve a cabo. Estos genes son conocidos 
como genes modificadores, de los cuales sólo se han identificado a HT-B y a 
120K. 
 Los individuos que aceptan y rechazan su propio polen de una población 
híbrida segregante sirvieron para realizar un análisis de expresión diferencial por 
la técnica de amplificación de fragmentos de polimórficos en longitud de cDNA. En 
el análisis de la secuencia de un cDNA completo se identificó un marco de lectura 
abierto que codifica para una tiorredoxina tipo h (Trx h), denominada NaTrxh. Los 
datos bioquímicos y filogenéticos realizados en este trabajo muestran que la 
NaTrxh pertenece al subgrupo II de las Trx h. 
 Para conocer la función que desempeña la NaTrxh en los estilos de N. 
alata, se identificaron las proteínas cuyos disulfuro se reducen con esta 
tiorredoxina. Se encontró que la S-RNasa es reducida in vitro por la NaTrxh en 
forma alelo S-inespecífica. También se encontró que estas proteínas interaccionan 
fuertemente in vitro, independientemente de la presencia de los grupos tiol. 
 Se propone que la reducción de la S-RNasa es posible que ocurra in vivo, 
ya que se demostró que la NaTrxh se secreta a la matriz extracelular del tejido de 
transmisión de los estilos de N. alata, donde colocaliza con la S-RNasa. Los 
experimentos de expresión transitoria de la proteína de fusión NaTrxh:GFP en las 
hojas de N. benthamiana y de Arabidopsis thaliana demuestran que la secuencia 
de la NaTrxh contiene la información necesaria para su secreción. 
 Las Trx h del subgrupo II se caracterizan por tener una extensión no 
conservada en el amino terminal, cuya función aún no se conoce. La mutante 

NaTrxh∆Nα, que carece de los primeros 16 aminoácidos, aún mantiene su 
carácter secretor ya que puede ser expresada transitoriamente fusionada a GFP 

en hojas de A. thaliana. Sin embargo, la mutante NaTrxh∆Nβ, cuyo amino terminal 
está truncado en Pro-27, se acumula en el citoplasma. Estos datos sugieren que la 
NaTrxh contiene un péptido señal no ortodoxo en su extremo amino terminal y que 
sus principales residuos para funcionar como tal se encuentran al menos entre 
Ala-17 y Pro-27. 

El hecho de que la NaTrxh sea secretada hacia la matriz extracelular y 
reduzca a las S-RNasas sugiere que podría estar involucrada en el rechazo del 
polen S-específico en Nicotiana. De esta manera se logra que la determinante 
femenina se encuentre en una forma estable y lista para llevar a cabo su efecto 
citotóxico sobre los tubos polínicos incompatibles. 
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ABSTRACT 
 
 Self-incompatiblity (SI) is a mechanism that promotes genetic diversity within 
species. SI in the Solanaceae, Rosaceae and Scrophulariaceae is controlled by the 
highly polymorphic S locus that includes two tightly linked genes, which encode pollen 
and pistil determinants. The S-RNase gene encodes the pistil determinant (an 
extracellular glycoprotein with ribonuclease activity), whereas the pollen determinant 
gene encodes an F-box protein, called SLF. However, it is well known that other 
genes, unlinked to the S locus, are required for the SI response. These genes are 
called modifier genes and only two of them have been identified (HT-B and 120K). 
However, genetic studies predict that there are more modifier genes involved in SI 
response. 
 To look for new modifier genes, it was generated a hybrid segregating 
population with individuals that accept and reject pollen with the same pistil 
S-haplotype. It was predicted that this pollination behavior was due to a differential 
modifier gene expression between acceptors and rejecters. Therefore, it was 
performed a differential expression analysis by cDNA-amplification fragment length 
polymorphism technique. Through this approach, a full cDNA with an open reading 
frame encoding a thioredoxin type h (Trx h) was identified and named NaTrxh. 
Biochemical and phylogenetical approaches showed that NaTrxh protein is clustered 
into the subgroup II of the Trx h. 
 To identify potential stylar target proteins of NaTrxh, we performed reduction 
assays in vitro by two different approaches: two-dimensional electrophoreses (non-
reducing/reducing conditions) and affinity chromatography. We found that S-RNase is 
one of the several potential substrates of NaTrxh in the stylar extracellular matrix, and 
that there is a specific interaction between NaTrxh and S-RNase in a disulfide 
independent way. 
 It is possible that S-RNase reduction occurs in vivo, because we proved that 
NaTrxh is a secretion protein that colocalizes with S-RNase in the extracellular matrix 
of the stylar transmitting tract tissue. In addition, NaTrxh:green fluorescent (GFP) 
fusion protein transiently expressed in Nicotiana benthamiana and Arabidopsis 
thaliana leaves showed that this fusion protein is secreted, suggesting that NaTrxh has 
the required information to promote its secretion. 
 Subgroup II Trx h are characterized by possessing a non-conserved N-terminal 
extension; however, its function is not clear. We generated two different mutants: (1) 

NaTrxh∆Nα, with the first 16 N-terminal residues deleted and (2) NaTrxh∆Nβ, whose 

deletion includes until the Pro-27 residue. NaTrxh∆Nα is secreted to the extracellular 

space when it fused to GFP in A. thaliana leaves, while NaTrxh∆Nβ is accumulated in 
the cytoplasm in the same transient expression assays. These data suggest that 
NaTrxh contains a non-classical signal peptide in its N-terminus. Thus, it is possible 
that the responsible residues to promote NaTrxh secretion are at least between Ala-17 
and Pro-27. 
 If NaTrxh is secreted to the extracellular matrix of the transmitting tract tissue 
and it reduces the S-RNase, it is possible that this thioredoxin could be involved in S-
specific pollen rejection in Nicotiana alata. The S-RNase reduction may provoke a 
more stable conformation of the enzyme that permits its correct interaction with SLF to 
carry out its cytotoxic effect on incompatible pollen tubes. 



I. INTRODUCCIÓN 
 

I.1. Autoincompatibilidad en angiospermas 
 

 La flor es la estructura reproductora de las angiospermas. Una flor completa 

y perfecta cuenta con cuatro verticilos (Figura 1A), de los cuales el cáliz (formado 

por los sépalos) y la corola (formada por los pétalos) son los verticilos vegetativos. 

El androceo (formado por los estambres) y el gineceo (formado por los pistilos) 

son los verticilos reproductivos. Los estambres están formados por el filamento y 

la antera, que es donde se lleva a cabo la producción de los granos de polen 

(Figura 1B) y son los que portan a los gametos masculinos. Por otro lado, los 

gametos femeninos se producen en el ovario, que junto con el estilo y el estigma 

constituyen al pistilo (Figura 1C) (Bhojwani y Bhatnagar, 1999). 

 

 
Figura 1. Estructura de una flor completa y perfecta, como lo es la de Arabidopsis thaliana (A). B. 
Estructura de los estambres (órganos sexuales masculinos). Formados por el filamento y la antera, 
que es donde se producen los granos de polen. C. Estructura del pistilo (órgano sexual femenino). 
Formado por el ovario, el estilo y el estigma. Se muestra un acercamiento del estigma, donde 
pueden apreciarse las papilas estigmáticas, lugar a donde llegan y en donde germinan los granos 
de polen. 
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El proceso de polinización abarca desde el momento en que se libera el 

grano de polen de las anteras hasta la liberación de las células espermáticas para 

que se lleve a cabo la fecundación del óvulo (Bhojwani y Bhatnagar, 1999). Este 

proceso involucra una gran cantidad de eventos. Una vez que el grano de polen 

llega a la superficie estigmática (Figuras 1C y 2), éste germina. El tubo polínico 

corresponde a la célula vegetativa y contiene a la célula generatriz o a las células 

espermáticas. Este tubo crece entre las células a lo largo del tejido de transmisión 

del estilo (Figura 2) hasta que alcanza la zona del ovario, donde encontrará al 

micrópilo. Finalmente, los núcleos espermáticos son liberados para que se lleve a 

cabo el evento de la doble fecundación, típica de las angiospermas (Bhojwani y 

Bhatnagar, 1999). 

 

 
Figura 2. Los tubos polínicos crecen a través de las células del tejido de transmisión de los estilos. 
A. Corte longitudinal de la parte superior del estilo, donde se puede observar tanto a la superficie 
estigmática como al tejido de transmisión estilar. B. Corte longitudinal de un estilo polinizado, 
donde se pueden observar a los granos de polen en la superficie estigmática y a los tubos 
polínicos creciendo a través del tejido de transmisión del estilo. La pared celular del tubo polínico 
es rico en calosa y ésta fue teñida con azul de anilina (Jiménez-Durán et al., sin publicar). 
 

El proceso de polinización involucra una red de interacciones polen-pistilo 

que, en primera instancia, a nivel estigmático permiten el reconocimiento del grano 

de polen y, en muchos casos, su hidratación para que pueda germinar. Las 

interacciones polen-pistilo continúan durante todo el recorrido del tubo polínico por 

la matriz extracelular del tejido de transmisión estilar (Figura 2), la cual se 

encuentra formada por diversas moléculas secretadas por las células de este 

tejido. Tales exudados de igual manera funcionan como fuente de nutrientes (de 

Graaf et al., 2005) y algunos como agentes quimiotácticos que permiten un 

 4



crecimiento direccional del tubo polínico (Cheung y Wu, 2001; Higashiyama et al., 

2001). De igual manera, existen proteínas involucradas en el reconocimiento 

celular que permiten o evitan que el grano de polen germine o que el tubo polínico 

siga creciendo. 

Uno de los eventos de interacción polen-pistilo es el que han desarrollado 

muchas plantas y que promueve la fecundación cruzada (Figura 3A). Esto es 

posible gracias a que son capaces de reconocer y discriminar entre un polen 

propio y uno proveniente de otro individuo. A este fenómeno se le conoce como 

autoincompatiblidad sexual (AI) (Kachroo et al., 2002; Kao y Tsukamoto, 2004; 

Takayama e Isogai, 2005; McClure y Franklin-Tong, 2006). 

 

 
 
Figura 3. La autoincompatibilidad (AI) promueve la fecundación cruzada. A. Una planta con 
genotipo SaSb aceptará granos de polen provenientes de una planta con un genotipo S diferente (e. 
g. SxSy) y rechazará su propio polen (Sa ó Sb) y viceversa. B. En algunos casos, el crecimiento del 
tubo polínico es inhibido en el tejido de transmisión del estilo en una cruza AI, mientras que en una 
cruza compatible, éste crece hasta alcanzar los óvulos que se localizan en el ovario. 
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La AI es uno de los sistemas más importantes utilizados por muchas 

angiospermas que evitan la autopolinización (Figura 3A), promoviendo así la 

generación y el mantenimiento de la diversidad genética dentro de una especie 

(de Nettancourt, 2001). La respuesta de AI es un proceso que permite el 

reconocimiento y discriminación del polen propio del que no lo es, seguido de una 

inhibición selectiva del desarrollo del polen (o tubo polínico) propio (Figura 3B). La 

AI se define como la incapacidad de una planta fértil hermafrodita de producir 

cigotos después de la autopolinización (de Nettancourt, 1977). Este sistema de 

reconocimiento del polen se encuentra genéticamente controlado por el locus 

multialélico S (Figura 4), el cual es el que determina la especificidad en la 

polinización tanto en la parte masculina (polen) como en la femenina (pistilo) 

(Bateman, 1955; de Nettancourt, 1977; 2001; Franklin et al., 1995). 

 La determinante de especificidad femenina, producto del locus S en el 

pistilo (Figura 4), interacciona e identifica a su contraparte, la determinante de 

especificidad masculina, como propia o no. Esta última determinante es el 

producto S del polen y también está codificada en el locus S (Figura 4). 

 

 
Figura 4. En el locus S se encuentran codificadas tanto la determinante de especificidad alélica 
masculina como la femenina. El locus S de Petunia inflata tiene una longitud aproximada de 
320 kb. 
 

 Las primeras determinantes de especificidad alélica fueron identificadas en 

la familia Brassicaceae (Stein et al., 1991; Schopfer et al., 1999; Schopfer y 

Nasrallah, 2000; Kachroo et al., 2002), posteriormente se identificaron las 
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determinantes de especificidad en Solanaceae, Rosaceae y Scrophulariaceae, las 

cuales comparten la misma determinante femenina (McClure et al., 1989; Sijacic et 

al., 2004; McClure, 2004; Takayama e Isogai, 2005; McClure y Franklin-Tong, 

2006). Finalmente, también fue identificada la determinante femenina en 

Papaveraceae (Foote et al., 1994; Takayama e Isogai, 2005; McClure y Franklin-

Tong, 2006) (Tabla 1). A pesar de que el esquema en el que dos genes son los 

responsables del reconocimiento multialélico se conserva, las determinantes 

identificadas no comparten similitud entre sí, sugiriendo que la AI ha surgido varias 

veces a lo largo de la evolución en distintos linajes de las angiospermas (de 

Nettancourt, 2001; Takayama e Isogai, 2005). 

 Existen dos sistemas homomórficos de AI descritos: el esporofítico y el 

gametofítico. En el primer caso, el polen presenta el fenotipo de compatibilidad de 

la planta diploide de donde fue originado; mientras que en el segundo, el polen 

expresa el fenotipo de compatibilidad de su genotipo haploide S (Cruz-García y 

McClure, 2001). 

 
Tabla 1. Las determinantes masculinas y las femeninas de la especificidad alélica en las diferentes 
familias y en los sistemas de AI homomórficos (modificado de Takayama e Isogai, 2005). 
 

Familia Tipo de AI Determinante ♂ Determinante ♀ 
Brassicaceae Esporofítico SCR SRK 
Solanaceae, Rosaceae, 
Scrophulariaceae 

Gametofítico SLF S-RNasa 

Papaveraceae Gametofítico ¿? Proteína-S 
 

 

I.2. Autoincompatibilidad esporofítica 
 

 Tanto la determinante de especificidad femenina como masculina se 

identificaron primero en el sistema de AI esporofítico en Brassicaceae (Tabla 1), 

siendo éste el único mecanismo cuya interacción entre las determinantes alélicas 

ha sido establecida y en el que se ha podido proponer el mecanismo de respuesta 

al existir una interacción entre productos S con el mismo haplotipo (Takayama e 

Isogai, 2005). 
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 En plantas autoincompatibles de la familia Brassicaceae, los tubos polínicos 

no se desarrollan sobre el estigma que expresa el mismo haplotipo S que los 

expresados en la planta que produjo el polen. El rechazo del polen se manifiesta 

en la falta de hidratación del grano de polen, o en su caso, en la rápida inhibición 

del crecimiento del tubo polínico en la superficie estigmática (Kachroo et al., 2002; 

Takayama e Isogai, 2005). 

 El gen de la determinante de especificidad femenina se expresa 

exclusivamente en la epidermis de las células papilares del estigma. Este gen 

codifica para el receptor con actividad de cinasa del locus S (SRK) (Tabla 1). La 

secuencia de nucleótidos de SRK predice una proteína con un dominio 

extracelular, un dominio único transmembranal y un dominio citoplásmico (Stein et 

al., 1991) que tiene actividad de Ser/Thr cinasa (Goring y Rothstein, 1992; Stein y 

Nasrallah, 1993). 

 Se ha reportado que al menos un alelo de SRK también produce la forma 

truncada de la parte soluble del dominio extracelular de SRK, denominado eSRK 

(Giranton et al., 1995). Estas formas truncadas parecen ser el producto de 

transcritos cortos que terminan dentro del primer intrón del gen (Stein et al., 1991). 

 La proteína SRK se expresa específicamente en la epidermis del estigma, 

su transcrito se acumula a lo largo de la maduración de los estigmas (Stein et al., 

1991, 1996). Los alelos de SRK pueden presentar hasta un 35% de divergencia a 

nivel de aminoácidos (Stein et al., 1991; Nishio y Kusaba, 2000; Kusaba et al., 

2001). 

 En el locus S se encuentra codificada otra proteína que no determina la 

especificidad en la respuesta de AI pero que parece tener una función en la 

respuesta del rechazo del polen (Takayama e Isogai, 2005). Esta proteína es 

denominada SLG (glicoproteína del locus S) y su aislamiento facilitó la clonación 

de SRK (Nasrallah et al., 1985). SLG es un gen polimórfico dentro del locus S que 

comparte una alta identidad a nivel de secuencia con el dominio extracelular de 

SRK y se expresa en niveles mucho mayores que SRK. SLG es una proteína 

abundante en la composición de la pared celular de las células papilares 

(Kandasamy et al., 1989). 
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 Existe evidencia experimental que indica claramente que SLG no es 

absolutamente requerida para la respuesta de AI (Silva et al., 2001). Además, si 

SLG fuera necesaria para la AI, sería de esperarse que todas las especies AI de 

Brassica dependieran de este gen. Sin embargo, existen al menos dos haplotipos 

S en Brassica (Suzuki et al., 2000) y dos en Arabidopsis lyrata (Kusaba et al., 

2001) que no contienen el gen SLG en su genoma. En estos casos, las isoformas 

de SRK pueden ser estables por sí mismas o pueden ser estabilizadas por sus 

moléculas correspondientes de eSRK (Takayama e Isogai, 2005). 

 La especificidad masculina está dada por la proteína rica en cisteína del 

locus S, SCR (Tabla 1) (Schopfer et al., 1999; Schopfer y Nasrallah, 2000). El gen 

SCR se encuentra fuertemente ligado al gen SRK en el locus S, su polimorfismo 

está asociado al haplotipo S, se expresa específicamente en las anteras y codifica 

para una proteína básica de 50 a 59 aminoácidos (Takayama e Isogai, 2005). Por 

inmunocitoquímica se ha encontrado que esta proteína se localiza en la cubierta 

del polen (Shiba et al., 2001). 

 Al igual que con SRK, se ha demostrado que SCR es suficiente y necesario 

para el rechazo del polen S-específico en Brassica (Schopfer et al., 1999; Shiba et 

al., 2001). En ensayos de polinización, además, al pretratar a las células de las 

papilas estigmáticas con SCR recombinante del mismo haplotipo S, se inhibe la 

hidratación del polen compatible (Takayama et al., 2000, 2001; Kachroo et al., 

2001), es decir, bajo este estímulo la señal para el rechazo del polen se activa en 

las células estigmáticas. 

 La localización subcelular de SRK y de SCR, sus secuencias y otras 

evidencias experimentales demuestran que ambas proteínas actúan como 

receptor-ligando, respectivamente, en la respuesta de AI. Una predicción en este 

modelo es que SCR es el ligando de SRK y que la especificidad de la respuesta 

de AI es producto de la unión de estos dos y/o la activación de SRK. La unión 

haplotipo S-específica de SCR al dominio extracelular de SRK ha sido demostrada 

(Kachroo et al., 2001). 

 Takayama et al. (2000) encontraron que, al adicionar una forma sintética del 

ligando SCR a fracciones de membrana de células estigmáticas, SRK se 
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autofosforila. Por otro lado, se mostró que SRK se autofosforlia 60 min después de 

una autopolinización (Cabrillac et al., 2001), probablemente por la fosforilación 

cruzada de los dominios de cinasa entre dos moléculas de SRK (Giranton et al., 

2000). La activación de SRK involucra también una oligomerización del receptor. 

La fosforilación de la proteína SRK recombinante puede inducirse en forma 

dosis-dependiente y de manera saturable utilizando anticuerpos dirigidos hacia el 

amino terminal de SRK (Cabrillac et al., 2001). 

 

 
 
Figura 5. Modelo para la percepción de la señal y su efecto en la respuesta de AI cuando los 
haplotipos S de SRK y SCR coinciden. SRK (color rojo obscuro) se muestra atravesando la 
membrana plasmática (línea punteada) de la epidermis de la célula papilar del estigma, con el 
dominio de cinasa (círculo rojo obscuro) hacia el citoplasma y su ectodominio extendiéndose hacia 
la pared celular (área gris). ARC1 se muestra en verde ocre sólo con su caja U en verde más claro. 
La fosforilación se indica con “P” encerrada en un círculo. Las tiorredoxinas (THX) (turquesa), se 
encuentran asociadas al dominio de cinasa de SRK sólo en ausencia del ligando. Se representa a 
un inhibidor de la respuesta de AI (hexágono azul) como posible blanco de ubiquitinación. Las 
flechas delgadas y las interrogaciones indican componentes no conocidos de la transducción de 
señales, la cual parece terminar con la modificación de la membrana o pared celular de la papila en 
el sito de contacto con el polen propio (modificado de Kachroo et al., 2002). 
  

Se encontró que la SRK recombinante está siempre fosforilada in vitro 

(Giranton et al., 2000). Esta fosforilación se inhibe cuando es tratada con proteínas 

solubles de extracto de estigmas o por una tiorredoxina tipo h (Cabrillac et al., 

2001), cuya interacción con SRK ha sido reportada (Bower et al., 1996; Mazzurco 

et al., 2001). La inhibición de la SRK por esta tiorredoxina se detiene cuando se 
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adicionan proteínas de la cubierta de polen con el mismo haplotipo S que el de 

SRK (Figura 5). Esto sugiere que in vivo la tiorredoxina se puede unir al dominio 

de cinasa de SRK evitando que la respuesta de AI se encuentre constitutivamente 

activa (Cabrillac et al., 2001), permitiendo así que los eventos de polinización 

compatibles se puedan llevar a cabo. 

La cascada de señalización que ocurre cuando el haplotipo S de SCR 

coincide con el de SRK y ambas interaccionan se muestra en la Figura 5. Aún no 

se sabe bien cómo la unión SRK-SCR y la activación de SRK son transducidos 

hacia el rechazo del polen alelo S-específico. Hasta ahora, sólo se ha identificado 

a ARC1 (proteína con repeticiones tipo arm) como un componente de la 

transducción de la señal (Gu et al., 1998). 

 ARC1 interacciona con la región citoplásmica de SRK (Gu et al., 1998) a 

través las repeticiones que contiene hacia su carboxilo terminal. Para esta 

interacción se requiere de un dominio activo de cinasa en SRK, lo cual provoca la 

fosforilación de ARC1 in vitro (Gu et al., 1998) (Figura 5). La idea de que ARC1 

participa en la polinización se refuerza con su expresión específica en el estigma y 

con los experimentos en plantas que expresan en antisentido a ARC1, las cuales 

muestran una falla parcial en la repuesta de AI (Stone et al., 1999). El hecho de 

que sólo se observe una compatibilidad parcial en estas plantas transgénicas, 

podría explicarse por mRNAs residuales de ARC1 o podría indicar que ARC1 no 

es el único sustrato de SRK (Kachroo et al., 2002). 

 Azevedo et al. (2001) encontraron que ARC1 contiene una caja U, la cual 

es un motivo inicialmente identificado en el factor E4 de poliubiquitinación UFD2 

en levadura (Koegl et al., 1999). La ubiquitinación puede ser un proceso 

importante en la transducción de señales, incluyendo la modulación de señales 

mediadas por receptor a través de su internalización y degradación. Debido a que 

ARC1 es un efector positivo de la AI, es posible que la fosforilación de ARC1 por 

SRK activo provoque su interacción con los componentes de la maquinaria de 

ubiquitinación para que se lleve a cabo la degradación de algún inhibidor de la 

respuesta de AI (Figura 5) (Kachroo et al., 2002). Sin embargo, también es posible 

que sea otra la función que lleve a cabo, ya que la ubiquitinación es un proceso 
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que también ha sido relacionado con eventos distintos a la degradación de 

proteínas, tales como dirigir proteínas a compartimentos celulares y su 

reclutamiento a complejos moleculares (Wilkinson, 1999). 

 El resto de los componentes de la cascada de señales aún no se han 

identificado. Cuando ocurre una polinización incompatible, la señal provoca la 

inhibición de la germinación del polen o la inhibición muy temprana del crecimiento 

del tubo polínico sobre la superficie estigmática. 

 

 

I.3. Autoincompatibilidad gametofítica 
 

 En especies con AI gametofítica pertenecientes a las familias Solanaceae, 

Scrophulariaceae y Rosaceae, el locus S en el pistilo expresa una glicoproteína 

extracelular con actividad de ribonucleasa llamada S-RNasa (Tabla 1) (McClure et 

al., 1989). Estas plantas rechazan el polen cuando su haplotipo S es igual a uno 

de los dos alelos S presentes en el pistilo diploide. 

 Las S-RNasas son secretadas a la matriz extracelular del tejido de 

transmisión estilar (Anderson et al., 1989). Cuando los tubos polínicos, 

compatibles o incompatibles, crecen a través de este tejido incorporan en su 

citoplasma a las S-RNasas por endocitosis (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006). 

Cuando ocurre una polinización incompatible, las S-RNasas se comportan como 

citotoxinas degradando el RNA del tubo polínico en su recorrido por el tejido de 

transmisión estilar (McClure et al., 1990). A diferencia de lo que ocurre en el 

sistema de AI esporofítico, todos los granos de polen germinan eficientemente al 

llegar al estigma, pero los tubos polínicos de cruzas incompatibles mueren en el 

estilo antes de alcanzar el ovario. Existen evidencias experimentales en Nicotiana, 

Petunia y Solanum que demuestran que las S-RNasas son las que determinan la 

especificidad alélica en el estilo (Lee et al., 1994; Murfett et al., 1994; Matton et al., 

1997). 

 Durante muchos años se intentó clonar a la determinante alélica masculina 

SLF (Tabla 1). Sin embargo, sólo hasta el 2004, Sijacic et al. lograron su 
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identificación y caracterización en P. inflata. El gen SLF codifica para un miembro 

de la familia de proteínas con caja F. Este gen muestra especificidad alélica y 

únicamente se expresa en el polen (Sijacic et al., 2004). Su participación como 

determinante alélica masculina fue demostrada por medio de la transformación de 

plantas homócigas S1S1 y de plantas heterócigas S1S2 y S2S3 con SLF2, 

provocando así que la función del alelo S del polen se perdiera (Sijacic et al., 

2004). 

 Se han clonado genes ortólogos de SLF en Antirrhinum hispanicum (Lai et 

al., 2002; Qiao et al., 2004a), y se ha demostrado su participación en el rechazo 

del polen alelo S-específico (Qiao et al., 2004b). Se ha observado que SLF 

interacciona de manera inespecífica con variables alélicas de la S-RNasa, así 

como con otras proteínas, tales como ASK y proteínas similares a culina. La 

hipótesis es que existe un complejo Skp1-culina-SLF (SCFSLF-S) involucrado en la 

degradación de la S-RNasa “propia” (o incompatible) por la vía del proteosoma 

26A (Qiao et al., 2004b). 

 

I.3.1. Genes modificadores dentro del sistema de AI gametofítica en N. alata 
Se sabe que en el sistema de AI gametofítico, la S-RNasa y SLF 

determinan la especificidad alélica del rechazo del polen (McClure et al., 1989; 

Sijacic et al., 2004). Sin embargo, las evidencias genéticas indican que otros 

factores estilares no ligados al locus S, conocidos como genes modificadores, son 

necesarios para modular la actividad biológica de la S-RNasa en el rechazo del 

polen (Anderson y de Winton, 1931; Mather, 1943; Martin, 1968; Ai et al., 1991; 

Murfett et al., 1996; Tsukamoto et al., 1999; Cruz-García y McClure, 2001). 

McClure et al. (2000) clasificaron estos genes modificadores en tres grupos de 

acuerdo con la función que podrían tener en la respuesta de AI (Tabla 2). 
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Tabla 2. Clasificación de los genes modificadores en el sistema de AI de acuerdo con su función 
(McClure et al., 2000). 
 

Genes 
modificadores 

Función 

Grupo I Afectan directamente la expresión de los genes S que determinan 
la especificidad. 

Grupo II Interaccionan genética o bioquímicamente con las determinantes 
de especificidad sin afectar su expresión. 

Grupo III Poseen funciones tanto en el sistema de autoincompatibilidad 
como en el proceso de fecundación. 

 

 

 Los genes modificadores dentro del grupo I son aquellos factores que 

regulan directamente la expresión de las determinantes alélicas. Tsukamoto et al. 

(1999; 2003) describieron una población silvestre de Petunia axillaries con 

individuos tanto autocompatibles (AC) como autoincompatibles (AI). La mutación 

en las plantas AC afectaba la expresión de la S13-RNasa, siendo el locus MDF el 

responsable. 

El grupo II incluye a los genes modificadores involucrados en regular la 

actividad biológica de las determinantes de especificidad alélica. Estos genes 

tienen una única función en el rechazo del polen sin otra participación durante la 

polinización. El primer gen modificador de este grupo que se identificó en N. alata 

fue HT-B (McClure et al., 1999), el cual también fue posteriormente identificado en 

Lycopersicon y Solanum (O’Brien et al., 2002; Kondo et al., 2002a, 2002b). 

HT-B es una proteína de 8.2 kDa rica en asparagina. Cuando se suprime su 

expresión por RNA en antisentido o por RNA de interferencia (RNAi), queda claro 

que HT-B es esencial para el rechazo del polen alelo S-específico porque se abate 

la AI tanto en Nicotiana como en Solanum (McClure et al., 1999; O’Brien et al., 

2002) sin alterar los niveles de la S-RNasa en los estilos ni el crecimiento del tubo 

polínico. 

El segundo gen modificador identificado del grupo II codifica para una 

arabinogalactoproteína de 120 kDa, denominada 120K (Hancock et al., 2005). La 

proteína 120K interacciona con la S-RNasa in vitro (Cruz-García et al., 2005) y su 
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silenciamiento en plantas trangénicas modifica el fenotipo de AI a AC, sin afectar 

los niveles de S-RNasa ni el crecimiento del tubo polínico (Hancock et al., 2005). 

Otro gen asociado al sistema de AI gametofítica es el factor-4936. A pesar 

de que este gen no se ha clonado, se sabe que cuando está mutado provoca que 

la respuesta de AI falle en N. alata (McClure et al., 2000; Goldraij et al., 2006). 

Inicialmente se había propuesto que los factores del grupo II eran 

requeridos para la incorporación de la S-RNasa en el tubo polínico (McClure et al., 

2000; Cruz-García et al., 2003, 2005). Sin embargo, se demostró que en las 

plantas con mutaciones en el factor-4936 o con el silenciamiento del gen HT-B ó 

120K, las S-RNasas siguen incorporándose a los tubos polínicos, sean 

compatibles o no (Goldraij et al., 2006). 

El tercer grupo incluye genes que funcionan tanto en el rechazo del polen 

como en algún otro evento de la polinización, es decir, tienen una función más 

general, formando parte de la red de interacción polen-pistilo. Existen factores que 

son candidatos para este grupo de genes modificadores, tales como la proteína 

específica del tejido de transmisión de N. alata (NaTTS), la proteína similar a 

extensina III de pistilo (PELPIII) y una quimiocianina (Nap11). Estas proteínas 

interaccionan in vitro con las S-RNasas y se ha propuesto que podrían estar 

involucradas en el transporte de las S-RNasas a los tubos polínicos, además de 

participar en el crecimiento del tubo polínico (McClure et al., 2000; Cruz-García et 

al., 2003, 2005). 

 
 
I.4. Modelo para el efecto citotóxico en el sistema de AI gametofítica 

 

 Los análisis de secuencia han mostrado que los residuos importantes para 

la actividad de ribonucleasa están conservados en todas las S-RNasas que son 

funcionales en el rechazo del polen (Haring et al., 1990; Ioerger et al., 1991). Se 

hicieron experimentos en P. inflata por mutagénesis sitio-dirigida, en donde una de 

las dos histidinas catalíticas fue mutada a asparagina. Las plantas transgénicas 

produjeron una S3-RNasa sin actividad de ribonucleasa y fueron incapaces de 
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rechazar al polen S3 (Huang et al., 1994). Los resultados obtenidos por McClure et 

al. (1990) muestran que el RNA es degradado en estilos cuya polinización era 

incompatible; mientras que en estilos con tubos polínicos compatibles, el RNA 

permanece intacto. Por otro lado, se demostró que una mutante de Lycopersicon 

peruvianum era AC debido a que producía una S-RNasa inactiva porque uno de 

los residuos de histidina del sitio activo estaba reemplazado por arginina 

(Kowyama et al., 1994; Royo et al., 1994). 

Ahora se tiene claro que la actividad de ribonucleasa de la S-RNasa es 

esencial para que el rechazo del polen se lleve a cabo. Esto sugiere un modelo 

citotóxico para el sistema de AI gametofítico regulado por las S-RNasas (Kao y 

Tsukamoto, 2004; McClure y Franklin-Tong, 2006). En este modelo se propone 

que cada haplotipo S codifica una diferente S-RNasa que es secretada a la matriz 

extracelular del tejido de transmisión en el estilo. La S-RNasa es incorporada al 

citoplasma del tubo polínico donde ocurre la degradación del RNA en tubos 

polínicos incompatibles. Se cree que esta actividad citotóxica interfiere con el 

crecimiento de los tubos polínicos incompatibles evitando la expresión del 

programa genético del polen (McClure y Franklin-Tong, 2006). 

 

 

I.5. Modelos para el receptor y para el inhibidor en el sistema de AI 
gametofítica 

 

 Existen dos modelos que pretenden explicar cómo se regula la capacidad 

citotóxica de las S-RNasas para la degradación específica del RNA del tubo 

polínco incompatible (Thompson y Kirch, 1992; Kao y McCubbin, 1996). El modelo 

para el receptor predice que el producto del alelo S del polen es un receptor unido 

a la membrana o pared celular del tubo polínico. Este receptor permitiría la 

incorporación específica de las S-RNasas cuyo haplotipo S sea igual al del polen. 

El otro modelo, conocido como modelo para el inhibidor, en forma simplificada, 

predice que el producto del alelo S del polen es un inhibidor citoplásmico de la S-

RNasa, el cual inhibe específicamente la actividad de ribonucleasa de todas las S-
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RNasas con un haplotipo S diferente, pero no afecta la actividad de la S-RNasa 

con el haplotipo S igual.   

 Para validar estos dos modelos, se determinó si la incorporación de las 

S-RNasas es o no alelo S-específica, encontrándose que éstas son incorporadas 

al tubo polínico sean o no compatibles (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006). Esta 

información apoya al modelo para el inhibidor y sugiere que si la incorporación de 

las S-RNasas a los tubos polínicos requiere de un receptor (o complejo receptor), 

es posible que éste reconozca características comunes a todas las S-RNasas 

(Kao y Tsukamoto, 2004) o a algún factor del grupo III que estuviera 

interaccionando con la S-RNasa y promoviendo dicho reconocimiento e 

incorporación (Cruz-García et al., 2003). 

 

I.5.1. Modelo para el inhibidor y sus variantes 

 Cuando existen dos loci S en el polen de distintos haplotipos (heteroalélico), 

la función del polen en la respuesta de AI se pierde. Esto sucede cuando todo o 

una parte crítica del locus S está duplicado o cuando una planta AI diploide, que 

porta dos haplotipos S diferentes, se vuelve tetraploide (de Nettancourt, 2001). 

Este fenómeno es conocido como interacción competitiva y lo explica el modelo 

para el inhibidor (Kao y Tsukamoto, 2004; McClure, 2004; McClure y Franklin-

Tong, 2006). 

 A partir de mutantes con el locus S duplicado por radiación con rayos γ, se 

encontró que de los granos de polen producidos por plantas mutantes AC por la 

parte masculina, sólo aquellos cuyo locus S es de un haplotipo diferente al del 

locus S extra pierden su función en la AI (Golz et al., 1999, 2001). Por ejemplo, si 

una planta S1S2 contiene un locus S1 extra, los granos de polen que no serán 

rechazados por el pistilo en una autopolinización son los granos de polen S2 que 

portan al locus S1 duplicado, es decir, un polen heteroalélico (i. e. polen S1S2) (Luu 

et al., 2001; Kao y Tsukamoto, 2004; Sijacic et al., 2004). 

 El modelo para el inhibidor predice que cuando dos alelos S del polen se 

expresan en el mismo grano de polen, sus productos inhiben la actividad de 

ribonucleasa de todas las S-RNasas, resultando así en la pérdida de la AI. 
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 Luu et al. (2001) propusieron un modelo para el inhibidor modificado (Figura 

6A) para explicar el comportamiento de especificidad dual de la S-RNasa 

quimérica generada por Matton et al. (1999), llamada S11/13-RNasa. Esta S-RNasa 

es una proteína quimérica entre las S11- y S13-RNasas de Solanum chacoense. 

Las plantas que expresan a la S11/13-RNasa rechazan al polen tanto S11 como S13. 

Estas plantas también rechazan el polen de plantas tetraploides S11S11S13S13, 

sugiriendo que el polen diploide S11S13 es rechazado por la S11/13-RNasa. 

Posteriormente, se demostró que el polen diploide S11S13 fue compatible en 

pistilos produciendo S11- y S13-RNasas monoespecíficas, tal y como se espera 

cuando ocurre la interacción competitiva (Figura 6B) (Luu et al., 2001). La 

especificidad dual de la S11/13-RNasa es diferente a la de sus formas 

monoespecíficas correspondientes en su habilidad para reconocer y rechazar el 

polen dipolide heteroalélico. Esto sugiere que ambos alelos S se están 

expresando en el polen diploide, descartando la posibilidad de que la AI no 

funciona porque la interacción competitiva provoque el silenciamiento de la 

expresión de ambos alelos S (Kao y Tsukamoto, 2004). 

 De esta manera, el modelo modificado para el inhibidor predice tres puntos 

fundamentales: (1) la forma activa del producto alelo S del polen es un 

homotetrámero; (2) los productos del alelo S del polen sólo reconocen algún 

dominio de especificidad alélica sobre la S-RNasa; y (3) debe existir un inhibidor 

general de las S-RNasas que sea el responsable de su inhibición (Figura 6) (Kao y  

Tsukamoto, 2004). De acuerdo a este modelo, el inhibidor general se une e 

inactiva a todas las S-RNasas que no se hayan unido a su contraparte del 

producto S del polen a través de sus dominios de especificidad alélica (Figura 6A). 

Cuando un grano de polen expresa dos alelos diferentes del gen S del polen, los 

productos, por interacción competitiva, formarían principalmente heterotetrámeros, 

los cuales no se unen eficientemente a las S-RNasas correspondientes. Esto 

permite que el inhibidor general se les una y las inactive (Figura 6B). Este modelo 

también predice que los heterotetrámeros no se pueden unir a cualquier otra 

S-RNasa. Por lo tanto, los tubos polínicos heteroalélicos serían compatibles con 

estilos de cualquier genotipo. En el caso de la especificiad dual de la S11/13-RNasa, 
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ésta puede unirse a los heterotetrámeros formados por los dos productos S del 

polen, bloqueando la unión del inhibidor general (Kao y Tsukamoto, 2004). 

 

 
 
Figura 6. Modelo modificado para el inhibidor en el sistema de AI gametofítica. A. Cuando un tubo 
polínico S1 crece en un estilo S1S2, el producto S1 del polen (azul claro) forma homotetrámeros y 
así es como interacciona con el dominio de especificidad alélica (DE) de la S1-RNasa (azul 
obscuro). Así, el inhibidor general (naranja) no se puede unir a la S1-RNasa, quedando activa. 
Como el producto S1 del polen no reconoce el DE de la S2-RNasa (rojo obscuro), ésta es 
inactivada porque el inhibidor general de RNasas se le une al dominio catalítico (DC). B. Cuando 
un tubo polínico heteroalélico con ambos alelos, S1 y S2, son expresados, los productos de dichos 
alelos (S1: azul claro; S2: rojo) forman un heterotetrámero, el cual es incapaz de interaccionar con 
la S1- ni con la S2-RNasa (indicado por las flechas con la cruz). Por lo tanto, el inhibidor general se 
une a ambas S-RNasas, inactivándolas y provocando que no se dé la respuesta de AI. En A y B la 
polinización se lleva a cabo en un estilo que expresa los alelos S1 y S2. DI: dominio de inhibición 
general de RNasas. Tanto la S1- como la S2-RNasa son incorporadas al tubo polínico (indicado por 
las flechas). Los símbolos que representan a cada una de las S-RNasas se muestran a la izquierda 
(modificado de Kao y Tsukamoto, 2004). 
 

 

I.6. Modelo para la degradación de las S-RNasas 

 

 La identifcación de SLF como la determinante masculina (Entani et al., 

2003; Ikeda et al., 2004; Qiao et al., 2004a, 2004b; Sijacic et al., 2004; Ushijima et 

al., 2003, 2004; Sonneveld et al., 2005) fue muy importante para proponer un 

modelo que implicara la degradación de la S-RNasa en los tubos polínicos (Sijacic 

et al., 2004). 
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 Los genes SLF pertenecen a la familia de proteínas con caja F cuya función 

generalmente es como proteínas adaptadoras que unen un sustrato específico al 

complejo ubiquitina ligasa E3, SCF (Skp1-culina-proteína con caja F). Los 

sustratos son poliubiquitinados y generalmente degradados por el proteosoma 

26S. De esta manera se propone un nuevo modelo, el modelo para la degradación 

de las S-RNasas compatibles (o “no propias”) (Entani et al., 2003; Qiao et al., 

2004a, 2004b; Sijacic et al., 2004; Ushijima et al., 2003, 2004; Takayama e Isogai, 

2005). 

 En este modelo se predice que SLF interaccionaría físicamente de manera 

diferencial con las S-RNasas en función de su haplotipo, de tal manera que las 

S-RNasas compatibles sean degradadas por el proteosoma 26S (Figura 7). A 

diferencia del modelo para el inhibidor, en este caso es la estabilidad y no la 

actividad de la S-RNasa la que se está regulando por la interacción de AI. La 

degradación alelo S-específica se logaría si la interacción entre los dominios de 

especificidad alélica de un haplotipo SLF con el mismo de la S-RNasa evitaran la 

poliubiquitinación; mientras que la falta de interacción entre estos dominios entre 

SLF y una S-RNasa compatible resultará en la ubiquitinación y consecuentemente 

en su degradación (Kao y Tsukamoto, 2004). 

 Se ha demostrado, tanto por el sistema de doble híbrido en levadura como 

in vitro, que SLF de Antirrhinum se une a la S-RNasa en forma alelo S-inespecífica 

(Qiao et al., 2004b). SLF se une a Skp1 y a una proteína similar a culina para 

formar el complejo SCF. Al utilizar inhibidores del proteosoma 26S se inhibieron 

selectivamente los tubos polínicos compatibles, sugiriendo que las S-RNasas “no 

propias” son degradadas en una polinización compatible (Qiao et al., 2004b). Sin 

embargo, otros reportes indican que en N. alata no hay degradación de las 

S-RNasas cuyo haplotipo no coincida con el del polen. De hecho, parece ser que 

las cantidades de S-RNasa, compatible e incompatible, dentro de los tubos 

polínicos son muy similares durante la polinización (Goldraij et al., 2006). Por otro 

lado, la proteína similar a culina que interacciona con SLF para formar el complejo 

SCF propuesto (Qiao et al., 2004b) es más pequeña (66 kDa) que una culina típica 

(100 kDa). Por lo tanto, no se sabe si SLF forma un complejo SCF típico o no. La 
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posibilidad de que realice una función distinta está por aclararse (McClure  y 

Franklin-Tong, 2006). 

 

 
 
Figura 7. Modelo para la degradación de las S-RNasas. A. Cruza compatible. Cuando el alelo S 
del polen no coincide con ninguno de los alelos S del estilo. El tubo polínico S3 incorpora tanto a la 
S1- (azul obscuro) como a la S2-RNasa (rojo obscuro). SLF3 (rojo) interacciona con ambas S-
RNasas y dirige, por poliubiquitinación, su degradación por la vía del proteosoma 26S (blanco). El 
RNA del tubo polínico queda intacto, sigue la traducción de su programa genético (ribosomas en 
gris con mRNAs) y continúa su crecimiento hasta el ovario. B. Cruza incompatible. Cuando el alelo 
S del polen coincide con alguno de los alelos S del estilo. El tubo polínico S1 produce SLF1 (azul 
claro), el cual interacciona diferencialmente con las S-RNasas, dirigiendo la degradación de la S2-
RNasa por la vía del proteosoma 26S y evitando que la S1-RNasa sea degradada para que pueda 
llevar a cabo su función citotóxica sobre el RNA del tubo polínico. El RNA del tubo polínico es 
degradado y por lo tanto, su crecimiento es inhibido. En A y B la polinización se lleva a cabo en un 
estilo que expresa los alelos S1 y S2. Tanto la S1- como la S2-RNasa son incorporadas al tubo 
polínico (indicado por las flechas). Los símbolos que representan a cada una de las S-RNasas y de 
las SLFs se muestran en la parte inferior (modificado de Kao y Tsukamoto, 2004). 
 

 El modelo para la degradación de las S-RNasas (Figura 7) no incluye 

ningún factor estilar diferente a las S-RNasas necesarios para la respuesta de AI 

(e. g. HT-B y 120K). Aunque no se ha definido el nivel de expresión de la proteína 

SLF, su mRNA parece no ser tan abundante en tubos polínicos como el de la 

S-RNasa. La S-RNasa es una proteína muy abundante tanto en la matriz 
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extracelular como en el tubo polínico cuando se incorpora (Luu et al., 2000; 

Goldraij et al., 2006); por lo tanto, es muy difícil explicar cómo una proteína poco 

abundante (SLF) pudiera dirigir la degradación de una proteína tan abundante (S-

RNasa). Por otro lado, dicho modelo predice que ocurre la degradación de las S-

RNasas “no propias” como base para la compatibilidad. Sin embargo, ensayos de 

inmunolocalización en Solanum mostraron que tanto las S-RNasas compatibles 

como las incompatibles se localizan abundantemente en los tubos polínicos (Luu 

et al., 2000), y en N. alata no se encontró evidencia que sugiriera una degradación 

a gran escala de las S-RNasas en tubos polínicos incompatibles (Goldraij et al., 

2006). 

 Debido a las evidencias que están en contra del modelo para la 

degradación de las S-RNasas, se propone un modelo alternativo que explica cómo 

los tubos polínicos pueden evadir la citotoxicidad de las S-RNasas (Goldraij et al., 

2006; McClure y Franklin-Tong, 2006). Sin embargo, las evidencias 

experimentales para ambos modelos aún no son suficientes para descartar a 

alguno de ellos. 

 
 
I.7. Modelo para la evasión de la citotoxicidad de las S-RNasas 
 

 Al realizar experimentos de colocalización con anticuerpos anti-calosa 

(componente de la pared del tubo polínico) y anti-S-RNasa en plantas mutantes 

AC de N. alata (i. e. con el factor-4936 mutado o el gen HT-B o 120K silenciados), 

se encontró que las S-RNasas son incorporadas al tubo polínico de igual manera 

que en una planta silvestre AI (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006). Con esto se 

demostró que los genes modificadores del grupo II (Tabla 2) hasta ahora 

identificados (HT-B, 120K y el factor-4936), no son necesarios para la 

incorporación de las S-RNasas al citoplasma del tubo polínico, sino que actúan 

después de este evento y antes de que se lleve a cabo el efecto citotóxico 

(Goldraij et al., 2006). 
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 Se sabe que la arabinogalactoproteína 120K entra al tubo polínico cuando 

éste crece a lo largo del tejido de transmisión estilar en Nicotiana (Lind et al., 

1996) y que esta proteína participa directamente en la respuesta de AI, 

probablemente interaccionando con la S-RNasa (Cruz-García et al., 2005; 

Hancock et al., 2005). Cuando se hicieron ensayos de colocalización triple, 

utilizando anticuerpos anti-calosa, anti-120K y anti-S-RNasa en tubos polínicos de 

N. alata, se observó que en cruzas compatibles e incompatibles, 16 h después de 

la polinización, las S-RNasas se encuentran rodeadas por 120K en un 

compartimiento celular. Utilizando a la aleuraína (proteasa presente en el lumen 

de vaculas de cebada, petunia y tabaco) y a la pirofosfatasa de membrana 

vacuolar (vPPasa) como marcadores de vacuola, se demostró que tanto 120K 

como la S-RNasa se encuentran en vacuolas del tubo polínico (Figura 8) (Goldraij 

et al., 2006). 

 En fases tempranas de una polinización AI (16 h), el compartimiento donde 

120K rodea a la S-RNasa es tan evidente como en una cruza compatible. En fases 

tardías (36 h), se observa que la señal de 120K disminuye y ya no es evidente la 

compartamentalización de las S-RNasas, por lo que aparentemente se encuentran 

libres en el citoplasma del tubo polínico en donde llevarían a cabo su efecto 

citotóxico sobre el RNA. Sin embargo, tanto la señal de 120K como la 

compartamentalización de las S-RNasas son siempre evidentes a lo largo de una 

polinización compatible (Goldraij et al., 2006). Estos resultados sugieren que las 

S-RNasas son incorporadas por endocitosis al tubo polínico y mantenidas en un 

compartimiento celular en las fases tempranas de la polinización tanto en cruzas 

compatibles como incompatibles. Esta vacuola se mantiene intacta durante una 

polinización compatible (Figura 8A) y disuelta sólo en fases tardías de una 

polinización incompatible (Figura 8B) (Goldraij et al., 2006). 

 

 23



 
 
Figura 8. Modelo para la evasión de la citotoxicidad de la S-RNasa. Las proteínas de la matriz 
extracelular del tejido de transmisión del estilo S1-RNasa (azul obscuro), S2-RNasa (rojo obscuro), 
HT-B (naranja) y 120K (verde) son incorporadas al tubo polínico por endocitosis. A. Cruza 
compatible. El tubo polínico S3 evade a la citotoxicidad de las S-RNasas, compartamentalizándolas 
en una vacuola (blanco) y degradando a HT-B. Una posibilidad es que la degradación de HT-B la 
lleva a cabo una proteína hipotética del polen (turquesa). Algunas S-RNasas escapan e 
interaccionan con SLF3 (rojo), las cuales pueden ser degradadas por la vía del proteosoma 26S. B. 
Cruza incompatible. La interacción alelo S-específica de la S1-RNasa con SLF1 (azul claro) 
probablemente inhibe a la proteína hipotética del polen, promoviendo la estabilización de HT-B. En 
fases tardías de la inhibición, el compartimiento membranoso desaparece, liberando a las 
S-RNasas. La degradación del RNA del polen evita el reemplazamiento de factores necesarios 
para la estabilización de HT-B y mantenimiento del compartimiento. En A y B la polinización se 
lleva a cabo en un estilo que expresa los alelos S1 y S2. Los símbolos que representan a cada una 
de las S-RNasas, las SLFs, a HT-B, 120K y a la proteína hipotética del polen se muestran a la 
izquierda de la figura. (Modificado de Goldraij et al., 2004; McClure y Franklin-Tong, 2006). 
 
 
 La vacuola que contiene a las S-RNasas dentro del tubo polínico y evita que 

éstas sean liberadas hacia el citoplasma también se observa en plantas con 120K 

silenciado por RNAi, en plantas con HT-B en antisentido y en plantas con el 
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factor-4936 mutado (Goldraij et al., 2006). Estos datos explican el hecho de que 

las plantas con dichos entornos genéticos sean AC (Goldraij et al., 2006; McClure 

y Franklin-Tong, 2006). 

 El modelo para la evasión de la citotoxicidad de las S-RNasas considera 

que estas enzimas son incorporadas de la matriz extracelular del tejido de 

transmisión estilar y transportadas a una vacuola en el tubo polínico (Figura 8). 

Esta compartamentalización podría ser el mecanismo mediante el cual el tubo 

polínico se protege de la citotoxicidad de las S-RNasas. Una vez 

compartamentalizada la S-RNasa, cuando la cruza es incompatible, se liberada 

selectivamente (Figura 8) (Goldraij et al., 2006; McClure y Franklin-Tong, 2006). 

La función mejor conocida de las proteínas con caja F está relacionada con su 

papel en la ubiquitinación y degradación de proteínas. Sin embargo, también se 

conocen otras funciones que pueden llevar a cabo. Por ejemplo, Rcy1p forma un 

complejo distinto al SCF y participa en el reciclamiento de membranas en levadura 

(Galan et al., 2001). Hasta ahora no se cuenta con evidencia suficiente como para 

sugerir que SLF actúa así, pero debe considerarse que la determinante masculina 

en este sistema de AI puede estar participando de manera distinta a la propuesta 

por el modelo para la degradación de las S-RNasas. 

 Al analizar simultáneamente los niveles de la S-RNasa y de HT-B en estilos 

polinizados, los de la primera permanecieron sin diferencias significativas, 

mientras que los niveles de HT-B disminuyeron a lo largo de la polinización, siendo 

mucho mayor el cambio en una cruza compatible, donde la disminución fue hasta 

del 97% (Goldraij et al., 2006). Aunque no se descarta la idea de que haya una 

degradación de la S-RNasa en pequeñas cantidades, es claro que la predicción 

del modelo para la degradación de las S-RNasas no concuerda con lo observado 

en Nicotiana (McClure y Franklin-Tong, 2006). 

 Aún no es muy claro si la ruta por la cual HT-B es incorporada al tubo 

polínico es igual a la de las S-RNasas. Sin embargo, HT-B es degradada en tubos 

polínicos compatibles, donde el compartimiento vacuolar se mantiene intacto 

(Figura 8A). Por otro lado, HT-B se encuentra en niveles fácilmente detectables en 

tubos polínicos incompatibles, donde dicho compartimiento vacuolar se destruye 
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(Figura 8B) (Goldraij et al., 2006). Estos datos explican el hecho de que cuando 

HT-B no se expresa, no se da la respuesta de AI (McClure et al., 1999; O’Brien et 

al., 2002; Kondo et al., 2002a, 2002b) porque en su ausencia las S-RNasas 

permanecen compartamentalizadas, independientemente de su haplotipo S. A 

diferencia del modelo para la degradación de las S-RNasas, en este modelo se 

propone que es la degradación de HT-B la característica más importante en la 

respuesta de AI y que posiblemente el papel de SLF sea participar en la 

degradación de HT-B (Goldraij et al., 2006; McClure y Franklin-Tong, 2006). 

 En el modelo modificado para el inhibidor (Figura 6) (Luu et al., 2001) se 

propone que es un inhibidor general el que actúa contra las S-RNasas; sin 

embargo, es claro que una actividad inhibitoria sobre HT-B o cualquier otro factor 

requerido para la respuesta de AI sería un mecanismo igualmente efectivo 

(McClure y Franklin-Tong, 2006). Una hipótesis es que existe una proteína del 

polen con actividad proteolítica que degrada a HT-B (Figura 8) (Goldraij et al., 

2006). 

 Si las S-RNasas son compartamentalizadas, queda la interrogante de cómo 

interaccionan con SLF, si por definición, la interacción S-RNasa/SLF es la que 

determina la especificidad alélica. Una posibilidad es que dicha interacción sea en 

forma indirecta y otra es que exista algún mecanismo que reclute a SLF a la 

membrana o que existan pequeñas fugas de S-RNasa hacia el citoplasma 

(Goldraij et al., 2006). El modelo predice que una interacción incompatible evita 

que la proteasa del polen degrade a HT-B, mientras que en una interacción 

compatible promueve su degradación. Al liberarse las S-RNasas en una 

polinización incompatible, éstas interfieren con la homeostasis del polen (i. e. no 

habría síntesis de novo de la proteasa del polen), reforzando así la estabilidad de 

HT-B y al mecanismo en general del rechazo del polen alelo S-específico (Figura 

8B) (Goldraij et al., 2006; McClure y Franklin-Tong, 2006). 
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II. ANTECEDENTES 
 
II.1. En busca de los genes modificadores en N. alata 

 

Aunque el modelo de la Figura 8 explica mejor las observaciones hechas a 

la fecha en relación a los diferentes elementos que participan en la respuesta de 

AI, aún quedan muchas preguntas por responder. Una causa es que falta la 

identificación de otros genes modificadores, tanto estilares como del polen, que 

regulen la respuesta de AI. Factores que estén involucrados en eventos de 

endocitosis, en el transporte vesicular, en la degradación de HT-B son sólo 

ejemplos de estos genes faltantes, los cuales podrían pertenecer al grupo II o al III 

(Tabla 2). En nuestro laboratorio se sigue una línea de investigación para 

identificarlos y clonarlos. 

 Para este fin, una de las estrategias que se ha seguido es utilizar una 

población (08681) híbrida de Nicotiana que expresa a la SC10-RNasa y segrega en 

individuos que aceptan el polen SC10 e individuos que lo rechazan (Figura 9). 

Ambas subplobaciones expresan niveles normales de la SC10-RNasa funcional. La 

población 08681 fue derivada de la cruza de una planta transgénica de N. 

plumaginifolia (una especie AC) que expresa el transgen de la SC10-RNasa con N. 

alata cultivar BT (N. alata BT) (Figura 9). 

La planta transgénica de N. plumbaginifolia que expresa a la SC10-RNasa 

acepta tanto el polen SC10 como aquél de N. plumbaginifolia. Esto significa que N. 

plumbaginifolia es AC no sólo por carecer de la S-RNasa sino porque también 

carece de uno o varios genes modificadores para el rechazo del polen 

S-específico. Por otro lado, N. alata BT contiene el entorno genético adecuado 

para que funcione el sistema de AI; sin embargo, no expresa ninguna S-RNasa, 

por lo que es un cultivar AC (Murfett et al., 1996). La progenie resultante de la 

cruza de estas dos plantas fue la población 08681 (Figura 9), la cual fue 

compatible con el polen de N. alata BT. Con el polen SC10, 12 plantas fueron 

clasificadas como fuertemente incompatibles (de 0 – 20% de polinizaciones 

compatibles); 58 fueron consideradas como débilmente incompatibles (40 – 60% 
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compatibles) y 106 fueron compatibles (80 – 100% compatibles). Los niveles de 

S-RNasa en estos tres grupos dentro de la población no mostraron diferencias. 

Por lo tanto, la hipótesis fue que las diferencias en la aceptación o en el rechazo 

del polen SC10 se debió a una expresión diferencial de genes modificadores. 

 

 
 
Figura 9. Generación de la población segregante 08681 de Nicotiana en los individuos que 
aceptan el polen SC10 y en los individuos que lo rechazan. 
 

 La búsqueda de genes modificadores expresados diferencialmente entre 

estilos de plantas que aceptan y de las que rechazan el polen SC10 se realizó por 

medio de la técnica de cDNA-AFLP. Se utilizaron 200 combinaciones de 

oligonucleótidos que permitieron la comparación de 14,400 cDNAs. Dentro de los 

fragmentos que presentaron una mayor expresión en N. alata BT que en N. 

plumbaginifolia, el cDNA-AFLP5 resultó ser idéntico al gen HT-B, previamente 

identificado como gen modificador del sistema de AI en N. alata (McClure et al., 

1999). El cDNA-AFLP25, por su parte, no mostró similitud a ningún otro gen en las 

bases de datos. 

 Debido a que el cDNA-AFLP25 sólo era un fragmento, se recuperó su 

cDNA completo a partir de una biblioteca de cDNA de estilos de N. alata. Este 

cDNA (AFLP25-F) fue de 712 pb e incluía la secuencia del cDNA-AFLP25, por lo 

que se utilizó como sonda para corroborar su patrón de expresión entre N. 

plumbaginifolia y N. alata BT debido a que éstos son los progenitores de la 
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población 08681. El ensayo tipo Northern-blot (Figura 10A) y el análisis 

densitométrico (Figura 10B) corroboraron la expresión diferencial, es decir, los 

estilos maduros de N. alata BT expresan al menos seis veces más a AFLP25-F 

que los de N. plumbaginifolia. 

 

 
 
Figura 10. El cDNA-AFLP25-F se expresa seis veces más a nivel del mRNA en estilos de N. alata 
BT (BT) que en los de N. plumbaginifolia (Np). A. Ensayo tipo Northern-blot utilizando al 
cDNA-AFLP25-F como sonda. El rRNA se muestra teñido con azul de metileno como control de 
carga. B. Análisis densitométrico de los resultados obtenidos en A. La barra obscura muestra los 
niveles de expresión del cDNA-AFLP25-F en N. alata BT y la barra blanca los niveles de expresión 
en N. plumbaginifolia. 
 
 
II.1.1. El cDNA-AFLP25F codifica para una tiorredoxina tipo h 
 La secuencia del AFLP25F (Figura 11) contiene un marco de lectura abierto 

que codifica para una proteína de 16.8 kDa. La estructura primaria de la proteína 

inferida a partir de su cDNA contiene en la primera mitad del amino a la secuencia 

típica del sitio activo de las tiorredoxinas (Trx): Trp-Cys-Gly-Pro-Cys. 

 El análisis de la estructura primaria de la proteína AFLP25F (Figura 11) dio 

la primera evidencia de que se trataba de una tiorredoxina citoplásmica (tipo h), 

por lo que se nombró NaTrxh (Na: Nicotiana alata; Trxh: tiorredoxina tipo h). Al 

realizar un alineamiento múltiple con otras tiorredoxinas, se encontró que la 

NaTrxh tiene una identidad del 20.1% con la de E. coli, un máximo del 28.8% con 

la Trx de humano y del 55.6% con una de A. thaliana, lo que demuestra que la 

NaTrxh está mucho más relacionada con las tiorredoxinas vegetales que con la de 

humano y que se parece más a ésta que a la de E. coli (Juárez-Díaz, 2002), tal y 

como ocurre con las demás Trx h de plantas (Schürmann y Jacquot, 2000). 

Además, no se encontró ningún péptido de tránsito canónico que pudiera dirigir a 
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la proteína a algún organelo, como la mitocondria o el cloroplasto, por lo que se 

descartaron los tipos de Trx organelares que más adelante se describirán y se 

puede sugerir que efectivamente se trata de una tiorredoxina tipo h (Meyer et al., 

1999). 

 

 
 
Figura 11. Secuencia del cDNA AFLP25-F. El marco de lectura abierto denominado cDNA NaTrxh 
se muestra flanqueado por las flechas (desde el codón de inicio ATG hasta el de término TAA). El 
recuadro indica la secuencia típica del sitio activo de las tiorredoxinas (Trp-Cys-Gly-Pro-Cys-). La 
numeración en la izquierda corresponde a la secuencia nucleotídica y la de la derecha a la 
secuencia de aminoácidos correspondiente. 
 

Puesto que aún se desconoce cómo participan las Trx en las interacciones 

polen-pisitlo en N. alata, en la investigación de esta tesis se planteó como objetivo 

el conocer el papel que desempeña la NaTrxh en el estilo a través de la 

identificación de sus proteínas blanco. 
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II.2. Tiorredoxinas 
 

 Las tiorredoxinas (Trx) son proteínas pequeñas (∼12 kDa) que se 

encuentran en todos los organismos y forman parte de la gran familia de las 

enzimas con actividad de oxidorreductasa tiol:disulfuro (Wollman et al., 1988). Los 

miembros de esta familia se caracterizan por contener en su sitio activo la 

secuencia típica WCXXC, la cual permite la oxidación, reducción o isomerización 

del puente disulfuro de sus proteínas blanco (Laloi et al., 2001). 

 El motivo WCGPC, en algunos casos WCPPC (Bréhélin et al., 2000), en el 

sitio activo contribuye a originar el bajo potencial redox de las Trx, lo que les 

confiere su propiedad reductora. En su estado reducido (Trx-(SH)2), las Trx son 

capaces de romper los puentes disulfuro de un gran número de proteínas blanco, 

participando así en la regulación enzimática, en la respuesta al estrés oxidativo, en 

la regulación de la transcripción y de la traducción, entre otras. Además, las Trx 

participan en varias reacciones reductoras como donadoras de electrones (Balmer 

y Buchanan, 2002). 

Las Trx descritas desde procariotes hasta eucariotes tienen del 27 al 69% 

de identidad a nivel de secuencia de aminoácidos con la Trx de E. coli. Los 

modelos indican que todas estas proteínas tienen estructuras tridimensionales 

similares a pesar de la gran variación que existe en sus secuencias aminoacídicas 

(Eklund et al., 1991). Todas comparten un plegamiento común con una sucesión 

de elementos estructurales secundarios que incluyen a más del 75% de los 

residuos de la proteína (Holmgren, 1985): β1, α1, β2, α2, β3, α3, β4, β5 y α4. La  

estructura compacta globular resultante es generada por cinco hebras beta, tres 

paralelas y dos antiparalelas (Holmgren, 1985), que forman una región hidrofóbica 

rodeada por cuatro α-hélices sobre la superficie externa (Holmgren, 1985; Powis y 

Montfort, 2001). 

La primera cisteína del sitio activo tiene un bajo valor de pKa y es la que 

realiza el ataque nucleofílico en la reducción del puente disulfuro de otras 

proteínas. El mecanismo involucra un intermediario mixto transitorio y un rápido 

intercambio tiol-disulfuro en un ambiente hidrofóbico (Figura 12). Esta reacción es 
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reversible y la tiorredoxina puede romper o formar disulfuros dependiendo del 

potencial redox del sustrato. El bajo potencial redox de la Trx (E. coli 

Trx1 = -270 mV (Krause et al., 1991) asegura que la Trx-(SH)2 sea el principal 

ditiol reductor en el citosol (Holmgren, 1985; 1995). 

 

 
 
Figura 12. Esquema para el mecanismo redox de la Trx sobre una proteína blanco (Bco). En el 
paso 1 ocurre un primer ataque nucleofílico de la primera cisteína de la tiorredoxina reducida (Trx-
(SH)2) sobre un átomo de azufre de la proteína blanco oxidada (Bco-S2), provocando así la 
formación de un complejo intermedio mixto (IM) e inestable (paso 2). El anión tiolato de la segunda 
cisteína del sitio activo de la Trx entonces rompe el puente disulfuro entre la Trx y la proteína 
blanco para liberarla (paso 3), quedando así la tiorredoxina oxidada (Trx-S2) y la proteína blanco 
reducida (Bco-(SH)2) (Meyer et al., 1999). W: triptofano C: cisteína; G: glicina; P: prolina; S: átomo 
de azufre; SH ó HS: grupo tiol. 
 

 Generalmente, cuando se descubre una proteína se le adjudica un nombre 

y una función relacionándola con algún sistema bioquímico en particular. En el 

caso de las tiorredoxinas, se ha descubierto que están involucradas en al menos 

doce diferentes sistemas bioquímicos. Las funciones de las Trx en los diferentes 

organismos han evolucionado a partir de una reacción común fundamental a una 

gran cantidad de funciones especializadas, lo cual es una prueba de su gran 

importancia, utilidad y especificidad. En términos muy amplios, la actividad de 

oxidorreductasa de las Trx participa en dos funciones bien conocidas: (1) como 

portadora de electrones necesarios para los ciclos catalíticos de enzimas 
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biosintéticas y (2) como protectora de las proteínas citosólicas de la agregación o 

inactivación por la formación de puentes disulfuro intra o intermoleculares (Arnér y 

Holmgren, 2000). 

 

 
II.3. Tiorredoxina reductasa 
  

Para tener una idea clara de la función de las tiorredoxinas se debe 

considerar el papel que desempeñan las tiorredoxina reductasas (NTR), las cuales 

son las únicas enzimas conocidas capaces de reducir el sitio activo oxidado de las 

tiorredoxinas (Mustacich y Powis, 2000; Powis y Montfort, 2001). Por lo tanto, es 

posible que alteraciones en la actividad de la NTR puedan regular algunas de las 

actividades de la Trx (Mustacich y Powis, 2000). 

La NTR forma parte de la familia de las disulfuro reductasas, la cual incluye 

flavoenzimas homodiméricas que catalizan la transferencia de electrones entre 

nucleótidos de piridina y compuestos disulfuro/ditiol (Williams Jr. et al., 2000). En 

cada monómero de las enzimas de esta familia se encuentra un grupo prostético 

FAD, un sitio de unión a NADPH y un sitio activo que contiene un disulfuro con 

actividad óxido-reductora (Mustacich y Powis, 2000). De esta manera, la catálisis 

de la enzima se lleva a cabo vía FAD y un disulfuro activo (Williams Jr. et al., 

2000). 

Existen dos clases de NTR (Luthman y Holmgren, 1982; Williams Jr. et al., 

2000): (1) las de baja masa molecular (35 kDa por subunidad), como la de E. coli y 

otros procariotes, levadura, micoplasmas, Giardia duodenalis, Arabidopsis thaliana 

y Methanococcus jannaschii (Williams Jr. et al., 2000) y (2) las de alta masa 

molecular (55 kDa por subunidad), las cuales se encuentran en eucariotes 

superiores y están relacionadas en estructura y función a la glutatión reductasa, 

lipoamida deshidrogenasa y otros miembros de la familia de nucleótido-disulfuro 

piridina oxidorreductasas (Arscott et al., 1997).  

La reacción que efectúa la familia de las disulfuro reductasas involucra la 

transferencia de equivalentes reductores del sustrato nucleótido de piridina al 
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sustrato disulfuro. Un hidruro pasa del NADPH a la flavina y entonces el 

equivalente reductor es transferido de la flavina reducida al disulfuro del sitio activo 

(Williams Jr. et al., 2000). Finalmente, la NTR reducida (NTR-(SH)2) en su sitio 

activo puede reducir a su sustrato (Figura 13). 

 

 
 
Figura 13. Mecanismo para la reacción de reducción del disulfuro de una proteína blanco  que es 
dependiente del NADPH por el sistema de tiorredoxina. El sitio activo de la tiorredoxina reductasa 
oxidada (NTR-S2) se reduce (NTR-(SH)2) vía FAD, el cual es reducido (FADH2) a partir de NADPH 
+ H+. La tiorredoxina oxidada (Trx-S2) es entonces reducida por la NTR-(SH)2 y la tiorredoxina 
reducida (Trx-(SH)2) rompe el puente disulfuro de su proteína blanco, generando en ésta dos 
grupos tiol (Bco-S2 → Bco-(SH)2). 
 

 

 Las Trx reductasas vegetales dependientes de NADPH (NTR) parecen 

estar mucho más relacionadas con las de procariotes que con las de mamíferos. 

Estas últimas contienen una extensión hacia el amino terminal y un residuo 

esencial de selenocisteína (SeCys) hacia el extremo carboxilo (Gorlatov y 

Stadtman, 1998; Zhong et al., 2000). En A. thaliana se han identificado al menos 

dos genes que codifican para NTR. Sus cDNAs fueron aislados y se pudo 

cristalizar a la proteína recombinante, de la cual se encontró que la enzima es un 

homodímero con subunidades de 35 kDa aproximadamente. Cada una de las 

subunidades posee dos subdominios: un dominio central de unión a NADPH y uno 

constituido por los extremos amino y carboxilo que une FAD. Además, cada 

subunidad contiene un disulfuro redox activo con la secuencia -Cys-Ala-Val-Cys- 

(Dai et al., 1996). 

Una vez reducida la NTR, ésta reduce a la Trx, formando así el sistema 

NADPH/NTR/Trx (Figura 13), el cual es uno de los mecanismos de reducción de 

disulfuros más ampliamente distribuidos y presente en todos los tipos celulares. 
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Sin embargo, en cloroplastos y en procariotes fotosintéticos oxigénicos, la 

reducción de la tiorredoxina no está relacionada con el NADPH sino con la 

ferredoxina por la enzima heterodimérica de fierro-azufre ferredoxina-tiorredoxina 

reductasa (FTR). En ambos casos, la Trx-(SH)2 reduce puentes disulfuro 

específicos de sus proteínas blanco, lo que altera su actividad o sirve como 

sustrato reductor en alguna reacción enzimática (Balmer y Buchanan, 2002). 

 

 

II.4. Tiorredoxinas vegetales 
 

 En levaduras y células animales, el perfil de las tiorredoxinas es mucho más 

complejo que en bacterias, ya que cuentan con un segundo sistema dependiente 

de NADPH en mitocondria. Sin embargo, el patrón en plantas es aún más 

complejo (Tabla 3). En mamíferos sólo se han reportado dos genes que codifican 

para tiorredoxinas, tres en levadura y dos en E. coli; mientras que en plantas han 

sido detectado al menos 20 genes (Meyer et al., 2002; Marchand et al., 2004; 

Gelhaye et al., 2004a). 

 
Tabla 3. Clasificación de las tiorredoxinas vegetales de acuerdo con su localización subcelular y 
con sus proteínas blanco principales. 
 
Compartimiento 

celular 
Tipo de 

Trx 
Número de genes 

en A. thaliana 
Proteína blanco 

Cloroplasto Tipo m 
 
Tipo f 
Tipo x 

4 
 

2 
1 

NADP-malato 
deshidrogenada 
Fructosa 1,6-bifosfatasa 
2-Cys peroxirredoxina 

Mitocondria Tipo o 1 Peroxirredoxina (?) 
Citoplasma Tipo h 8 Varios 
 

 En las plantas existen al menos cinco grupos principales de tiorredoxinas: 

tres de cloroplasto, uno de mitocondria y uno citoplásmico (Tabla 3). El sistema en 

cloroplastos contiene tres tipos de tiorredoxinas. Dos grupos son los principales, el 

tipo m (Trx m) y el tipo f (Trx f). Existe también la tiorredoxina tipo x (Trx x), la cual 

está más relacionada a las secuencias procariotes pero relativamente distante a la 
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Trx m que es la considerada como bacteriana (Balmer y Buchanan, 2002). Estas 

Trx son reducidas por la enzima heterodimérica FTR por medio de la cadena de 

transporte de electrones fotosintética y se encuentran representadas por dos 

genes para Trx f, al menos cuatro para Trx m y uno para Trx x en el genoma de A. 

thaliana (Tabla 3) (Mestres-Ortega y Meyer, 1999; Laloi et al., 2001). 

 En la mitocondria sólo se tenía evidencia de actividad tanto de Trx como de 

NTR, pero Laloi et al. (2001) identificaron un nuevo tipo de tiorredoxinas, 

denominado tipo o (Trx o) (Tabla 3) y una NTR mitocondrial similar a la 

citoplásmica. Tanto el gen de la Trx o como el de la NTR mitocondrial codifican 

mRNAs cuyos productos contienen un péptido de tránsito hacia mitocondria (Laloi 

et al., 2001). 

El sistema citoplásmico de las plantas consiste de las Trx tipo h (Trx h) y 

una NTR similar a la de levadura y a la de procariotes (Balmer y Buchanan, 2002). 

En el genoma de A. thaliana se encuentran ocho genes que codifican para Trx h 

(Tabla 3) (Rivera-Madrid et al., 1995; Mestres-Ortega y Meyer, 1999; Laloi et al., 

2001). 

A partir de análisis filogenéticos se ha sugerido que la Trx m tiene un origen 

procariote, mientras que las Trx f y h son de tipo eucariote (Balmer y Buchanan, 

2002). Al incluir en el análisis a la Trx o, se encontró que las tiorredoxinas se 

agrupan en cuatro grupos filogenéticos diferentes de acuerdo a su localización 

celular, donde la Trx h está relacionada filogenéticamente con la Trx f (Laloi et al., 

2001). Por otro lado, la Trx x forma un quinto grupo formado por sólo un miembro 

(Mestres-Ortega y Meyer, 1999). 

 

 

II.5. Tiorredoxinas tipo h (citoplásmicas) 
 

 La presencia de muchas tiorredoxinas en el mismo compartimiento celular 

plantea el problema de si existe redundancia funcional o especificidad en cuanto a 

sus sustratos (Jacquot et al., 1997; Meyer et al., 1999). Desde un punto de vista 

evolutivo, el hecho de haber obtenido proteínas híbridas con un espectro de 
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actividad mucho más amplio que las dos Trx h progenitoras de A. thaliana con 

actividad restringida, ha reforzado la hipótesis de un origen común de las 

tiorredoxinas vegetales tipo h a partir de un ancestro totipotente, a partir del cual, 

por duplicaciones génicas, aparecieron mutaciones que dieron lugar a 

determinantes necesarias para la interacción con blancos en particular, resultando 

así en una especialización de las Trx h (Bréhélin et al., 2000). 

 Las secuencias de las Trx h son un poco más largas que la de E. coli. La 

mayoría posee extensiones hacia el extremo amino y/o carboxilo. De acuerdo con 

los análisis de las estructuras primarias, se propone que las Trx h vegetales están 

mucho más relacionadas con la Trx humana que con la de E. coli (Schürmann y 

Jacquot, 2000). 

Las Trx h carecen de un péptido de transporte, por lo que se asumía que 

son proteínas citoplásmicas (Meyer et al., 1999). Sin embargo, se ha demostrado 

en arroz (Ishiwatari et al., 1995) y en muchas otras plantas que las Trx h también 

están presentes en el floema. Al no haber una señal de secreción, se cree que las 

tiorredoxinas son transportadas a través de los plasmodesmos debido a su 

tamaño (Ishiwatari et al., 1995; Meyer et al., 1999). De hecho, se ha demostrado 

por microinyección de una Trx h recombinante que la proteína misma tiene la 

capacidad de mediar su propio transporte de célula a célula a través de los 

plasmodesmos (Ishiwatari et al., 1998). Al sumar esta evidencia con la que se 

tiene de la tiorredoxina humana, Trx-1, la cual es secretada masivamente a la 

sangre por linfocitos, hepatocitos, fibroblastos y una variedad de células 

cancerígenas (Powis y Montfort, 2001), se ha sugerido que las tiorredoxinas tienen 

la capacidad de actuar como mensajeros en la transducción de señales (Meyer et 

al., 1999; Powis y Montfort, 2001). Esto sugiere que la Trx h es un elemento móvil 

en las plantas y que puede también actuar como portadora de mensajes 

(Schürmann y Jacquot, 2000), tal y como se describió en el caso del receptor con 

actividad de cinasa del locus S (SRK) en Brassica (Brassicaceae) (Bower et al., 

1996; Cabrillac et al., 2001). 
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II.5.1. Algunas funciones de las Trx h en plantas 

Las tiorredoxinas tipo h también puedan actuar como moléculas de 

señalización en los tejidos vegetales por sus propiedades de regulación redox. 

Esto les podría permitir la interacción con receptores específicos, como es el caso 

de SRK (Cabrillac et al., 2001), descrito previamente. 

Para las Trx h se han sugerido también otras funciones. Un ejemplo de esto 

se presenta durante la germinación de semillas, donde es muy probable que esté 

involucrada en la reducción de las proteínas de almacenaje, inhibidores de 

enzimas y en la regulación de una proteasa dependiente de su estado redox, la 

tiocalsina (Kobrehel et al. 1992; Besse et al., 1996). La relación de las Trx h con la 

germinación y el desarrollo de la semilla sugiere que la Trx h es reducida por la 

NTR con el NADPH metabólicamente generado y que actúa en las etapas 

tempranas del desarrollo de la semilla para iniciar la movilización del nitrógeno y 

carbón al endospermo, que es el sitio principal de almacenaje de reservas en los 

cereales (Kobrehel et al., 1992; Lozano et al., 1996). 

A partir de un análisis del patrón de expresión de los 8 genes descritos de 

Trx h en A. thaliana, se encontró, que a excepción del mRNA de AtTRX8, todos 

los transcritos son detectados en casi todos los órganos, aunque presentan 

diferencias en sus niveles de expresión (Reichheld et al., 2002). En este estudio 

se encontró que los genes producidos por duplicación no muestran un patrón 

idéntico de expresión. El transcrito de AtTRXh3 se acumula abundantemente en 

hojas, mientras que el correspondiente a AtTRXh5 muestra un nivel de 

acumulación mayor en la raíz. Por otro lado, AtTRXh7 se detecta en raíces, tejidos 

reproductivos y en plántulas crecidas in vitro, mientras que los niveles de mRNA 

de AtTRXh8 sólo se detectan en callo. AtTRXh1, AtTRXh2 Y AtTRXh4 se 

expresan primordialmente en la flor que en otros órganos (Reichheld et al., 2002). 

Estos datos apoyan un perfil de expresión diferencial dentro de los miembros de la 

familia multigénica de las Trx h y apoyaría la idea de que tienen diferentes 

funciones en la planta (Reichheld et al., 2002), ya que dependiendo del órgano 

donde se expresen, sus proteínas blanco serán diferentes, y es ahí donde podría 

radicar su especificidad fisiológica. Además, como se muestra en el estudio, 

 38



algunas Trx h coexisten espacialmente, lo que sugiere también una especificidad 

hacia sus proteínas blanco. 

 Varios reportes indican que tanto en las cianobacterias como en las plantas, 

la Trx está involucrada en la desintoxicación por H2O2 por medio de la enzima 

tiorredoxina peroxidasa o peroxirredoxina (PRDX) (Schürmann y Jacquot, 2000), 

la cual pertenece a la familia conservada de proteínas antioxidantes y usa los 

grupos tiol como reductores equivalentes para atrapar a los oxidantes (Chae et al., 

1997). En el citosol, la PRDX puede ser un blanco de la Trx h, ya que esta enzima 

ha sido aislada como un blanco in vivo de la tiorredoxina vegetal tipo h en levadura 

por medio de la estabilización del disulfuro mixto intermedio (Verdoucq et al., 

1999). En células vegetales se han encontrado los equivalentes estructurales y 

funcionales de la PRDX de la levadura y mamíferos. Se cree que el tipo de PRDX 

de dos cisteínas, caracterizado en Hordeum y Spinacia, funciona como 

antioxidante (Baier y Dietz, 1996). 

 
 
II.6. Las Trx h no sólo son tiorredoxinas citoplásmicas 

  

 A las Trx h se les ha considerado como proteínas citoplásmicas por carecer 

de algún péptido de tránsito (Meyer et al., 1999). Sin embargo, recientemente se 

observó que este tipo de Trx se divide en tres subgrupos (Gelhaye et al., 2004a). 

Dentro del subgrupo II se encuentran Trx h que se caracterizan por contener 

extensiones no conservadas hacia su región amino terminal. 

 Ha sido interesante encontrar que los algoritmos disponibles no predicen la 

existencia de algún péptido señal. Sin embargo, Gelhaye et al. (2002) observaron 

que al sobreexpresar a PtTrxh2 (una Trx h de Populus tremula) en células de E. 

coli, la proteína era procesada, por lo que carecía de los primeros 19 residuos de 

aminoácidos. Posteriormente, se demostró que PtTrxh2 se localiza en la 

mitocondria (Gelhaye et al., 2004b). 

 La función de estas extensiones hacia el amino terminal aún no es muy 

clara. Sin embargo, sí es claro que las tiorredoxinas tipo h no son exclusivamente 

 39



proteínas citoplásmicas y que queda mucho por estudiar en estas proteínas y sus 

posibles péptidos señales. 

 

 

II.7. Algunas funciones que desempeñan las tiorredoxinas en diferentes 
organismos 

 

 Todas las tiorredoxinas, como oxidorreductasas ditiol-disulfuro, catalizan la 

reducción de disulfuros mucho más eficientemente que el ditiotreitol (DTT) o el 

mismo glutatión reducido (GSH). El papel de las Trx como portadoras de 

electrones para los ciclos catalíticos de enzimas biosintéticas y como protectoras 

de enzimas citoplásmicas (Arnér y Holmgren, 2000) son sólo dos aproximaciones 

muy generales de lo que estas enzimas realizan dentro de las células. Sin 

embargo, también hay que considerar a la tiorredoxina reductasa, ya que es 

posible que ésta pueda estar regulando las actividades de la misma tiorredoxina 

por ser la única enzima conocida capaz de reducir su sitio activo. Muchos de los 

estudios en procesos tales como crecimiento celular y protección contra estrés 

oxidativo, por mencionar algunos, enfocados en TrxR se han centrado hasta ahora 

en su papel como reductor de Trx (Mustacich y Powis, 2000). 

 En general, los organismos utilizan la tiorredoxina como un donador de 

electrones para la ribonucleótido reductasa, que es una enzima esencial para la 

síntesis del DNA (Laurent et al., 1964; Holmgren, 1989). Asimismo, se requiere 

para reducir los puentes disulfuro de las proteínas intracelulares (Holmgren, 1984; 

Stewart et al., 1998). En la mayoría de los seres vivos se utiliza la tiorredoxina 

para catalizar la reducción de H2O2, evitando así, junto con otras enzimas como la 

catalasa, el estrés oxidativo y la inducción de la apoptosis (Arnér y Holmgren, 

2000). 
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III. HIPÓTESIS 

 

 

 La proteína NaTrxh es una tiorredoxina h con expresión preferencial en 

plantas autoincompatibles de Nicotiana, por lo que es probable que participe en la 

respuesta del rechazo del polen como un reductor de factores involucrados en el 

rechazo del polen S-específico en estilos de N. alata. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 42 

IV. OBJETIVOS 

 

IV.1. Objetivo general 

 

 Caracterizar a la NaTrxh en N. alata para inferir su papel en la respuesta del 

rechazo del polen alelo S-específico. 

 

 

IV.2. Objetivos particulares 

 

a) Evaluar la expresión de la proteína NaTrxh en los estilos de N. alata y de N. 

plumbaginifolia. 

b) Definir el patrón de expresión de la proteína NaTrxh en las plantas de N. 

alata. 

c) Identificar in vitro las proteínas que son reducidas con la NaTrxh en los 

estilos de N. alata. 

d) Definir la localización subcelular de la NaTrxh en el tejido de transmisión de 

los estilos de N. alata. 
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V. MATERIALES Y MÉTODOS
1 

 

V.1. Material biológico 

 

 Se utilizaron plantas de Nicotiana tabacum, N. plumbaginifolia, N. alata 

autoincompatible (genotipos SC10SC10 y S105S105) y N. alata autocompatible 

(cultivar Breakthrough (BT)) crecidas en invernadero. Para el aislamiento de 

proteínas de todos los extractos se utilizaron flores en antesis, excepto cuando se 

indique. También, en algunos casos se utilizaron hojas jóvenes. 

 Las plantas de N. benthamiana y Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia 

(Col-0) fueron crecidas bajo condiciones de invernadero a 22ºC usando un 

fotoperiodo 16:8 (luz:obscuridad). 

 

 

V.2. Análisis filogenético 

 

 Evidencias derivadas del análisis de secuencia de aminoácidos y 

bioquímicas indicaban que la NaTrxh es una tiorredoxina tipo h (Juárez-Díaz, 

2002). Sin embargo, para hacer un análisis filogenético más detallado que 

permitiera ubicar a la NaTrxh dentro de las tiorredoxinas vegetales y sobre todo 

dentro de los tres subgrupos de las tiorredoxinas tipo h (Gelhaye et al., 2004a), se 

alinearon diversas secuencias de tiorredoxinas de plantas con el programa Clustal 

X (Thompson et al., 1997). Basándose en el alineamiento se obtuvo un árbol 

filogenético utilizando el método neighbor-joining (Saitou y Nei, 1987). Este 

análisis filogenético fue realizado con el programa MEGA versión 2.1 (Kumar et 

al., 2001). 

Los números de acceso a la base de datos GenBankTM de las secuencias 

que se utilizaron fueron: Trxs tipo f: A. thaliana (Q9XFH8), Pisum sativum 

(X63537) y Spinacia oleracea (X14959); proteínas similares a Trx: Hordeum 

                                                 
1
 La forma de preparación de ciertos reactivos y algunas metodologías adicionales se encuentran 
en el apéndice. 
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bulbosum (AF159385), Lolium perenne (AF159387), Phalaris coerulescens 

(AF159388), Secale cereale (AF159386), A. thaliana (AAG51342); Trxs tipo h: 

Ipomea batatas (AY344228), A. thaliana (AAG52561, AAD39316, S58119, 

S58118, S58123, S58120 y P29448), Brassica napus (U59379), O. sativa 

(D26547), N. alata (NaTrxh) (DQ021448), Nicotiana tabacum (Q07090 y X58527); 

Trxs tipo m: A. thaliana (AAF15949, O48737, Q9SEU6 y AAF15950), P. sativum 

(X76269), S. oleracea (X51462), Zea mays (L40957); Trx tipo x: A. thaliana 

(AAF15952); y Trx tipo o: A. thaliana (AF396650). 

 

 

V.3. Construcción utilizada para la sobreexpresión y purificación de la 

NaTrxh recombinante 

 

 El marco de lectura abierto encontrado previamente (Juárez-Díaz, 2002) en 

el cDNA AFLP-25F fue usado como molde para la amplificación por reacción en 

cadena de la polimerasa (PCR) de la región codificante (cDNA-NaTrxh) utilizando 

el oligonucleótido forward 5’ CGCGCGGATCCATGGGATCGTATCTTTCAA 3’ y el 

reverse 5’ GCGCGCGGGAATTCAATTTATTGGACATGAAA 3’, con los sitios de 

restricción Bam-HI y Eco-RI, respectivamente. El producto de la amplificación fue 

digerido y ligado al vector de expresión pGEX 4T-2 previamente linearizado con 

las enzimas de restricción Bam-HI y Eco-RI. Finalmente, fue clonado en células de 

E. coli BL21(DE3)pLysS. 

  

 

V.4. Construcciones para la fusión de la NaTrxh con la GFP 

 

 Para probar si la secuencia de la NaTrxh contiene la información necesaria 

para dirigir su secreción, ésta fue fusionada al extremo amino de la proteína verde 

fluorescente (GFP). Se produjo un cDNA con los sitios de restricción Bam-HI en el 

extremo 5’ y Nco-I en el 3’ del cDNA-NaTrxh por PCR. La mezcla de reacción que 
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se utilizó para la amplificación se muestra en la Tabla 4 y las condiciones de PCR 

pueden verse en la Tabla 5. 

 

Tabla 4. Concentraciones utilizadas para cada uno de los reactivos que son necesarios para la 
amplificación por PCR del cDNA-NaTrxh para fusionar la secuencia completa y las mutantes 

NaTrxh∆Nα y NaTrxh∆Nβ con la GFP en el vector pHBT. 
 

Reactivo Concentración final 
Oligonucleótido forward 10 µM 0.2 µM 

Oligonucleótido reverse 10 µM 0.2 µM 
dNTPs 10 mM 0.2 mM 
Amortiguador de PCR con MgCl2 10X 1X 

Taq DNA polimerasa 5 u/µl 1 u 

DNA molde - - - 

Volumen final 50 µµµµl 
 

 
Tabla 5. Condiciones de PCR para amplificar la NaTrxh completa y las mutantes NaTrxh∆Nα y 

NaTrxh∆Nβ con los sitios de restricción Bam-HI y Nco-I en el extremo 5’ y 3’, respectivamente, y 
así fusionarlas con la GFP en el vector pHBT. 
 

Fase Temperatura (°C) Tiempo (min) 
Desnaturalización inicial 94 5.0 
Amplificación (40 ciclos) 

a) Desnaturalización 
b) Alineamiento 
c) Elongación 

 
94 
56 
72 

 
0.5 
1.0 
1.0 

Elongación final 72 5.0 

 

Una vez obtenido el producto de amplificación, se digirió con las enzimas de 

restricción correspondientes para ligarlo al vector pHBT (Sheen et al., 1995), el 

cual contiene el gen de la GFP con los sitios de restricción Bam-HI y Nco-I (ambos 

hacia el extremo 5’ de GFP) (Figura 14A). Los oligonucleótidos que se utilizaron 

fueron el forward 5’ CGCGCGGATCCATGGGATCGTATCTTTCAA 3’ y el reverse 

5’ AGCCATGGTTGGACATG 3’. 

La fusión NaTrxh:GFP en pHBT (Figura 14A) fue retirada con las enzimas 

Bam-HI y Eco-RI para clonarla en el vector binario pBIN19 (Jefferson, 1988), 

quedando así esta fusión bajo el control del promotor 35S del virus del mosaico 

del tabaco (CaMV35S) (Figura 14B) en ambos vectores. 
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Figura 14. Fusión de la NaTrxh con la GFP que se utilizó para los ensayos de expresión transitoria. 
La fusión en el vector pHBT (A) fue utilizada para bombardear plántulas de A. thaliana; mientras 
que la construcción en el vector binario pBIN19 (B) se usó para transformar a Agrobacterium 
tumefaciens y transformar hojas de N. benthamiana por agroinfiltración. Los vectores contienen al 
promotor CaMV35S (35S), una caja TATA (TATA), una región 5’ no traducible (5’UTR), la región 
que codifica para la proteína verde fluorescente (GFP) y el terminador de la transcripción de la 
nitrato sintasa (nos). Los sitios de restricción están indicados como sigue: B: Bam-HI; N: Nco-I; E: 
Eco-RI. 

 

 

V.5. Construcciones para la fusión de la NaTrxh∆∆∆∆Nαααα y de la NaTrxh∆∆∆∆Nββββ con la 

GFP 

 

 Con el fin de probar si la extensión hacia el extremo amino de la NaTrxh era 

la portadora de la información para dirigir su secreción, se eliminó a partir del 

cDNA-NaTrxh original (cDNA-AFLP25F) por PCR. Los oligonucleótidos que se 

utilizaron fueron los forward 5’ GCGCGGATCCATGGCAGAGGCAGAATCAG 3’ 

para la mutante NaTrxh∆Nα y 5’ GCGGATCCATGTCGCGTGTGATTG 3’ para la 

mutante NaTrxh∆Nβ. Ambos oligonucleótidos contienen el sitio de restricción Bam-

HI. El oligonucleótido reverse que se usó fue el mismo que se utilizó para la fusión 

de NaTrxh a GFP con el sitio de restricción Nco-I. La mezcla de reacción para la 

amplificación de ambas mutantes se muestra en la Tabla 4 y las condiciones de 

PCR pueden verse en la Tabla 5. 

 La mutante NaTrxh∆Nα tiene truncado el extremo amino de la NaTrxh hasta 

el residuo Ala-16 que es justo donde el algoritmo Hidden Markov (Bendtsen et al., 

2004b) predice que hay un sitio de corte con una probabilidad del 59.3% (Figura 
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15). Por otro lado, en un trabajo previo se diseñó un péptido para producir 

anticuerpos específicos contra la NaTrxh. Este péptido tiene la secuencia 

EAAEAESGSSSEP, que incluye del residuo Glu-15 al Pro-27. Estos anticuerpos 

sólo pudieron reconocer a la proteína recombinante, mientras que no fue clara la 

detección de la NaTrxh en extractos de proteína total de estilos de N. alata. Por lo 

tanto, la mutante NaTrxh∆Nβ que se generó carece del extremo amino hasta el 

residuo Pro-27 (Figura 15). 

 

 
 

Figura 15. Esquema para las mutantes NaTrxh∆Nα y NaTrxh∆Nβ utilizadas para corroborar 
la existencia del péptido señal. NaTrxh: secuencia completa de la proteína. NaTrxh∆Nα: mutante 

que carece de los primeros 16 residuos (hasta el residuo Ala-16). NaTrxh∆Nβ: mutante que carece 
de los primeros 27 residuos (hasta el residuo Pro-27). WCGPC: indica la secuencia del sitio activo 
de la NaTrxh. 

 

 

V.6. Ensayos para la expresión transitoria en N. benthamiana y en A. thaliana 

Col-0 

 

 La fusión de NaTrxh:GFP en el vector binario pBIN19 (Figura 14) se usó 

para transformar a Agrobacterium tumefaciens pGV2260 (Deblaere et al., 1985). 

Con las células de A. tumefaciens transformantes se transformaron hojas de N. 

benthamiana por agroinfiltración (Schöb et al., 1997; Llave et al., 2000) como a 

continuación se describe. La expresión de la proteína se observó por microscopía 

confocal después de tres días. 

a) A partir de un precultivo de A. tumefaciens con el plásmido deseado, 

inocular un medio fresco con los antibióticos necesarios. En este caso se 

utilizaron rifampicina, ampicilina y kanamicina a una concentración de 
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100 µg/ml cada uno (la cepa pGV2260 es resistente a rifampicina y 

ampicilina. El pBIN19 confiere resistencia a kanamicina). 

b) Incubar con agitación a 28°C toda la noche. 

c) Medir la densidad óptica del cultivo a una longitud de onda de 600 nm. La 

DO600 debe ser de 0.5 aproximadamente. 

d) Centrifugar 5 ml de cultivo a 8,000 rpm por 10 min (por duplicado). 

e) Resuspender el botón celular con 6 ml de medio de infiltración estéril 

(MgCl2 10 mM, MES 10 mM, pH 5.7) y medir la DO600. 

f) Diluir a las células con más medio de infiltración, si es necesario, hasta 

alcanzar una DO600 de 0.5. 

g) Utilizando una jeringa de 1 ml sin aguja, infiltrar por la parte del envés de la 

hoja. 

h) Dejar las plantas en las condiciones de invernadero antes descritas por 3 a 

4 días. 

 

La transformación de A. thaliana Col-0 se llevó a cabo por bombardeo 

(Sanford, 1990) con partículas de tungsteno (M-17, Bio-Rad) cubiertas del vector 

pHBT conteniendo la fusión NaTrxh:GFP, NaTrxh∆Nα:GFP o NaTrxh∆Nβ:GFP 

sobre plántulas de 2 semanas crecidas asépticamente en medio MS 0.5X con 1% 

de sacarosa. La expresión de la proteína fue observada por microscopía confocal 

una semana después de la transformación. 

 

 

V.7. Cuantificación de la proteína total 

 

 La concentración de proteína en todos los experimentos se determinó 

utilizando la técnica de Bradford (1976) con albúmina de suero de bovino (BSA) 

como patrón. 
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V.8. Ensayo para la actividad de las tiorredoxinas 

 

Con el objetivo de comparar la actividad de reductasa de la NaTrxh 

recombinante con la de la Trx recombinante de E. coli (Sigma), se utilizó el método 

espectrofotométrico específico para tiorredoxinas (Holmgren, 1979). Este ensayo 

consiste en medir la turbidez del medio por la precipitación de la cadena B de la 

insulina al liberarse de la cadena A por la reducción de los puentes disulfuro que 

las unen. Dicha reducción es catalizada por la Trx utilizando como donador de 

electrones al ditiotreitol (DTT). 

Para este ensayo de actividad, en cada celda se colocaron 500 µl de 

insulina a una concentración de 1 mg/ml (partiendo de una solución a 10 mg/ml 

preparada como se indica en el apéndice) disuelta en K2PO4 0.1 M, pH 7.0 y 

EDTA 2 mM, pH 8.0. A cada muestra se le agregaron 2.5 µg de la NaTrxh 

recombinante o de la Trx recombinante de E. coli disueltas en un volumen final de 

100 µl con K2PO4 0.1 M, pH 7.0 y EDTA 2 mM, pH 8.0. Para empezar la reacción, 

se les agregó 10 µl de DTT 100 mM. 

 

 

V.9. Sistema de tiorredoxina NADPH/NTR/Trx, aplicado a la NaTrxh in vitro 

 

Las Trx tipo h son reducidas por la tiorredoxina reductasa dependiente de 

NADPH (NTR), a diferencia de las de cloroplasto (Trx m, f y x) que son reducidas 

por la tiorredoxina reductasa dependiente de ferredoxina (FTR). Para demostrar 

que la NaTrxh es una tiorredoxina tipo h, se incubaron por separado 2.5 µg de 

NaTrxh recombinante y 2.5 µg de Trx recombinante de E. coli diluidas en 100 µl de 

Tris⋅HCl 50 mM, pH 7.9, con 2.0 µg de NTR recombinante de E. coli (Sigma) y 

0.125 µmol de NADPH (Sigma), dejando la reacción a 37°C por diferentes 

tiempos. Después, a cada reacción se le agregó 0.2 µmol de monobromobimano 

(mBBr) en 10 µl de acetonitrilo. La solución se incubó a temperatura ambiente por 

20 min. Finalmente, las proteínas ser hirvieron por 5 min en amortiguador de 

muestra con SDS, libre de agentes reductores, separadas por SDS-PAGE en 
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gradiente de concentración del 10 al 20% y visualizadas bajo luz UV (Fluor-S, Fuji 

Corp.). 

 

 

V.10. Producción y semipurificación de anticuerpos policlonales en contra 

de la NaTrxh 

 

 La NaTrxh recombinante fue acoplada a hemocianina (Sigma) y utilizó el 

adyuvante completo de Freund (Sigma), asegurando así el carácter inmunogénico 

en el conejo. El protocolo fue el siguiente: 

a) Disolver 2 mg de hemocianina en 800 µl de agua desionizada estéril. 

b) Adicionar 200 µl de amortiguador salino de fosfatos (PBS). 

c) Agregar a la solución 100 µl de glutaraldehido en solución acuosa al 25% 

diluido en PBS en una proporción de 1:10. 

d) Incubar a temperatura ambiente con rotación continua por 12 h. 

e) Utilizando un tubo centricón-30 (Millipore), eliminar el exceso de 

glutaraldehido centrifugando a 480 g durante 30 min. Agregar 500 µl PBS y 

repetir la centrifugación. Recuperar la solución que contiene a la 

hemocianina. 

f) A la solución con hemocianina, adicionar 400 µg de NaTrxh recombinante 

diluida en PBS. 

g) Incubar a temperatura ambiente con rotación continua por 12 h. 

h) Adicionar en proporción 1:1 el adyuvante completo de Freund. 

i) Inmunizar a los conejos por inyección subcutánea (1 vez a la semana). 

 

A la quinta semana, se obtuvieron 60 ml de sangre del conejo por punción 

cardiaca. El suero fue separado dejando coagular la sangre a 4°C por 1 a 2 h y se 

procedió como a continuación se describe: 

a) Centrifugar a 4,000 g 10 min a 4°C. 

b) Transferir el sobrenadante a un tubo limpio y medir el volumen. 
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c) Adicionar 0.5 volumen de solución saturada de (NH4)2SO4 pH 7.3 

lentamente sobre el suero en agitación continua con ayuda de una barra 

magnética. 

d) Incubar a 4°C por 12 h. 

e) Centrifugar a 4,000 g 30 min a 4°C. Transferir cuidadosamente el 

sobrenadante a un tubo limpio. 

f) Agregar el mismo volumen de la solución de (NH4)2SO4 pH 7.3 que se usó 

en el tercer paso de la misma manera. 

g) Incubar a 4°C por 12 h. 

h) Centrifugar a 4,000 g 30 min a 4°C. Desechar el sobrenadante. 

i) Resuspender el botón en PBS utilizando 0.1 volumen de suero inicial. 

 

 

V.11. Fabricación de una columna con la NaTrxh recombinante unida 

covalentemente 

 

 Como el suero semipurificado por precipitación con (NH4)2SO4 contenía 

anticuerpos que reaccionaron con proteínas de distinta masa molecular del 

esperado para la NaTrxh nativa, se unió covalentemente a la NaTrxh 

recombinante a una matriz inerte (Affi-Gel-10, BioRad) para posteriormente 

purificar los anticuerpos por cromatografía de afinidad. 

 Por otro lado, también se requirió evaluar la posible interacción entre la 

S-RNasa y la NaTrxh. Esta columna también sirvió para los ensayos tipo pull down 

que posteriormente se describirán. 

El procedimiento para fabricar la columna Affi-Gel-NaTrxh fue el siguiente: 

a) Purificar NaTrxh recombinante siguiendo la metodología previamente 

descrita (Juárez-Díaz, 2002) a partir de 6 l de cultivo. 

b) Lavar 1 ml de Affi-Gel (Bio-Rad) con agua desionizada fría. 

c) Mezclar la resina con 27 mg de NaTrxh recombinante diluidos en 3 ml de 

PBS. 

d) Incubar con rotación continua a 4°C por 12 h. 
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e) Lavar la columna con 10 ml de PBS. 

f) Lavar con una solución de  glicina 50 mM, NaCl 50 mM, pH 2.6 y bloquear 

los grupos ésteres que hayan podido quedar activos incubando la resina 

con 2 ml de etanolamina 1 M por 1 h a temperatura ambiente. 

g) Transferir la matriz a una columna y lavar extensivamente para quitar 

reactivos no unidos. 

h) Medir la eficiencia de unión comparando la cantidad de proteína no unida 

con la que se aplicó inicialmente. 

 

 

V.12. Fabricación de una columna bloqueada con BSA o con glicina 

 

 Se estudió la interacción proteína-proteína entre la S-RNasa y la NaTrxh 

utilizando la columna Affi-Gel-NaTrxh. Como control de esta interacción se 

utlizaron dos columnas: una con BSA unida covalentemente a la columna 

(Affi-Gel-BSA) y otra con los grupos activos de la resina bloqueados con glicina 

(Affi-Gel-Gly). Para ambas columnas se utilizó Affi-Gel-15 (Bio-Rad). 

 Para la columna Affi-Gel-BSA se utilizaron 20 mg de BSA por mililitro de 

resina en MOPS 0.1 M, pH 7.5 dejando incubar a la resina toda la noche con la 

proteína y, finalmente, los grupos que pudieron permanecer activos fueron 

bloqueados con glicina 1.0 M, pH 8.0. Para la columna Affi-Gel-Gly se incubó 1 ml 

de la resina por toda la noche con una solución de glicina 1.0 M, pH 8.0. 

 

 

V.13. Purificación de los anticuerpos policlonales contra la NaTrxh 

recombinante 

 

 El suero parcialmente purificado por precipitación con (NH4)2SO4 fue 

dializado contra PBS a 4°C por 12 h, realizando un cambio a las 6 h. La 

purificación de los anticuerpos policlonales contra la NaTrxh recombinante se hizo 

de la siguiente manera: 
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a) Equilibrar la columna Affi-Gel-NaTrxh con 5 lavados de 5 ml PBS cada uno. 

b) Cargar el suero dializado a la columna e incubar con rotación continua por 

1 h a temperatura ambiente. 

c) Lavar la columna con PBS hasta que la A280 sea de 0.0. 

d) Adicionar 1 ml de glicina 50 mM, NaCl 50 mM, pH 2.6, para la elución de los 

anticuerpos unidos. Recibir el eluato en 200 µl de Tris 1 M para neutralizar 

la solución con los anticuerpos. 

e) Repetir el paso anterior 9 veces y medir la absorbancia a 280 nm de cada 

fracción. 

f) Juntar las fracciones en las que se haya obtenido una A280 que indique la 

presencia de proteína, concentrar por liofilización y resuspender con 0.1 

volúmenes del volumen total de las fracciones unidas de PBS. 

 

 

V.14. Extractos de proteína total de N. alata 

 

 Los estilos (con estigma), anteras, ovarios, sépalos, pétalos y hojas jóvenes 

fueron congelados con nitrógeno líquido y triturados con pistilo en un mortero para 

finalmente ser homogenizados en NaCl 50 mM, acetato de sodio 50 mM, pH 5.0 y 

2-mercaptoetanol al 1% (v/v). Posteriormente, el homogenizado se centrifuga a 

20,800 g por 30 min a 4°C para separar cuidadosamente y utilizar la fase soluble 

de cada extracto. Finalmente, los extractos se almacenaron a -80°C hasta su uso. 

 

 

V.15. Extracción secuencial de las proteínas de estilos de N. alata 

 

 Para este propósito se siguió la metodología propuesta por Wu et al. (2000) 

con ciertas modificaciones: 

a) Disectar manualmente los estilos (con estigma) y sumergirlos en una 

solución de Tris⋅HCl 100 mM, pH 8.0, Na2S2O4 2 mM, en una proporción de 
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15 mg (tejido):200µl de amortiguador, durante 2.5 h a 4°C agitando con 

vortex ocasionalmente. 

b) Recuperar el sobrenadante y clarificarlo centrifugando a 20,800 rpm por 

35 min a 4°C (fracción de proteínas solubles de matriz extracelular). 

c) Lavar a los estilos con el mismo amortiguador del primer paso y desechar la 

solución. 

d) Sumergir los mismos estilos utilizando la misma proporción antes 

mencionada en Tris⋅HCl 40 mM, pH 8.0, NaCl 400 mM, Na2S2O4 2 mM por 

2.5 h a 4°C agitando ocasionalmente con vortex. 

e) Recuperar el sobrenadante y clarificarlo centrifugando a 14,000 rpm por 

35 min a 4°C (fracción de proteínas de matriz extracelular asociadas a la 

pared celular). 

f) Lavar con el mismo amortiguador del cuarto paso y desechar la solución. 

g) Congelar los mismos estilos con nitrógeno líquido y triturarlos hasta obtener 

un polvo fino para finalmente homogenizarlo con NaCl 400 mM, Tris⋅HCl 

40 mM, pH 8.0, tritón X-100 al 1%, Na2S2O4 2 mM (utilizando la misma 

proporción tejido:amortiguador antes mencionada). 

h) Centrifugar a 20,800 rpm por 35 min a 4°C y recuperar el sobrenadante 

(fracción intracelular). 

 

Con el fin de aumentar la concentración de proteína total de cada fracción, 

los extractos fueron liofilizados, resuspendidos en agua desionizada y dializados 

contra Tris⋅HCl 50 mM, pH 7.9. 

 

 

V.16. Inmunodetección de las diferentes proteínas 

 

 Para estos ensayos, las proteínas aisladas de los tejidos de N. alata (y en 

algunos casos de N. tabacum, N. plumbaginifolia, N. bonarensis, N. forgetiana y N. 

longiflora) fueron separadas por SDS-PAGE al 12.5% y luego electrotransferidas a 
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una membrana de nitrocelulosa por 50 min a 75 mA en un sistema semihúmedo. 

La metodología para la inmunodetección fue la siguiente: 

a) Bloquear la membrana sumergiéndola en leche descremada al 5% disuelta 

en PBS con Tween-20 al 0.1% por un mínimo de 2 h a temperatura 

ambiente. 

b) Desechar la solución anterior y agregar el anticuerpo primario diluido 

adecuadamente en solución de bloqueo fresca. 

• Anti-S105-RNasa: 1:10,000. 

• Anti-NaTTS (PRP4): 1:6,000. 

• Anti-NaTrxh: 1:1000. 

c) Incubar por 3 h a temperatura ambiente o por toda la noche a 4°C con 

agitación suave constante. 

d) Desechar la solución y hacer un lavado con PBS de 5 min y otro de 10 min. 

• En el caso de la inmunodetección de la S105-RNasa, el segundo 

lavado se realizó con PBS más NaCl 0.25 M. 

e) Agregar la solución del primer paso con el anticuerpo secundario 

(anticonejo) acoplado a peroxidasa o fosfatasa alcalina. 

f) Incubar con agitación constante por 1 – 2 h a temperatura ambiente. 

g) Hacer tres lavados con PBS de 10 min cada uno. 

• Si el anticuerpo secundario está acoplado a la fosfatasa alcalina, 

entonces es necesario realizar un lavado extra con NaCl al 0.58% y 

MgCl2 al 0.1% en Tris⋅HCl 100 mM, pH 9.0. 

h) Revelar con 10 ml de Tris⋅HCl 100 mM, pH 8.5 conteniendo 25 µl de ácido 

4-hidroxicinámico en dimetil sulfóxido (DMSO), 50 µl de luminol en DMSO y 

17 µl de H2O2 al 2%, en el caso de que el anticuerpo secundario esté 

acoplado a peroxidasa. Si está acoplado a la fosfatasa alcalina, entonces 

se usan 100 µl de cloruro de nitrotetrazolio azul (nBT) (33 mg/ml en DMSO 

al 70%) y 100 µl de 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) (17 mg/ml en 

DMSO) en una solución de NaCl al 0.58% y MgCl2 al 0.1% en Tris⋅HCl 100 

mM, pH 9.0. 
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V.17. Ensayos de colocalización de la NaTrxh y de la SC10-RNasa en los 

estilos de N. alata SC10SC10 

 

 El protocolo para los ensayos de colocalización fue el siguiente: 

a) Al cosechar los estilos de N. alata SC10SC10 cortarlos en tres secciones 

(parte inferior, media y superior) e inmediatamente fijarlos en formaldehído 

al 4% en PBS por 2 h a 4°C. 

b) Deshidratar las muestras sumergiéndolas en concentraciones de etanol al 

50, 70, 85, 96 y 100% (dos veces en esta última) por 30 min en cada una. 

c) Embeber las muestras con una solución de xilol:parafina (Paraplast Plus, 

Polysciences) en proporción 1:1. Luego, embeber en Paraplast Plus puro. 

Ambos pasos se realizan a 55°C. 

d) Realizar cortes transversales con un grosor de 6 – 7 µm. 

e) Eliminar la parafina sumergiendo los portaobjetos en solución Slide Brite a 

temperatura ambiente. 

f) Hidratar las muestras sumergiéndolas en concentraciones decrecientes de 

etanol (100, 96, 85 y 70%) por 10 min en cada una. Finalmente, sumergir 

las muestras en PBS por 10 min dos veces. 

g) Bloquear las secciones con la solución de bloqueo (BSA al 3.0%, azida de 

sodio al 0.01% y Tritón X-100 al 0.1% en PBS) por 4 h a 4ºC. 

h) Desechar la solución de bloqueo. 

i) Incubar simultáneamente las secciones con los anticuerpos primarios 

(anti-NaTrxh de conejo y anti-SC10-RNasa de ratón) a 4ºC por toda la noche. 

• Para el ensayo de competencia, previo a este paso, los anticuerpos 

primarios se incuban con 100 µg de la NaTrxh recombinante pura a 

temperatura ambiente. La solución completa se utiliza para aplicarla 

sobre los cortes. 

j) Realizar lavados con PBS. 

k) Incubar simultáneamente con los anticuerpos secundarios [anti-conejo con 

el fluorocromo Alexa 568 acoplado (rojo) y anti-ratón acoplado al 

fluorocromo isotiocianato de fluoresceína (FITC) (verde)]. 
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l) Lavar con PBS. 

m) Las muestras se montan en medio de montaje para fluorescencia (Dako) y 

pueden ser observadas bajo el microscopio confocal de fluorescencia. 

 

 

V.18. Reducción in vitro de las proteínas de los estilos de N. alata 

 

 Los extractos proteicos que se utilizaron para estos ensayos fueron 

obtenidos sin 2-mercaptoetanol (extractos de proteína total) o sin Na2S2O4 

(fracción soluble de la matriz extracelular). La estrategia consistió en incubar 50 µg 

de proteína a 37°C bajo las siguientes condiciones por 3 h en un volumen final de 

100 µl de Tris⋅HCl 50 mM, pH 7.9: 

1. Control (sin agentes reductores). 

2. DTT (100 mM). 

3. 2.5 µg NaTrxh recombinante + 2.0 µg NTR recombinante de E. coli + 

0.125 µmol NADPH. 

 

 

V.19. Identificación de las proteínas blanco de la NaTrxh en estilos de N. 

alata con el sistema de electroforesis en dos dimensiones (no 

reductora/reductora) 

 

 Con los extractos totales o solubles de matriz extracelular de estilos de N. 

alata sin reducir, reducidos con DTT o con el sistema Trx, se siguió la estrategia 

propuesta por Yano et al. (2001). Esta estrategia consiste en marcar a los grupos 

tiol con mBBr, el cual es una sonda fluorescente que se une a los grupos 

sulfhidrilo. Posteriormente, las proteínas son separadas electroforéticamente en 

dos dimensiones. Al utilizar condiciones no reductora/reductora se revela la 

especificidad de la tiorredoxina en la reducción de puentes disulfuro 

intramoleculares contra intermoleculares, ya que en la segunda dimensión se 

localizan en una diagonal sobre el gel, además de que fluorescentemen por el 
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mBBr, mientras que en un control (sin tratamiento reductor previo a la primera 

dimensión), las proteínas que formen puentes disulfuro intracatenarios quedan 

sobre la diagonal y las otras debajo de ésta (Figura 16). 

 

 
 
Figura 16. Identificación de proteínas blanco para la Trx (Yano et al., 2001). A. Los puentes 
disulfuro de las proteínas de un extracto son reducidos por DTT o por el sistema NADPH/NTR/Trx. 
Los grupos sulfhidrilo fluorescen por el monobromobimano (mBBr). B y C. Las proteínas son 
separadas por SDS-PAGE en dos dimensiones, la primera (1) bajo condiciones no reductoras y la 
segunda (2) bajo condiciones reductoras. B. Para el control, las proteínas no son reducidas por 
DTT ni por el sistema NADPH/NTR/Trx, por lo que las proteínas que formen puentes disulfuro 
intercatenarios quedarán debajo de la diagonal, mientras que las que tengan puentes disulfuro 
intracatenarios quedarán encima de ésta. C. Si las proteínas son reducidas antes de la primera 
dimensión electroforética, migrarán la misma distancia en ambas dimensiones, por lo que quedarán 
sobre una diagonal y además estarán marcadas fluorescentemente. Las proteínas sombreadas 
son proteínas blanco de la tiorredoxina. Este esquema muestra lo que se espera al reducir a las 
proteínas con el sistema NADPH/NTR/Trx. Las proteínas sombreadas son proteínas blanco de la 
tiorredoxina. 

 

 Una vez tratados los extractos se siguió la metodología para el sistema de 

electroforesis en dos dimensiones: 

a) Adicionar a la solución de proteínas 0.2 µmol mBBr en 10 µl de acetonitrilo 

e incubar con rotación continua por 20 min a temperatura ambiente. 

b) Disolver con amortiguador de muestra libre de agentes reductores y realizar 

la primera dimensión electroforética. 
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c) Una vez terminada la electroforesis, cortar el carril y sumergirlo en 

amortiguador de muestra con 2-mercaptoetanol al 5% por 20 min a 

temperatura ambiente. 

d) Colocar el carril sobre otro gel de poliacrilamida y realizar la segunda 

dimensión electroforética. 

Visualizar a las proteínas marcadas bajo luz UV (Fluor-S, Fuji Corp.) y finalmente 

teñirlas con azul brillante de Coomassie. 

 

 

V.20. Identificación de algunas proteínas blanco de la NaTrxh en los estilos 

de N. alata por cromatografía de afinidad 

 

 Con el fin de contar con más evidencia acerca de las proteínas blanco de la 

NaTrxh en N. alata, se decidió utilizar una resina (ThioBond, Invitrogen) que 

cuenta con el grupo 4-aminofenilarsinóxido (PAO) unido a agarosa como soporte 

(Figura 17) para realizar un análisis cormatográfico por afinidad. 

 

 

 
 
Figura 17. Esquema de la resina Thiobond (Invitrogen) que contiene al grupo 
4-aminofenilarsinóxico (PAO) unido a agarosa por un espaciador de 10 átomos de carbono. Los 
átomos de azufre de los grupos tiol vecinos de alguna proteína con puentes disulfuro reducidos se 
unen covalentemente al arsénico del grupo PAO. Este enlace puede romperse aumentando la 

concentración de 2-mercaptoetanol (β-ME) y así se eluyen a las proteínas unidas. 

 

 Para que las proteínas con grupos tiol vecinos puedan unirse a la columna 

con el grupo PAO (Kalef et al., 1993), ésta debe activarse de la siguiente manera: 

a) Tomar el volumen necesario de resina, dejar que se asiente por gravedad y 

decantar cuidadosamente. 
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b) Resuspender con cuatro volúmenes cama de amortiguador 

(Tris·HCl 50 mM, pH 7.9) con 2-mercaptoetanol 20 mM. Dejar que se 

asiente por gravedad y decantar. 

c) Repetir el paso anterior, pero ahora dejar incubar la resina en el 

amortiguador con rotación continua por 1 h a temperatura ambiente. Dejar 

que se asiente y decantar. 

d) Lavar tres veces con cuatro volúmenes de Tris·HCl 50 mM, pH 7.9. 

 

Una vez activada la resina, se puede hacer la cromatografía. Para estos 

experimentos se usó proteína de la fracción soluble de la matriz extracelular de 

estilos de N. alata S105S105 (obtenida sin Na2S2O4) en Tris·HCl 50 mM, pH 7.9. Los 

tratamientos previos a la cromatografía fueron los siguientes: 

a) Sin tratamiento reductor. 

b) Reducción con 2-mercaptoetanol 20 mM. 

c) Reducción con 2.5 µg NaTrxh recombinante + 2.0 µg NTR recombinante de 

E. coli + 0.125 µmol NADPH. 

 

Las muestras fueron incubadas por 4 h a 37°C en un volumen final de 

200 µl, utilizando 100 µg de proteína. Al finalizar las incubaciones, cada fracción 

fue aplicada a 70 µl de volumen cama de resina activada y se procedió con la 

siguiente metodología: 

a) Incubar con rotación continua a 4°C por 1 h. 

b) Dejar que la resina se asiente por gravedad y separar la fracción no unida 

por decantación. 

c) Lavar dos veces con cuatro volúmenes cama de Tris·HCl 50 mM, pH 7.9 

con 2-mercaptoetanol 1 mM, dejando que la resina se asiente entre cada 

lavado para poder decantar. 

d) Lavar la resina más astringentemente con tres volúmenes cama de 

Tris·HCl 50 mM, pH 7.9 con 2-mercaptoetanol 5 mM cinco veces, 

recuperando por separado cada fracción. 
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e) Eluir a las proteínas fuertemente unidas aplicando tres volúmenes cama de 

Tris·HCl 50 mM, pH 7.9 con 2-mercaptoetanol 0.5 M tres veces, 

recuperando por separado cada fracción. 

f) Liofilizar todas las fracciones, disolverlas con amortiguador de muestra con 

DTT y hervir por 5 min (en un volumen suficiente para realizar el 

SDS-PAGE por duplicado). 

• Uno de los geles se usó para teñir a las proteínas con nitrato de 

plata. 

• El segundo gel se utilizó para el análisis por Western-blot; en este 

caso no se aplicó la fracción no unida.  

 

 

V.21. Interacción proteína-proteína por cromatografía de afinidad 

 

 Para demostrar que la NaTrxh interacciona con la S-RNasa, se utilizó un 

extracto de proteínas de estilo de N. alata S105S105 homogeneizando el tejido en 

Tris·HCl 50 mM, pH 7.9. Por la columna Affi-Gel-NaTrxh fue pasado 1 mg de 

proteína total de dicho extracto. Después de obtener la fracción no unida, la 

columna se lavó 10 veces con dos volúmenes cama cada vez de Tris·HCl 50 mM, 

pH 7.9. Posteriormente, la columna se lavó secuencialmente de la siguiente 

manera: 

a) Tris·HCl 50 mM, pH 7.9 + Tween X-100 al 1%. 

b) Tris·HCl 50 mM, pH 7.9 + NaCl 0.1 M. 

c) Tris·HCl 50 mM, pH 7.9 + NaCl 0.2 M. 

 

Para eluir las proteínas que interaccionan fuertemente con la NaTrxh fue 

necesario lavar la columna con una solución de glicina 50 mM, pH 2.6 + 

NaCl 50 mM. Las muestras se neutralizaron adicionando 1/5 volumen de Tris 1M. 

Finalmente, las fracciones se concentraron por precipitación con acetona fría a -

20ºC y analizadas por SDS-PAGE al 12.5%. Los geles fueron transferidos a 
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membrana de nitrocelulosa para inmunodetectar a la S-RNasa y/o a la proteína 

120K. 

Como control para la interacción proteína-proteína se pasó 1 mg de 

proteína total proveniente de estilos, en Tris·HCl 50 mM, pH 7.9, por las columnas 

Affi-Gel-BSA y Affi-Gel-Gly. Se hicieron los mismos lavados y eluciones que con la 

columna Affi-Gel-NaTrxh; ninguna proteína estilar se retuvo en estas columnas 

control. 



VI. RESULTADOS 
 

VI.1. El patrón de expresión de la NaTrxh en los distintos órganos de N. alata 
 

 Para conocer el patrón de expresión de la proteína NaTrxh en los distintos 

órganos de N. alata, se prepararon extractos de proteína total de los estilos (en 

diferentes fases de desarrollo), las anteras, los ovarios, los sépalos, los pétalos 

(flores en antesis) y de las hojas jóvenes. Las proteínas fueron separadas por 

SDS-PAGE al 12.5% y analizadas por réplica en Western. Para la 

inmunodetección se utilizó el suero con los anticuerpos con la NaTrxh 

recombinante semipurificados por precipitación con (NH4)2SO4 (Figura 18). 
 

 
 
Figura 18. Inmunodetección de la NaTrxh en los extractos de proteína total de los distintos 
órganos de N. alata BT, utilizando los anticuerpos policlonales contra la NaTrxh. 
 

 Los resultados de este inmunoanálisis demostraron que los anticuerpos 

contra la NaTrxh presentan reacción cruzada con especies proteicas cuya masa 

molecular oscila entre los 95 y ∼200 kDa, así como con proteínas de baja masa 

molecular. Dentro de estas últimas, se inmunodetectó principalmente a una 

proteína de masa similar que la de la NaTrxh en todos los extractos analizados 

(Figura 18). Sin embargo, también se detectaron otras proteínas de masa 
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molecular por debajo de la NaTrxh. La expresión de la banda que coincide con la 

NaTrxh es ubicua, como el que se ha reportado para las tiorredoxinas. 

 Para eliminar a las inmunoglobulinas del suero anti-NaTrxh que generaban 

la reacción cruzada con otras proteínas de N. alata y evaluar específicamente el 

patrón de expresión de la NaTrxh, se purificó el suero anti-NaTrxh por 

cromatografía de afinidad. Para esto, se sobreexpresó a la NaTrxh fusionada a 

GST que está contenida en el vector pGEX-4T2 en células de E. coli. Después de 

la purificación por cromatografía de afinidad y la escisión de NaTrxh de GST 

(Juárez-Díaz, 2002), se recuperaron 30 mg de NaTrxh recombinante con un alto 

grado de pureza. La proteína pura fue unida covalentemente a una matriz inerte 

(Affi-Gel) y así se generó una columna de afinidad (Affi-Gel-NaTrxh). El porcentaje 

de unión fue del 65% aproximadamente, por lo que en 1 ml de resina se fijaron 

16.06 mg de NaTrxh recombinante. 

 El suero anti-NaTrxh fue dializado contra PBS y pasado por la columna 

Affi-Gel-NaTrxh. Después de lavar la columna hasta obtener una A280 de 0.0 

(fracción 7, Figura 19A), se procedió a la elución de las proteínas unidas 

fuertemente aplicando una solución de glicina 50 mM, NaCl 50 mM, pH 2.6 

(fracción 8, Figura 19A). Las fracciones que contenían una mayor cantidad de 

proteína (fracciones 10 a 13, Figura 19A) se mezclaron y se consideraron como la 

fase unida a la columna. Tanto la fase no unida (primeras dos fracciones, Figura 

19A), como la unida a la columna fueron concentradas por liofilización y 

resuspendidas en PBS utilizando la misma proporción de volumen inicial a 

volumen de resuspensión para evaluar su capacidad de inmunodetectar a la 

NaTrxh recombinante. En la figura 19B se observa que sólo la fracción unida se 

enriqueció con los anticuerpos anti-NaTrxh. 
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Figura 19. Purificación del suero anti-NaTrxh. A. Análisis por absorbancia (280 nm) de las 
fracciones obtenidas de la purificación del suero por cromatografía de afinidad utilizando la 
columna Affi-Gel-NaTrxh. Los lavados se hicieron agregando PBS a la columna (fracciones 1 a 7), 
mientras que la elución se efectuó con glicina 50 mM, NaCl 50 mM, pH 2.6 (a partir de la fracción 
8). Los recuadros indican las fracciones que fueron mezcladas y consideradas como la fase no 
unida (NU) y la unida (U) a la columna, respectivamente. B. Análisis por Western-blot de la fase no 
unida a la columna (NU) y la unida a ésta (U) de su capacidad de inmunodetectar 1 μg de la 
NaTrxh recombinante utilizando títulos de 1:1,000 y 1:2,000, como se indica. 
 

El suero purificado anti-NaTrxh con las proteínas recombinantes NaTrxh y 

Trx de E. coli detectaba específicamente a la NaTrxh recombinante (Figura 20A). 

Al repetir el inmunoanálisis en distintos órganos de N. alata, sólo se 

inmunodetectó a la banda de 16 kDa que coincide con la masa molecular teórica 

de la NaTrxh (Figura 20B). Por lo tanto, se puede concluir que la NaTrxh se 

expresa en todos los órganos de la planta, pero sobre todo se encuentra en los 

estilos maduros, coincidiendo temporalmente con las proteínas involucradas en las 

interacciones polen-pistilo. 
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Figura 20. Inmunodetección de la NaTrxh utlizando los anticuerpos purificados por cromatografía 
de afinidad. A. Los anticuerpos sólo reconocen a la NaTrxh recombinante (NaT) y no a la Trx 
recombinante de E. coli (EcT). B. Patrón de expresión de NaTrxh en estilos maduros (E), anteras 
(A), ovarios (O), pétalos (P), sépalos (S) y hojas (H) de N. alata utilizando los anticuerpos contra 
NaTrxh recombinante purificados por cromatografía de afinidad. A la izquierda de cada membrana 
se presenta el gel teñido con azul de Coomassie correspondiente. 
 

 

VI.2. La NaTrxh se expresa preferentemente en las especies 
autoincompatibles de Nicotiana 

 

 El cDNA AFLP-25F fue aislado por su expresión diferencial entre estilos de 

N. alata BT y N. plumbaginifolia a nivel de mRNA (Figura 10), por lo que fue 

necesario demostrar que este patrón se reproducía a nivel de proteína. 

 El patrón de expresión a nivel de proteína se evaluó por inmunodetección 

de la NaTrxh utilizando extractos de proteína total de estilos de de N. alata AI 

S105S105 y AC BT, de AC N. plumbaginifolia y AC N. tabacum. En la Figura 21 se 

demuestra que la expresión de NaTrxh no sólo es mayor a nivel de mRNA (Figura 

10) sino también a nivel de proteína en estilos de N. alata que de N. 

plumbaginifolia y N. tabacum. 

 La diferencia de expresión a nivel de proteína de NaTrxh no es tan 

pronunciada cuando se comparan los estilos de N. plumbaginifolia con los estilos 

de N. alata S105S105. De hecho, también existe una aparente diferencia entre los 

estilos de los dos genotipos de N. alata (Figura 21). Esta diferencia posiblemente 

se debe a que cuando se normalizan las cantidades de proteína total, los extractos 

de N. alata S105S105 contienen una proporción muy elevada de S-RNasa con 
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respecto al resto de las proteínas. De esta manera, los extractos de N. alata BT, 

que no expresa ninguna S-RNasa, aparentemente contienen más NaTrxh. Se 

puede considerar que los niveles reales de la NaTrxh corresponden a un perfil 

donde las proteínas se encuentran mejor representadas, como se encontró en los 

extractos de estilos de N. alata BT, N. plumbaginifolia o N. tabacum. Por lo tanto, 

al comparar los niveles de la NaTrxh entre estilos de N. alata S105S105 y  N. 

plumbaginifolia, debe considerarse la abundancia relativa de las proteínas al ser 

normalizadas y cargadas en el gel para su análisis. 

 

 
 
Figura 21. Inmunodetección de la NaTrxh en los extractos de proteína total (15 μg) de los estilos 
de N. alata S105S105 (AI), de N. alata BT (AC), de N. plumbaginifolia y de N. tabacum (ambas AC), 
usando el suero purificado anti-NaTrxh. A la izquierda se muestra el gel teñido con azul de 
Coomassie. 
 

 

 En un análisis más amplio para evaluar la presencia de la NaTrxh en otras 

especies de Nicotiana, se incluyeron a las siguientes especies AI: N. alata 

S105S105, N. alata BT (AC por no expresar S-RNasas), N. bonarensis, N. forgetiana 

y N. longiflora (cultivar AC por no expresar S-RNasas); y las siguientes AC: N. 

glauca, N. plumbaginifolia y N. tabacum. Fue interesante observar que los niveles 

de la NaTrxh son mayores en las especies AI que en las AC (Figura 22). Este 

resultado apoya la idea de que este gen efectivamente se encuentra involucrado 
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en el sistema de AI y, por lo tanto, sea un gen modificador que participaría en el 

rechazo del polen alelo S-específico en Nicotiana. 

 
 
Figura 22. Inmnodetección de la NaTrxh en los extractos de proteína total de los estilos de algunas 
especies autoincompatibles (AI): N. alata S105S105, N. alata BT (AC*: compatible por carecer de 
S-RNasas), N. bonarensis, N. forgetiana y N. longiflora (AC*: compatible por carecer de S-RNasas) 
y de algunas especies autocompatibles (AC): N. glauca, N. plumbaginifolia y N. tabacum. Para la 
inmunodetección se utilizó el anticuerpo anti-NaTrxh purificado. A la izquierda se muestra el gel 
teñido con azul de Coomassie. 
 

 

VI.3. La NaTrxh es una tiorredoxina tipo h 
 

Debido a que las Trx forman un grupo muy diverso en las plantas, fue 

necesario determinar para qué tipo de Trx codificaba NaTrxh. Se hizo un análisis 

filogenético utilizando el método de neighbor-joining (Kumar et al., 2001) con 

diferentes secuencias de aminoácidos de Trx vegetales. El resultado de este 

análisis filogenético (Figura 23) muestra cinco grupos de tiorredoxinas 

correspondientes a los tipos específicos (f, m, x, o y h) y, por lo tanto, a su 

localización subcelular. Cuatro grupos corresponden a las tiorredoxinas 

organelares, de los cuales los dos principales son las tiorredoxinas de cloroplasto 

tipo m y las tipo f. Por otro lado, se encuentra la tiorredoxina tipo x (de cloroplasto) 

usada en el análisis y en otra rama a la única tiorredoxina mitocondrial hasta ahora 

identificada de A. thaliana (tiorredoxina tipo o). El otro grupo principal del análisis 

corresponde a las Trx tipo h. Este grupo se subdivide en tres subgrupos, los 
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cuales corresponden perfectamente con los descritos por Gelhaye et al. (2004a). 

Dentro de este grupo de Trx se encuentra ubicada la secuencia de la NaTrxh, 

incluida en el subgrupo II de las Trx h (Figura 23). 

 
 
Figura 23. Análisis filogenético de las tiorredoxinas vegetales. Cuatro grupos (Trx f, Trx m, Trx x y 
Trx o) corresponden a las tiorredoxinas organelares. El quinto grupo contiene a las tiorredoxinas 
tipo h (Trx h). Este último se encuentra dividido en tres subgrupos (Sub I, Sub II y Sub III). La 
NaTrxh (resaltada y señalada con la flecha) se encuentra dentro del subgrupo II de las Trx h. 
 

 

VI.4. La NaTrxh recombinante actúa como Trx típica y es reducida con 
NADPH y con la NTR 
 

 Para conocer el papel que desempeña la NaTrxh en eventos de 

polinización, es necesaria la identificación de sus proteínas blanco. Con este 

objetivo, se analizó la capacidad de la NaTrxh para reducir los puentes disulfuro 

de la insulina (Holmgren, 1979) comparándola con la de la tiorredoxina 

recombinante de E. coli. El resultado indica que ambas proteínas cualitativamente 

presentan un perfil de actividad igual (Figura 24). 
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Figura 24. Actividad de reductasa de la NaTrxh (cuadrados) y de la Trx de E. coli (triángulos). 
Ambas proteínas fueron incubadas con la insulina en presencia (rellenos) o ausencia (vacíos) de 
DTT como donador de electrones. El ensayo de reducción de la insulina sólo con DTT 0.1 M fue 
utilizado como control (asteriscos). 
 

 

En las plantas, el sistema típico reportado para las Trx tanto citoplásmicas 

como mitocondriales es el sistema NADPH/NTR/Trx. En el caso de las Trx 

mitocondriales existe una NTR en mitocondria (Laloi et al., 2001); mientras que las 

Trx h son reducidas por la NTR de citoplasma (Florencio et al., 1988). Sabiendo 

que la NaTrxh tiene un perfil de actividad típico de Trx (Figura 24), incubando el 

sistema completo por diferentes tiempos y marcando los grupos sulfhidrilo con 

mBBr, se demostró que la NaTrxh es reducida por la NTR recombinante de E. coli 

a partir de NADPH (Figura 25). De esta manera, se siguió la estrategia de reducir 

in vitro a las proteínas estilares de N. alata utlizando el sistema NADPH/NTR/Trx 

para identificar a las proteínas blanco de la NaTrxh. 
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Figura 25. Reducción de la NaTrxh recombinante con NADPH y con la NTR recombinante de E. 
coli (NTR E. coli). Los electrones únicamente fluyen cuando se encuentra el sistema 
NADPH/TrxR/Trx completo, lo cual se observa por el aumento en la fluorescencia de los grupos 
sulfhidrilo en la Trx por el marcaje con mBBr. En el panel inferior se muestra el análisis 
densitométrico de cada una de las muestras. Los datos de fluorescencia de la NaTrxh se 
normalizaron con respecto al carril marcado con un asterisco, mientras que los de la Trx de E. coli 
con el carril marcado con dos asteriscos. Trx E. coli: tiorredoxina recombinante de E. coli. 
 

 El resultado que se observa en la figura 25 indica que la NaTrxh recibe los 

electrones del NADPH únicamente cuando está la NTR de por medio. El 

incremento en la fluorescencia de la NaTrxh es reflejo del aumento de grupos 

sulfhidrilo, los cuales son producto de la reducción del puente disulfuro ubicado en 

el sitio activo de la misma Trx. Obtener este resultado es relevante porque a pesar 

de que la NTR de procariotes es muy similar a las de plantas, existen reportes en 

los que se plantea que una NTR de procariotes no reduce a una tiorredoxina de 

plantas (Meyer et al., 1999). Así, que con estos datos queda demostrado que la 

NaTrxh es una Trx h y que además, la NaTrxh puede ser reducida por la NTR 

recombinante de E. coli (Figura 25). Esto asegura que la reducción in vitro de las 

proteínas estilares de N. alata utilizando el sistema NADPH/NTR/NaTrxh pueda 

llevarse a cabo. 
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VI.5. Identificación de algunas proteínas blanco con una electroforesis en 
dos dimensiones SDS-PAGE (no reductora/reductora) 
 

 Para conocer el papel bioquímico de la NaTrxh en el rechazo del polen alelo 

S-específico, fue primero necesario identificar a sus proteínas blanco, es decir, 

conocer aquellas proteínas cuyos disulfuro fueran reducidos por la NaTrxh y 

demostrar que su función pudiera ser regulada por su estado redox. 

 Para tal propósito se probó el sistema de identificación de proteínas blanco 

de Trx propuesto por Yano et al. (2001), el cual consiste en un sistema de 

electroforesis desnaturalizante en dos dimensiones. La primera dimensión 

electroforética se realiza en condiciones no reductoras, es decir, los grupos tiol de 

las proteínas del extracto crudo son marcados con mBBr y las proteínas 

desnaturalizadas con amortiguador sin DTT ó 2-mercaptoetanol. Para la segunda 

dimensión, el carril en el cual fueron separadas las proteínas es cortado del gel, 

sumergido en amortiguador de muestra con 2-mercaptoetanol (5%) y colocado 

sobre el segundo gel para su fraccionamiento electroforético. 

Las condiciones para la primera dimensión fueron las que variaron y se 

muestran a continuación: 

a) Sin agentes reductores. 

b) Reducción con DTT. 

c) Reducción con NADPH + NTR + NaTrxh. 

 

 La primera condición sirve como control negativo y muestra aquellos grupos 

sulfhidrilo que no forman puentes disulfuro (i. e. alguna cisteína libre) o se 

mantienen reducidos a pesar de las condiciones oxidantes de la extracción de 

proteínas. Estas proteínas fluorescerán por el marcaje con mBBr y quedarán sobre 

una diagonal porque su migración tanto en la primera como en la segunda 

dimensión debe ser igual;  mientras que las proteínas con puentes disulfuro se 

reducirán en la segunda dimensión y tendrán un patrón de migración diferente en 

ésta, quedando así fuera de la diagonal. Además, estas proteínas no estarán 
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marcadas con fluorescencia, ya que el mBBr se aplica antes de realizar la primera 

dimensión electroforética. 

La segunda condición revelará el total de sulfhidrilos marcados, es decir, 

fluorescen tanto los grupos tiol iniciales libres como aquéllos que fueron producto 

de la reducción de algún puente disulfuro, quedando todas las proteínas sobre una 

diagonal. Bajo esta condición, realizando una sustracción de las proteínas con 

grupos tiol marcados en el control negativo, se hacen evidentes aquellas proteínas 

cuyos puentes disulfuro podrían ser blanco de la NaTrxh. 

 Al utilizar el sistema NADPH/NTR/Trx con la NaTrxh recombinante se 

espera un intermedio entre las dos condiciones anteriores. No se tiene muy claro 

aún, pero las tiorredoxinas reducen sólo a algunas proteínas, es decir, existe cierta 

especificidad hacia su proteína blanco. Por lo tanto, se tendrían proteínas tanto 

dentro como fuera de la diagonal, un marcaje fluorescente mayor al control 

negativo pero menor (o menos generalizado) que en el caso del control positivo. 

 Al realizar este análisis utilizando un extracto de proteínas solubles de 

matriz extracelular de estilos de N. alata S105S105, se determinó que en el control 

negativo existieron grupos sulfhidrilos basales (Figura 26B). Al tener un extracto 

completamente reducido, las proteínas marcadas estuvieron sobre la diagonal tal y 

como se esperaba (Figuras 26C y D). Sin embargo, al tratar con NADPH, la NTR 

recombinante de E. coli y la NaTrxh recombinante de N. alata, se observó que 

existen algunas proteínas que fueron reducidas por esta tiorredoxina pero de 

manera un poco más discreta que cuando fueron reducidas con DTT (Figura 26F). 

 Algo interesante de estos resultados era que una de las proteínas 

claramente reducida por la NaTrxh era muy abundante y tenía una masa 

molecular similar a la de la S-RNasa (Figura 26F). Al realizar una inmunodetección 

utilizando anticuerpos anti-S105-RNasa se confirmó que, en efecto, esta proteína 

era la S-RNasa (Figura 26G), lo cual es de gran importancia por ser la 

determinante femenina en el rechazo del polen alelo S-específico en N. alata. 

Cabe mencionar que tanto el marcaje de grupos sulfhidrilo como la migración de 

esta enzima, es diferente al ser reducida con DTT que con la NaTrxh. Esto sugiere 

dos cosas: (1) la NaTrxh no reduce los cuatro puentes disulfuro contenidos en la 

 73



S-RNasa y; (2) existe una especificidad química de la NaTrxh hacia determinados 

puentes disulfuro de la S-RNasa. 

 

 
 
Figura 26. Identificación de la S105-RNasa como blanco de la NaTrxh. Se utilizó la técnica de 
SDS-PAGE 2D con un extracto de proteína soluble de matriz extracelular de estilos de N. alata 
S105S105. A y B. las proteínas no fueron reducidas para la primera dimensión. C y D. Reducción con 
DTT. E y F. Reducción con el sistema Trx usando a la NaTrxh recombinante; G. Inmunodetección 
de la S105-RNasa. Las flechas señalan a la S-RNasa. 
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 Este mismo ensayo fue realizado utilizando un extracto de proteína total de 

estilos de N. alata SC10SC10. Como se puede ver en la Figura 27, la mancha que 

corresponde a la S-RNasa, nuevamente es reducida por la NaTrxh. Por lo tanto, la 

reducción de la S-RNasa por la NaTrxh es un evento alelo S-inespecífico porque 

reduce tanto a la S105- como a la SC10-RNasa. 

 

 

A B

C D

E F

 
Figura 27. Identificación de la SC10-RNasa como blanco de la NaTrxh. Se utilizó la técnica de 
SDS-PAGE 2D con un extracto de proteína total de N. alata SC10SC10. A y B. Las proteínas no 
fueron reducidas para la primera dimensión. C y D. Reducción con DTT. E y F. Reducción con el 
sistema Trx usando a NaTrxh recombinante. Las flechas señalan a la S-RNasa. 
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VI.6. Identificación de la S-RNasa como proteína blanco de la NaTrxh con una 
cromatografía de afinidad 
 

 Una vez identificada a la S-RNasa de dos diferentes haplotipos (SC10- y 

S105-RNasa) como proteína blanco de la NaTrxh por medio del sistema de 

electroforesis en dos dimensiones (Figuras 26 y 27), era necesario contar con 

evidencia que reforzara el resultado. Para esto se utilizó la resina ThioBond 

(Invitrogen), la cual tiene un grupo PAO unido a agarosa (Figura 17). Cuando un 

puente disulfuro es reducido, se forman dos grupos tiol vecinos, los cuales se 

unen al arsénico presente en el PAO. De esta manera, es posible separar por 

cromatografía de afinidad a aquellas proteínas cuyos puentes disulfuro fueron 

reducidos por la NaTrxh (Kalef et al., 1993). 

 Para estos ensayos, únicamente se utilizaron las proteínas de la fracción 

más soluble de la matriz extracelular de N. alata S105S105, las cuales fueron 

obtenidas bajo las condiciones descritas en la metodología, a excepción de que 

ninguno de los amortiguadores contenía Na2S2O4 porque actúa como agente 

reductor. Las proteínas fueron tratadas bajo las siguientes condiciones antes de 

proceder a la cromatografía: 

a) Sin ningún agente reductor. 

b) 2-mercaptoetanol 20 mM. 

c) 2.5 μg NaTrxh + 2.0 μg TrxR (E. coli) + 0.125 μmol NADPH. 

Finalmente, cada reacción fue aplicada a la resina y por decantación se 

obtuvo la fase no unida. Después de lavar la resina dos veces con Tris⋅HCl 

50 mM, pH 7.9, 2-mercaptoetanol 1 mM, se hicieron cinco lavados con el mismo 

amortiguador pero con 2-mercaptoetanol 5 mM. Finalmente, las proteínas unidas 

fuertemente se eluyeron lavando tres veces con el amortiguador conteniendo 

2-mercaptoetanol 0.5 M. 

Cada fracción fue analizada por SDS-PAGE al 12.5% (Figura 28A). En el 

resultado obtenido, cuando el extracto fue reducido con 2-mercaptoetanol o con el 

sistema NADPH/NTR/NaTrxh, una de las proteínas que se unieron en forma 

específica a la resina fue de 35 kDa aproximadamente. Su abundancia sugirió que 
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correspondía a la S105-RNasa (Figuras 28A2 y A3). Los lavados y los eluatos 

fueron analizados por Western-blot utilizando anticuerpos contra la S105-RNasa 

(Figura 28B), lo cual demostró que la S105-RNasa es reducida, junto con otras 

proteínas, por la NaTrxh recombinante (Figura 24B3), mientras que en el control 

negativo (Figuras 28A1 y B1), la S105-RNasa sólo se observa en las primeras 

fracciones de la cromatografía. Esto no descarta totalmente la posibilidad de que 

haya una fracción de la S105-RNasa reducida con grupos tiol vecinos en una 

cantidad muy baja, de tal forma que no es posible detectar un patrón de elución 

similar a la enzima incubada con el sistema NADPH/NTR/NaTrxh. Lo mismo se 

puede notar en las Figuras 26B y 27B, donde se observa que las S-RNasas tienen 

un marcaje inicial pero menor que cuando son reducidas por la NaTrxh (Figuras 

26F y 27F). 
 

 

A 1 2 3 

B 3 1 2 

 
Figura 28. Identificación de la S105-RNasa como proteína blanco de la NaTrxh utilizando la 
cromatografía de afinidad con PAO. A. Proteínas teñidas con nitrato de plata después de haber 
sido separadas por SDS-PAGE al 12.5%. NU: fracción no unida a la resina; La concentración de 
2-mercaptoetanol en cada lavado o en las elusiones están marcadas como 1 mM (dos carriles), 
5 mM (cinco carriles) y 0.5 M (3 carriles). 1. Sin reducir: las proteínas no fueron reducidas; 2. 2-ME 
(20 mM): reducción con 2-mercaptoetanol 20 mM; 3. NADPH/NTR/NaTrxh: reducción con el 
sistema Trx usando a la NaTrxh recombinante. B. Análisis por Western-blot utilizando los 
anticuerpos anti-S105-RNasa. Las flechas tanto en A (1-3) como en B (1-3) indican a la banda 
correspondiente de la S105-RNasa. 
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VI.7. La NaTrxh interacciona específicamente con la S-RNasa 
 
 La interacción entre una tiorredoxina y su proteína blanco generalmente es 

efímera (Kallis y Holmgren, 1980; Wynn et al., 1995). La única manera de 

estabilizar el complejo Trx:proteína blanco es mutando a la segunda cisteína de la 

Trx por una serina (Verdoucq et al., 1999). Sin embargo, se ha logrado ver la 

interacción entre las Trx THL1 y THL2 con SRK en Brassica por la técnica de 

doble híbrido en levadura (Bower et al., 1996; Mazzurco et al., 2001). Con el fin de 

corroborar que la interacción entre la NaTrxh y la S-RNasa es específica, se hizo 

un ensayo tipo pull down. Se pasó un extracto de proteína total de estilos de N. 

alata S105S105 por una columna de afinidad, la Affi-Gel-NaTrxh. Después de lavar 

completamente a la columna con amortiguador de unión, se hicieron lavados con 

distintas concentraciones de NaCl y Tritón X-100. La S-RNasa sólo eluyó cuando 

se cambió el medio de pH 7.9 a 2.6 con glicina 50 mM y NaCl 50 mM (Figura 29A). 

Como control de interacción, se usó la columna Affi-Gel-BSA (Figura 29B) y la 

columna Affi-Gel-Gly (Figura 29C), a las cuales la S105-RNasa no se unió, lo que 

refuerza que la interacción entre esta proteína y la NaTrxh es específica. De esta 

manera, se puede concluir que la reducción de la S-RNasa depende de un 

reconocimiento independiente del estado redox de ambas proteínas. 
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Figura 29. La S105-RNasa interacciona específicamente con la NaTrxh. A. Extractos de proteína 
total de estilos de N. alata S105S105 obtenidos sin agentes reductores (extracto crudo, EC) fueron 
pasados por la columna Affi-Gel-NaTrxh. Después de recuperar la fracción no unida (NU), la 
columna fue lavada con 10 volúmenes cama de amortiguador de unión (sólo se muestran el 
primero (L1), quinto (L5) y décimo lavado (L10)), luego con amortiguador con Tween-20 al 1% (Tw) 
y finalmente se hicieron lavados con amortiguador conteniendo NaCl 0.1 M y 0.2 M, como se 
indica. Las proteínas fuertemente unidas a la NaTrxh (U) se eluyeron con amortiguador de elución. 
Todas las fracciones fueron analizadas utilizando el anticuerpo policlonal anti-S105-RNasa. B y C. 
mismo procedimento que en A pero las proteínas fueron pasadas por la columna Affi-Gel-BSA 
(BSA) o por la columna Affi-Gel-Gly (Glicina), respectivamente. 
 

 

VI.8. La NaTrxh se encuentra en la fase más soluble de la matriz extracelular 
de los estilos de N. alata 

 

 La idea de que la NaTrxh reduzca in vivo a la S-RNasa se vería reforzada si 

estas proteínas coexistieran espacialmente en la planta. Se siguió la metodología 

propuesta por Wu et al. (2000), en la que se parte del hecho de que las proteínas 

extracelulares del estilo eluyen del tejido de acuerdo a su solubilidad, lo que 

sugiere su localización subcelular. Las proteínas más solubles son las que se 

encuentran en la matriz extracelular, luego, incrementando la concentración de 

NaCl, eluyen aquéllas de la matriz extracelular que se encuentran asociadas más 

fuertemente a la pared celular. Siguiendo esta estrategia, se obtuvieron fracciones 

de proteínas estilares recuperando las fracciones soluble de la matriz extracelular, 

de matriz extracelular asociada a la pared celular y la fracción de proteínas 
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intracelulares. Todas estas fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE (Figura 

30A). 

 

 
 
Figura 30. Inmunodetección de la S105-RNasa, de la NaTTS y de la NaTrxh en las tres fracciones 
obtenidas en base a la solubilidad de proteínas de los estilos de N. alata S105S105. A. Proteínas 
teñidas con azul de Coomassie. B. Inmunodetección de la S105-RNasa. C. Inmunodetección de la 
NaTTS. D. Inmunodetección de la NaTrxh (nótese cómo únicamente se observa una banda en 
cada fracción). 1. Proteínas de la fracción más soluble de la matriz extracelular. 2. proteínas de 
matriz extracelular asociadas a la pared celular. 3. proteínas intracelulares. 
 

 Al analizar las diferentes fracciones, se determinó que la S-RNasa y NaTTS 

son recuperadas en las dos primeras fracciones (Figuras 30B y C, carriles 1 y 2), 

resultado que corrobora lo reportado en la literatura, ya que se sabe que la 

S-RNasa y NaTTS son proteínas de la matriz extracelular del estilo de N. alata 

(Anderson et al., 1989; Wu et al., 2000). Otro dato que corrobora que las 

fracciones 1 y 2 del estilo se encuentran enriquecidas con proteínas de matriz 

extracelular, son las isoformas de NaTTS. Estas isoformas se generan por 

diferentes grados de glicosilación (Wu et al., 2000). Claramente se observan dos 

poblaciones de NaTTS, en la primera se inmunodetecta una población que varía 

de 55 – 110 kDa y es la que se encuentra en la fase más soluble de la matriz 

extracelular (tal y como se observa en el carril 1 de la Figura 30C), mientras que la 

otra varía de 45 – 110 kDa (como se observa en el carril 2 de la figura 30C), lo 

cual concuerda con lo reportado por Wu et al. (2000). De esta manera, la S-RNasa 

y NaTTS fueron utilizadas como marcadores que indicaran que el protocolo 

experimental había sido llevado a cabo adecuadamente (Figuras 30B y C). 
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Fue interesante encontrar que cuando se utilizaron los anticuerpos 

anti-NaTrxh, se inmunodetectó a esta proteína en la fracción más soluble de la 

matriz extracelular (Figura 30D, carril 1), lo que sugiere que NaTrxh es una 

proteína de matriz extracelular del estilo. 

Con los resultados hasta aquí descritos se concluye que la NaTrxh es una 

tiorredoxina que se expresa en forma ubicua en N. alata. Al estar presente en 

estilos maduros y en la fracción más soluble de la matriz extracelular, es posible 

sugerir que la NaTrxh coexiste tanto temporal como espacialmente con proteínas 

de gran importancia en las interacciones polen-pistilo, como lo son la S-RNasa y 

NaTTS. Por lo tanto, la interacción y reducción de la S-RNasa por la NaTrxh es 

posible que ocurra in vivo. 

 

 

VI.9. La NaTrxh colocaliza con la S-RNasa en la matriz extracelular del tejido 
de transmisión en estilos de N. alata 
 

Los datos de la Figura 30 indican que una fracción considerable de la 

NaTrxh se encuentra en extractos enriquecidos de matriz extracelular del tejido de 

transmisión de estilos. Además, posee características similares de solubilidad a 

dos proteínas específicas de la matriz extracelular, la S-RNasa y NaTTS. Sin 

embargo, en la secuencia de la NaTrxh no se predice ningún péptido señal 

ortodoxo que promueva su secreción. Para tener datos más precisos sobre la 

localización subcelular de la NaTrxh, se hicieron ensayos de colocalización en 

cortes transversales de estilos de 6 – 7 μm de grosor de N. alata SC10SC10. Los 

cortes fueron incubados simultáneamente con los anticuerpos primarios 

anti-NaTrxh y con los anticuerpos monoclonales anti-SC10-RNasa. Después, se 

hizo la incubación simultánea con los anticuerpos secundarios anti-conejo 

conjugados al fluorocromo Alexa Fluor 568 (señal roja) y anti-ratón conjugado al 

FITC (señal verde) (Figura 31). 

 El resultado de los ensayos de inmunolocalización indica una clara 

colocalización de la SC10-RNasa y la NaTrxh en el tejido de transmisión estilar 
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(Figuras 31B y E). Al preincubar los anticuerpos primarios con la NaTrxh 

recombinante, sólo se observó la señal verde (correspondiente a la SC10-RNasa), 

lo que quiere decir que la señal roja se abatió (Figuras 31C y F) debido a que los 

anticuerpos anti-NaTrxh fueron saturados con la NaTrxh, indicando su 

especificidad hacia esta proteína. 

 

 
 
Figura 31. Colocalización de la NaTrxh y de la SC10-RNasa en la matriz extracelular del tejido de 
transmisión del estilo de N. alata. A y D. Sin anticuerpos primarios para mostrar la 
autofluorescencia del tejido. B y E. Colocalización de la NaTrxh (rojo) y la SC10-RNasa (verde). C y 
F. Igual que en B y E; sin embargo, los anticuerpos primarios fueron incubados con la NaTrxh 
recombinante antes de ser aplicados al tejido. Las barras corresponden a 68 μm en A a C y a 
55 μm en D a F. 
 

 Al magnificar la imagen de la figura 31E, es claro que tanto la SC10-RNasa 

como la NaTrxh son proteínas de secreción y que éstas colocalizan en la matriz 

extracelular del tejido de transmisión estilar en N. alata (Figura 32). Con esta 

evidencia es posible proponer que la NaTrxh es una tiorredoxina tipo h que se 

secreta al espacio extracelular.  
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Figura 32. Colocalización de la NaTrxh y de la SC10-RNasa en la matriz extracelular del tejido de 
transmisión de estilos de N. alata. La barra corresponde a 13.3 μm. 
 

 

VI.10. La secuencia de la NaTrxh contiene la información necesaria para 
promover su secreción 

 

Se ha asumido que las Trx h tienen una localización citoplásmica debido a 

que sus secuencias carecen de algún péptido señal (Meyer et al., 1999). Sin 

embargo, Gelhaye et al. (2004a) reportaron que las Trx h pueden ser divididas en 

tres subgrupos, de las cuales, las Trx contenidas dentro del subgrupo II son 

proteínas cuyas secuencias contienen extensiones no conservadas hacia el amino 

terminal. La función de estas extensiones aún no es muy clara. Sin embargo, 

Gelhaye et al. (2004b) encontraron que una tiorredoxina tipo h de Populus tremula 

perteneciente al subgrupo II se localiza en la mitocondria, además, su extremo 

amino terminal es procesado hasta el residuo 19 y es esencial para esta 

localización no antes descrita de una Trx h (Gelhaye et al., 2004a, 2004b). 

Al analizar la secuencia de la NaTrxh para identificar un posible péptido 

señal por distintos algoritmos, se obtuvieron resultados contradictorios. Mientras 
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que el algoritmo de redes neuronales (Bendtsen et al., 2004a) predice que la 

NaTrxh no es una proteína de secreción; el programa de predicción Hidden 

Markov (Bendtsen et al., 2004b) indicó que la NaTrxh podría ser una proteína de 

secreción, ya que predijo un péptido señal con una probabilidad del 95.3%. 

Además, predijo un sitio de corte que se encuentra entre los residuos Ala-16 y Ala-

17 con una probabilidad del 59.3%. Por otro lado, el programa Secretome 1.0 

(Bendtsen et al., 2004b) predice también, con una probabilidad del 87.4%, que la 

NaTrxh es una proteína que se secreta por una vía no clásica de secreción, es 

decir, independientemente del retículo endoplásmico y al aparato de Golgi 

(RE/Golgi). Esta predicción se logra porque el programa compara a la NaTrxh con 

la Trx-1 de humano, la cual es secretada al torrente sanguíneo. Esta tiorredoxina 

carece de péptido señal y se sabe que puede secretarse por una vía 

independiente al RE/Golgi (Tanudji et al., 2003). 

El análisis filogenético de la Figura 23 muestra que la NaTrxh pertenece al 

subgrupo II de las Trx h. Esta proteína efectivamente contiene una extensión hacia 

el amino terminal que no se encuentra conservada en otras secuencias de Trx. 

Por lo tanto, para probar si la proteína contiene la información necesaria para 

determinar su secreción, la secuencia completa de la NaTrxh se fusionó a GFP y 

se bombardearon plántulas de A. thaliana para analizar su expresión transitoria y 

la localización de la GFP. Por otro lado, la fusión NaTrxh:GFP también se clonó 

usando el vector binario pBIN19 en A. tumefaciens y se infectaron hojas de N. 

benthamiana por agroinfiltración para analizar de igual manera su expresión 

transitoria y localización de GFP. En ambos vectores, la fusión NaTrxh:GFP se 

encuentra bajo el control del promotor CaMV35S (Figura 14). 

Los resultados muestran que cuando es utilizado el vector pBIN19 sin la 

secuencia de la NaTrxh, la GFP se localiza en el citoplasma de las células de las 

hojas de N. benthamiana tal y como se espera de esta proteína (Figuras 33B y D). 

Sin embargo, cuando en hojas de N. benthamiana se expresa la proteína de fusión 

NaTrxh:GFP, la fluorescencia de la GFP se ubica principalmente en la pared 

celular (Figuras 33F y H), lo que significa que esta proteína de fusión es secretada 

al espacio extracelular. Por otro lado, fue interesante encontrar que lo mismo 
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ocurrió cuando la proteína de fusión se expresó en hojas de A. thaliana (Figuras 

33J y L). 

 

 
 
Figura 33. La proteína de fusión NaTrxh:GFP se secreta a la pared celular de las hojas de N. 
benthamiana y de A. thaliana. A – D. Expresión de GFP en hojas de N. benthamiana como control 
de expresión y localización. E – H. Expresión de la proteína de fusión NaTrxh:GFP en hojas de N. 
benthamiana. I – L. Expresión de la proteína de fusión NaTrxh:GFP en hojas de A. thaliana. 
Después de la transfección, las hojas se analiaron bajo microscopía de contraste de fases (A, E, I) 
y bajo microscopio de fluorescencia para GFP (B, F, J) y para clorofila (C, G, K). Las imágenes D, 
H y L corresponden a la superposición de las tres imágenes de cada experimento. Las flechas 
señalan la fluorescencia de GFP; PC: pared celular; Cit: citoplasma; Clor: fluorescencia de clorofila. 
Las barras corresponden a 10 μm (A – H) y a 20 μm (I – L). 
 

Con los resultados de la Figura 33 se demuestra que la secuencia de la 

NaTrxh contiene la información necesaria para que se lleve a cabo su secreción. 

Además, el hecho de que este comportamiento se observe en hojas y en dos 

sistemas heterólogos a N. alata significa que la señal contenida en la NaTrxh es 

general y reconocida a pesar de ser órganos y especies diferentes. Por lo tanto, la 

secreción que se lleva a cabo en los estilos de N. alata se debe a la misma 
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NaTrxh y no al carácter secretor que tienen las células del tejido de transmisión 

estilar. 

 

VI.11. En el amino terminal de la NaTrxh se encuentra la señal que determina 
su secreción 
  

 Los resultados mostrados en la Figura 33 muestran que efectivamente la 

secuencia de la NaTrxh contiene la información suficiente para que se lleve a cabo 

su secreción. Tomando en cuenta la predicción del sitio de corte del péptido señal 

usando el algoritmo basado en el modelo Hidden Markov (Bendtsen et al., 2004b), 

se eliminaron los primeros 16 residuos de la secuencia de la NaTrxh. A esta 

mutante se le denominó NaTrxhΔNα (Figura 15). Por otro lado, en un trabajo del 

laboratorio se produjeron anticuerpos contra la secuencia EAAEAESGSSSEP, que 

incluyen del residuo Glu-15 al Pro-27 de la NaTrxh. Estos anticuerpos 

reconocieron a la NaTrxh recombinante; sin embargo, la inmunodetección de la 

NaTrxh nativa en extractos de tejido vegetal no era muy clara. Considerando que 

la probabilidad del sitio de corte dado por el modelo Hidden Markov (0.593) fuera 

hasta cierto punto baja, era posible que de existir algún péptido señal que sea 

procesado, la probabilidad que incluyen al péptido para el cual fue dirigido este 

anticuerpo es alta. Por esta razón, también se generó la mutante NaTrxhΔNβ, la 

cual carece de los primeros 27 residuos de aminoácidos (Figura 15). 

 Ambas mutantes fueron clonadas en el vector pHBT, quedando así 

fusionadas hacia el amino terminal de la GFP y bajo el promotor CaMV35S. El 

plásmido fue utilizado para bombardear plántulas de A. thaliana y analizar la 

expresión transitoria de cada una de las mutantes en las hojas. 

 Como control positivo se utilizó a la proteína de fusión NaTrxh:GFP, es 

decir, con la secuencia completa de la NaTrxh, la cual, como se muestra en las 

figuras 33J y L, es secretada hacia la pared celular en las hojas de A. thaliana 

(Figuras 34B y D). Cuando se transformó con la mutante NaTrxhΔNα fusionada a 

GFP, esta proteína siguió secretándose hacia la pared celular (Figuras 34F y H). 

Sin embargo, cuando se expresó la proteína de fusión NaTrxhΔNβ:GFP, la 
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fluorescencia de GFP sorprendentemente se observa en el citoplasma (Figuras 

34J y L). Este resultado sugiere que, en efecto, la información que contiene la 

NaTrxh para dirigir su secreción se encuentra hacia el amino feera sin que sea un 

péptido señal clásico en el sentido amplio del concepto. 

 

 
 
Figura 34. La información para dirigir la secreción de la NaTrxh se encuentra en el amino terminal 
de la proteína. A – D. Expresión de la proteína de fusión NaTrxh:GFP en hojas de A. thaliana. E – 
H. Expresión de la proteína mutante NaTrxhΔNα fusionada a GFP en hojas de A. thaliana. I – L. 
Expresión de la proteína mutante NaTrxhΔNβ fusionada a GFP en hojas de A. thaliana. Después 
de la transfección, las hojas fueron análizadas bajo microscopía de contraste de fases (A, E, I) y 
bajo microscopio de fluorescencia para GFP (B, F, J) y para clorofila (C, G, K). Las imágenes D, H 
y L corresponden a la superposición de las tres imágenes de cada experimento. Las flechas 
señalan la fluorescencia de GFP; PC: pared celular; Cit: citoplasma; Clor: fluorescencia de clorofila. 
Las barras corresponden a 20 μm. 
 

 El hecho de que una proteína sin un péptido señal canónico sea secretada 

podría significar la existencia de señales internas en la secuencia de la misma 

proteína como ocurre con la Trx-1 de humano (Tanudji et al., 2003). En el caso de 

la NaTrxh, esta información se encuentra hacia el amino terminal, pero no en el 
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extremo como generalmente ocurre con los péptidos señal ortodoxos. Queda claro 

que esta señal es interna porque al ser eliminados los primeros 16 aminoácidos la 

proteína sigue siendo secretada (Figuras 34F y H) a diferencia de cuando es 

eliminado hasta el residuo Pro-27 (Figuras 34J y L). 

 Este resultado también sugiere que la secreción de la NaTrxh no se lleva a 

cabo por la vía clásica de secreción, es decir, que tal vez se lleve a cabo por una 

vía que sea independiente del RE/Golgi, tal y como ocurre con la Trx-1 en 

humanos. Esta idea se puede corroborar aplicando un inhibidor del aparato de 

Golgi, como la brefeldina-A, en células en suspensión de N. alata que expresen la 

proteína de fusión NaTrxh:GFP. Si la secreción se inhibe en presencia de 

brefeldina A, diría que la secreción se lleva a cabo por la vía clásica; si se sigue 

llevando a cabo, significaría que la NaTrxh es secretada por una vía independiente 

del RE/Golgi. 
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VII. DISCUSIÓN 
 

VII.1. La NaTrxh es una tiorredoxina tipo h que se secreta al espacio 
extracelular 
 

 En este trabajo se corroboró que la NaTrxh, codificada en el cDNA 

AFLP25-F, es una tiorredoxina tipo h de 16.8 kDa. El análisis filogenético indica 

que la NaTrxh está incluida en el subgrupo II del grupo de las Trx h. Esta Trx es 

nueva dentro del género Nicotiana, ya que hasta la fecha sólo se habían reportado 

dos genes de Trx h en N. tabacum (Brugidou et al., 1993) pertenecientes al 

subgrupo I (números de acceso: Q07090 y X58527, Figura 23). 

 En este trabajo se muestran los datos que indican que la NaTrxh es una 

proteína de secreción. La NaTrxh tiene características de solubilidad en la matriz 

extracelular del tejido de transmisión de los estilos de N. alata que son similares a 

las de las proteínas NaTTS y S-RNasa, cuya secreción y localización hacia la 

matriz extracelular están bien documentadas (Anderson et al., 1989; Wu et al., 

2000). Asimismo, los ensayos de inmunolocalización muestran una colocalización 

de la S-RNasa y de la NaTrxh en la matriz extracelular del tejido de transmisión en 

los estilos de N. alata. El hecho de que la NaTrxh sea secretada por las células del 

tejido de transmisión podría deberse al carácter secretor de este tejido. Sin 

embargo, cuando se expresa de manera transitoria la proteína de fusión 

NaTrxh:GFP en las hojas de N. benthamiana y de A. thaliana, se demuestra que la 

secreción de la NaTrxh también se lleva a cabo en otros órganos y en especies 

vegetales distintas, sugiriendo que la NaTrxh contiene una señal para dirigir su 

secreción que es reconocida por otras plantas. 

Hasta ahora, no se había reportado que una Trx h se secretara al espacio 

extracelular. La NaTrxh es la primera Trx de plantas que se demuestra que se 

secreta. El mecanismo por el cual la región que tiene en su extremo amino dirige 

la secreción de la NaTrxh no está claro. Es evidente que esta secuencia actúa 

como una señal de secreción. Sin embargo, la señal es diferente a las descritas a 

la fecha y al analizar la secuencia con los algoritmos disponibles, éstos arrojan 
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resultados contradictorios [modelo de redes neuronales y el de Hidden Markov 

(Bendtsen et al., 2004a; 2004b)]. 

Las Trx h del subgrupo II se caracterizan por tener una extensión en su 

extremo amino, cuya función se desconoce. Hay evidencias que sugieren que esta 

extensión es importante para su localización en distintos compartimientos 

celulares (Gelhaye et al., 2004a, 2004b). El ejemplo más claro se encuentra en la 

Trx h PtTrxh2 de Populus tremula del subgrupo II que contiene una secuencia 

esencial para dirigir la proteína hacia la mitocondria. Esta extensión de 19 

aminoácidos se procesa en la planta y también cuando se expresa en células de 

E. coli (Gelhaye et al., 2002, 2004b). 

 Otro caso es el de la proteína RPP13-1, una Trx h del subgrupo I (número 

de acceso D26547, Figura 23), que es abundante en el floema del arroz (Ishiwatari 

et al., 1995; Gelhaye et al., 2004a). Cuando se eliminan los primeros cinco 

aminoácidos de su secuencia, la proteína es incapaz de moverse a través del 

simplasto entre una célula y otra (Ishiwatari et al., 1998). En este caso, los 

primeros cinco aminoácidos del extremo amino de RPP13-1, el dominio MAAEE, 

funciona como una señal, ya que cuando se elimina este dominio, se pierde su 

movilidad; sin embargo, no se pierde si se muta a la secuencia MAAAA. RPP13-1 

también tiene otro dominio esencial hacia su extremo carboxilo (RKDD), el cual se 

propone que funciona para interaccionar con los elementos que permiten el 

transporte célula-célula a través de los plasmodesmos, ya que al ser mutado por 

AAAA, la movilidad también se pierde (Ishiwatari et al., 1998). 

 

 
VII.2. Es posible que la NaTrxh se secrete por una vía independiente del 
retículo endoplásmico y del aparato de Golgi 
 

 El hecho de que hayan proteínas que se secretan a pesar de carecer de un 

péptido señal, sugiere que dicha secreción se lleva a cabo por una vía 

independiente del RE/Golgi. Sin embargo, este fenómeno no ha sido totalmente 

estudiado en plantas. En levadura se ha encontrado un gran número de proteínas 

que, a pesar de no contener un péptido señal, se encuentran en la superficie 
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celular (Nombela et al., 2006). Algunas de estas proteínas también se localizan en 

el citoplasma, donde llevan a cabo funciones ya conocidas, mientras que cuando 

son exportadas están involucradas en procesos específicos en la superficie celular 

(Fernandes et al., 1992; Gozalbo et al., 1998). 

En la búsqueda de una señal de secreción en el extremo amino de la 

NaTrxh, se eliminaron los primeros 16 residuos de la región del amino terminal 

(NaTrxhΔNα), que es la región que se predice como péptido señal (Bendtsen et 

al., 2004b). También se generó otra mutante, la NaTrxhΔNβ, de 27 residuos 

faltantes en su amino terminal. Los resultados mostraron que la eliminación de los 

primeros 16 residuos no modifica la secreción de la proteína de fusión 

NaTrxhΔNα:GFP. Sin embargo, cuando se transformó con la NaTrxhΔNβ 

fusionada a GFP, la capacidad de secreción de dicha fusión no se perdió. Esto 

significa que la señal que dirige la secreción de la NaTrxh en hojas de A. thaliana 

no se encuentra entre los primeros 16 residuos, sino en un dominio interno que 

aparentemente estaría en la secuencia contenida entre los residuos Ala-17 y Pro-

27. De esta manera, el mecanismo por el cual esta extensión del extremo amino 

de la NaTrxh dirige su secreción podría ser por una vía no clásica de secreción, es 

decir, que no sea por la vía dependiente del RE/Golgi, tal y como ocurre con la 

Trx-1 de humano, la interleucina-1β y la galectina-1 (Rubartelli et al., 1990; Cooper 

y Barondes, 1990; Tanudji et al., 2003). De manera interesante, la gliceraldehído-

3-fosfato deshidrogenasa, la enolasa y la fructosa 1,6-bifosfato aldolasa de 

levadura son capaces de dirigir la secreción de proteínas reporteras fusionadas a 

éstas (Pardo et al., 1999; Delgado et al., 2003), tal y como ocurrió con la NaTrxh 

fusionada a GFP. 

 Las proteínas que carecen de un péptido señal canónico pero que son 

secretadas deben ser capaces de atravesar la membrana plasmática. En estudios 

recientes por microarreglos de proteína de levadura, se ha encontrado que 

muchas proteínas citoplásmicas poseen la habilidad de unirse a la membrana 

celular, tales como la enolasa y muchas otras que se detectan en la superficie 

celular (Zhu et al., 2001). Sin embargo, aún falta mucha información que permita 
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conocer los detalles de un proceso de secreción alternativo al dependiente de 

RE/Golgi. 

 En levadura son tantas las proteínas que se secretan en forma no 

convencional que aún no ha sido posible proponer un mecanismo alternativo para 

su secreción. Sin embargo, basándose en los reportes de levaduras y otros 

organismos, se han podido postular diferentes hipótesis (Nombela et al., 2006) 

que involucran distintos mecanismos y proteínas que participan en la exportación 

de proteínas de secreción no clásica. Un posible mecanismo es que este tipo de 

proteínas pueden tener cierta afinidad hacia vesículas de secreción provenientes 

del aparato de Golgi o a los endosomas en su proceso de reciclamiento y 

fusionarse a estos subcompartimientos celulares (Nickel, 2003; Nombela et al., 

2006).  Por otro lado, el transportador de proteínas que une ATP, Ste6p, es un 

candidato que puede estar dirigiendo la exportación de estas proteínas, tal y como 

lo hace con la feromona α de levadura (Nickel, 2003; Nombela et al., 2006). 

También se encuentran los genes de exportación no clásica, NCE101 y NCE102 

de levadura, los cuales están involucrados en la exportación de galectina 

heteróloga de mamíferos (Cleves et al., 1996; Nombela et al., 2006). Evidencias 

en mamíferos y parásitos sugieren que también puede haber formación de 

burbujas en la membrana (Nickel, 2003). Por último, se propone que puede haber 

un reconocimiento específico por ciertos transportadores de las proteínas de 

exportación no convencional para que logren atravesar la membrana celular y 

salir. 

En las plantas pueden estar ocurriendo todas las posibilidades aquí 

mencionadas. Para el caso particular de la NaTrxh en los estilos de N. alata, hay 

que considerar que el tejido de transmisión estilar tiene un carácter secretor. Por lo 

tanto, debe tener una actividad muy alta en cuanto a producción y transporte de 

vesículas de secreción del aparato de Golgi hacia la membrana plasmática. Una 

posibilidad es que la NaTrxh tenga cierta afinidad a las vesículas de secreción y se 

adhiera a ellas para así alcanzar el espacio extracelular junto con las otras 

proteínas de secreción que participan en las interacciones polen-pistilo (Figura 35, 

situación a). También es posible que en el reciclamiento de endosomas en las 
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células del tejido de transmisión pueda haber integración de la NaTrxh a uno de 

estos compartimientos para salir al apoplasto (Figura 35, situación b). Sin 

embargo, aunque se requiere mucho más evidencia genética y molecular, 

tampoco es excluyente la posibilidad de que existan factores que medien la 

secreción de la NaTrxh, ya sea en forma específica, interaccionando por ejemplo 

con algún “transportador” específico y exclusivo (Figura 35, situación c) o de 

manera inespecífica, es decir, interaccionando con ortólogos hipotéticos de 

NCE101 y NCE102 de levadura o con proteínas que realicen funciones similares 

(Figura 35, situación d). Sin embargo, en esta última propuesta existe el problema 

de que no se han reportado genes homólogos a los NCE de levadura en plantas. 

 

 
 
Figura 35. Mecanismos hipotéticos para la secreción independiente del RE/Golgi de la NaTrxh en 
las células del tejido de transmisión (TT) de estilos de N. alata. Se propone que la NaTrxh (rojo) 
puede tener cierta afinidad hacia las vesículas de secreción producidas por el sistema RE/Golgi (a) 
o a los subcompartimientos endosomales en su proceso de recliclamiento (b) que le permite 
adherirse y/o incorporarse a ellos para poder ser secretada. En el primer caso (a), la NaTrxh sería 
secretada junto con otras proteínas de secreción clásica (turquesa). Por otro lado, pueden existir 
transportadores específicos (azul obscuro) que permitan la secreción de la NaTrxh (c) o que 
proteínas homólogas a Nce101p y Nce102p de levadura en plantas (amarillo obscuro) sean las 
responsables de su exportación (d). RE: retículo endoplásmico; Ap. Golgi: aparato de Golgi. Los 
símbolos utilizados para representar a cada proteína y factor se muestran en la parte inferior de la 
figura. 
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VII.3. Posible papel bioquímico de la NaTrxh en los estilos de N. alata 

 

 Las Trx modifican la estructura y la actividad de sus proteínas blanco al 

reducir sus puentes disulfuro (Meyer et al., 1999; Laloi et al., 2001). Al estudiar las 

proteínas blanco de una de las ocho Trx h codificadas en el genoma de A. 

thaliana, AtTRXh3, se encontró que ésta reduce enzimas involucradas en al 

menos nueve procesos biológicos, tales como en el estrés oxidativo, en el 

plegamiento de proteínas, en la fotosíntesis y en algunos procesos de degradación 

de proteínas, por mencionar algunos (Marchand et al., 2004). 

 Las Trx h también se han involucrado en el sistema de AI esporofítico en 

Brassica, donde se encontró que dos tiorredoxinas, THL-1 y THL-2, interaccionan 

específicamente con el receptor con actividad de cinasa del locus S (SRK), que es 

la determinante femenina de la especificidad alélica (Bower et al., 1996; Cabrillac 

et al., 2001; Mazzurco et al., 2001). Aunque la naturaleza de esta interacción aún 

no se comprende totalmente, las evidencias sugieren que THL-1 se une a SRK, 

evitando que el receptor se oligomerice y autofosforile (Cabrillac et al. 2001). 

Cuando SRK interacciona con su ligando, la proteína rica en cisteína del locus S 

(SCR), que es la determinante masculina, la interacción e inhibición por THL-1 se 

abaten, dando como consecuencia la activación del receptor y así la cascada de 

señales que dan como respuesta el rechazo del polen S-específico (Cabrillac et 

al., 2001; Kachroo et al., 2002). 

 Un criterio que se ha seguido para considerar que un gen está involucrado 

en el sistema de AI, es que éste se exprese específicamente en alguno de los 

órganos sexuales (i. e. estilo, estigma, anteras, granos de polen o tubos polínicos) 

(McClure, 2004). Esto quiere decir que el gen NaTrxh pudo haber sido descartado 

desde el inicio del estudio como posible candidato para ser un gen modificador del 

sistema de rechazo del polen alelo S-específico en N. alata. Análogamente, de 

haberse seguido este criterio, Cabrillac et al. (2001) no habrían encontrado la 

manera en cómo se regula SRK en Brassica. Por otro lado, la evidencia con las 

ocho Trx h de A. thaliana sugiere que a pesar de mostrar una expresión ubicua, 

existen diferencias en la expresión de los distintos genes de Trx a lo largo de la 
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planta, lo que significa que pueden ejercer distintas funciones bioquímicas en los 

diferentes órganos (Reichheld et al., 2002). Un ejemplo sería el patrón de 

expresión de la NaTrxh, la cual se encuentra en niveles más altos en los verticilos 

florales de N. alata, lo cual podría indicar que es aquí donde lleva a cabo 

principalmente su función como Trx. 

 El hecho de que a partir de la población segregante (08681) de Nicotiana se 

encontró, mediante la técnica de cDNA-AFLP, que el gen NaTrxh se expresa 

diferencialmente entre los progenitores (N. alata BT y N. plumbaginifolia) a nivel de 

mRNA y que esta diferencia se mantiene a nivel de proteína, sugiere la posibilidad 

de que la NaTrxh sea uno de los factores responsables en la diferencia fenotípica 

en cuanto a la capacidad de rechazo de polen S-específico dentro de los 

individuos de la población 08681 y, por lo tanto, ser un gen modificador dentro del 

sistema de AI. Por esta razón, el gen NaTrxh no fue descartado y se decidió 

identificar a las proteínas blanco de la NaTrxh en la matriz extracelular del tejido 

de transmisión de estilos y así tener evidencia acerca de su papel dentro de la 

respuesta de AI gametofítica en N. alata. 

 La matriz extracelular del tejido de transmisión estilar en N. alata es rica en 

proteínas de secreción, tales como la S-RNasa, que posee cuatro puentes 

disulfuro (Anderson et al., 1989; Ida et al., 2001) y una variedad de 

arabinogalactoproteínas que poseen un dominio rico en cisteínas (e. g. 120K y 

NaTTS) (Bacic et al., 1988; Lind et al., 1996; Wu et al., 2000). La NaTrxh puede 

ser capaz de regular el estado redox de estas proteínas y así podría explicarse su 

mayor abundancia relativa en los pistilos cuando se comparan los niveles de 

proteína en distintos órganos de la planta. 

 El hecho de que la matriz extracelular del tejido de transmisión estilar sea 

abundante en proteínas de secreción, facilitó la demostración directa de que 

algunas de estas proteínas son el sustrato para la reducción por la NaTrxh. 

 Si la NaTrxh reduce proteínas extracelulares, entonces es necesaria la 

presencia de una NTR en la matriz extracelular también, que permita el 

mantenimiento del estado activo de la NaTrxh. Sin embargo, no se tiene evidencia 

de que exista alguna NTR secretada en plantas. Sólo en animales se ha reportado 
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que una NTR es secretada junto con la Trx-1 por monocitos y por líneas celulares 

malignas de melanoma o leucemia (Soderberg et al., 2000). Otra posibilidad es 

que al ir creciendo el tubo polínico por el tejido de transmisión, incorpore a su 

citoplasma a la NaTrxh, tal y como ocurre con otras proteínas estilares, tales como 

la S-RNasa (Luu et al., 2000; Goldraij et al., 2006), 120K (Lind et al., 1996; Goldraij 

et al., 2006) y HT-B (Goldraij et al., 2006). Es más probable encontrar NADPH y 

una NTR en el citoplasma del tubo polínico para que la NaTrxh pueda llevar a 

cabo su función reductora. 

 En este trabajo se mostró claramente que la S-RNasa es un sustrato de la 

NaTrxh. La S-RNasa fue una de las proteínas con mayor marcaje fluorescente por 

el mBBr y una de las principales proteínas unidas específicamente a la columna 

con el grupo PAO, aun en presencia de otros posibles sustratos, tales como 

NaTTS, 120K y las proteínas similares a extensina específicas del pistilo clase III 

(Bosch et al., 2001), las cuales, como ya se mencionó, todas tienen un dominio 

rico en cisteínas (Bacic et al., 1988).  

 Por otro lado, también fue posible detectar una interacción estable entre la 

S-RNasa y la NaTrxh, la cual es específica e independiente de la existencia de 

cualquier puente disulfuro debido a las condiciones experimentales con las que se 

realizó el ensayo. Se sabe que la interacción entre una tiorredoxina y su proteína 

blanco generalmente es efímera porque únicamente depende del puente disulfuro 

intermolecular que se forma cuando la primera cisteína de la proteína blanco es 

reducida por la cisteína del lado del amino terminal. Inmediatamente después, es 

atacada por la segunda cisteína de la Trx liberando así a la proteína blanco 

reducida y a la Trx oxidada (Figura 12) (Kallis y Holmgren, 1980; Wynn et 

al.,1995). Por lo tanto, parece ser que la reducción de la S-RNasa por la NaTrxh 

es específica y depende de un previo reconocimiento del sustrato por parte de 

esta Trx.  

 Es posible que las S-RNasas formen oligómeros in planta, ya que se ha 

encontrado que la expresión de una forma inactiva de S-RNasa con una activa del 

mismo alelo tiene un efecto negativo en el rechazo del polen alelo S-específico 

(McCubbin et al., 1997). Además, se han encontrado dímeros de S-RNasa por 
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cromatografía de exclusión molecular bajo condiciones reductoras, ácidas y 

ligeramente desnaturalizantes (Oxley y Bacic, 1996). Esto significa que es posible 

que para que la S-RNasa interaccione con la determinante masculina, SLF, en su 

forma tetramérica, que es como se propone que se encuentra en el tubo polínico 

(Kao y Tsukamoto, 2004; Sijacic et al., 2004), la S-RNasa forme oligómeros, al 

menos como homodímeros. La interacción de la NaTrxh con la S-RNasa y su 

consecuente reducción pueden ser de gran importancia, ya que proveería de las 

condiciones óptimas (reductoras) que generen un cambio conformacional de la 

S-RNasa, promoviendo dicha oligomerización y favoreciendo así su interacción 

con el homotetrámero de SLF. 

 Cuando se realizó una centrifugación analítica de la SC10-RNasa purificada, 

la proteína presentó un coeficiente de sedimentación correspondiente a la forma 

monomérica. Sin embargo, al reducirla con Tris (2-carboxietil) fosfina (TCEP), se 

obtuvo que el coeficiente de sedimentación incrementó, indicando la presencia de 

dímeros y agregados más grandes de S-RNasa (B. McClure, sin publicar). 

También se demostró por espectroscopía por dicroismo circular que al calentar a 

la SF11-RNasa, ésta comienza a desnaturalizarse a los 55°C aproximadamente 

bajo condiciones no reductoras; mientras que cuando está reducida no se observa 

dicho efecto. Inclusive, a los 75°C se observa un perfil de desnaturalización muy 

diferente dependiendo de las condiciones (reductora o no reductora), sugiriendo 

que la S-RNasa es más termoestable cuando se encuentra reducida (B. McClure, 

sin publicar). Los ensayos de actividad de ribonucleasa en gel no mostraron que la 

S-RNasa se afectara al ser reducida por TCEP a temperaturas biológicamente 

relevantes (B. McClure, sin publicar). De esta manera, si la S-RNasa es reducida 

in vivo para cumplir su actividad biológica, es muy probable que sea la NaTrxh el 

agente reductor in planta. 

 Las condiciones extracelulares generalmente son oxidativas. Así que si la 

NaTrxh lleva a cabo su función en la matriz extracelular del tejido de transmisión, 

una posible función sea mantener estable y activa a la S-RNasa en forma 

oligomérica. Otra posibilidad es que, como ya se mencionó, ambas proteínas sean 

incorporadas al tubo polínico, donde la S-RNasa debiera recuperar tanto su 
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estabilidad como actividad, lográndola gracias a la reducción por la NaTrxh. De 

igual manera, este cambio conformacional favorecería su interacción con la SLF. 

 La secreción de la NaTrxh a la matriz extracelular del tejido de transmisión 

en los estilos de N. alata, su interacción y consecuente reducción de la S-RNasa, 

son evidencias que sugieren fuertemente que esta tiorredoxina tipo h tenga un 

papel muy importante en el rechazo del polen alelo S-específico en N. alata. 

 

 

VII.4. Posible función de la NaTrxh en el sistema de AI en N. alata 

 

 El modelo de la evasión de la citotoxicidad de las S-RNasas (Figura 8), 

muestra que éstas junto con la proteína 120K son incorporadas al tubo polínico y 

compartamentalizadas en una vacuola (Goldraij et al., 2006). 

Es importante considerar que el ambiente vacuolar generalmente es ácido. 

Se ha demostrado que este ambiente ácido es mantenido principalmente por la 

bomba de protones vacuolar dependiente de ATP (V-ATPasa) (Padmanaban et 

al., 2004) y que dicha acidificación de las vacuolas provee de energía para la 

liberación e incorporación de iones y metabolitos (Sze et al., 1992; Lüttge y 

Ratajczak, 1997).  

Es muy probable que la proteína 120K de alguna manera se encuentra 

asociada a la membrana del compartimiento vacuolar que la contiene junto con las 

S-RNasas en el tubo polínico. La señal que se observa en los ensayos de 

inmunolocalización de 120K muestran un patrón similar al que se observa con la 

enzima de membrana vacuolar vPPasa (Goldraij et al., 2006). En nuestro 

laboratorio se encontró, por la técnica de doble híbrido en levadura, que la región 

del carboxilo de 120K interacciona con la subunidad c de la V-ATPasa, la cual, en 

número de 6 copias, forma un canal de protones, cuya rotación es esencial para el 

transporte de los mismos (Hirata et al., 2003). 

Este dato es muy relevante porque se considera que la acidificación de las 

vesículas por la V-ATPasa es crítica en la endocitosis de complejos 

ligando-recepetor, en el tráfico de membranas y de proteínas solubles vacuolares 
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en levadura (Stevens y Forgac, 1997). Cuando la V-ATPasa es inhibida por 

concanamicina A, la liberación adecuada de las proteínas solubles vacuolares se 

pierde en N. tabacum (Matsuoka et al., 1997). 

De acuerdo a las obsevarciones de Oxley y Bacic (1996) y de B. McClure 

(sin publicar), las S-RNasas al localizarse en la vacuola del tubo polínico, se 

encontrarían en un ambiente ácido y propicio para su oligomerización. Como la 

NaTrxh interacciona con la S-RNasa independientemente de la presencia de 

puentes disulfuro, se propone que la NaTrxh se incorpora por la misma vía que las 

S-RNasas al tubo polínico (Figura 36). Por otro lado, se tienen datos en el 

laboratorio por cromatografía de afinidad que también es posible que la NaTrxh 

interaccione con la 120K, aumentando la probabilidad de que la incorporación de 

la NaTrxh sea por la misma vía que las S-RNasas y 120K. Una vez incorporadas 

al tubo polínico, sería ahí donde actuaría como agente reductor biológico que 

mantendría el estado reductor propicio para la estabilización, mantenimiento de la 

actividad de las S-RNasas y la generación de una conformación que le permita 

interaccionar de manera adecuada con los homotetrámeros de SLF. 

Una vez liberadas las S-RNasas a la matriz extracelular del tejido de 

transmisión estilar, éstas podrían sufrir una oxidación debido a las posibles 

condiciones extracelulares oxidativas (Figura 36A). Esto podría provocar que su 

conformación no sea la adecuada para su interacción con SLF y/o su óptimo 

efecto citotóxico sobre el tubo polínico, una vez incorporadas en su citoplasma. 

Esta posible oxidación de la S-RNasa de alguna manera podría favorecer su 

interacción con otras proteínas estilares, tales como 120K, NaTTS y la proteína 

similar a quimiocianina de 11 kDa, p11 (Cruz-García et al., 2003; 2005). Además, 

la interacción NaTrxh:S-RNasa independiente de la presencia de grupos tiol, 

reportada en este trabajo, sugiere que posiblemente la NaTrxh también se 

encuentra formando este complejo proteico. 
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Figura 36. Posible función de la NaTrxh en el sistema de AI en N. alata. A. Las células del tejido de 
transmisión (TT) secretan una gran variedad de proteínas hacia la matriz extracelular donde la 
mayoría son oxidadas, entre las cuales se encuentran la NaTrxh (estructura proteica), 120K (verde) 
y las S-RNasas (azul y rojo obscuros) (formando los complejos observados in vitro) y HT-B 
(naranja). B. Cruza compatible. La NaTrxh es incorporada también por endocitosis al tubo polínico. 
Al haber fugas de S-RNasas y NaTrxh hacia el citoplasma del tubo polínico, donde existe NADPH y 
al menos una NTR (turquesa), se lleva a cabo la reducción y oligomerización de las S-RNasas, lo 
cual favorece su interacción con el homotetrámero de SLF3 (negro). Como no hay coincidencia 
alélica, se promueve la degradación de HT-B. También se contempla que en la vacuola es donde 
la NaTrx puede ser reducida por NADPH y una NTR posiblemente transportados a la vacuola 
(blanco). De esta manera, las S-RNasas son reducidas y se oligomerizan. Como HT-B es 
degradada, la vacuola se mantiene intacta y las S-RNasas no son liberadas al citoplasma del tubo 
polínico, permitiendo que éste siga su crecimiento. C. Cruza incompatible. La interacción de la 
S1-RNasa con los homotetrámeros de SLF1 (azul claro) se da adecuadamente debido a la 
reducción de la S-RNasa por la NaTrxh en el citoplasma. Como sí hay coincidencia alélica, se 
promueve la estabilización de HT-B y el compartimiento membranoso desaparece, liberando a las 
S-RNasas en forma estable debido a la posible reducción por la NaTrxh desde la vacuola. En A, B 
y C los estilos mostrados expresan los alelos S1 y S2. El tubo polínico en A expresaría a SLF3 y en 
B a SLF1. Los símbolos que representan a las S-RNasas (oxidadas y reducidas), a los dos 
haplotipos de SLF en forma homotetramérica, a la NaTrxh (oxidada y reducida) y a los demás 
factores involucrados están mostrados en la parte inferior de la figura. 
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En la propuesta de las figuras 36B y C se considera como factor importante 

la posible fuga de S-RNasas al citoplasma del tubo polínico, contemplada por el 

modelo de la evasión de citotoxicidad de las S-RNasas (Figura 8) con el fin de 

explicar una interacción directa S-RNasa:SLF (Goldraij et al., 2006; McClure y 

Franklin-Tong, 2006). De tal manera, es también posible que haya fugas de la 

NaTrxh debido a su fuerte interacción con la S-RNasa. Así, en el citoplasma del 

tubo polínico, donde seguramente hay NADPH y una NTR, también se llevaría a 

cabo la reducción de la S-RNasa, produciendo la forma oligomérica que 

posiblemente es la que interacciona favorablemente con los homotetrámeros de 

SLF. Si los haplotipos no coinciden, la interacción entre las determinantes alélicas 

no se lleva a cabo adecuadamente y entonces las S-RNasas permanecen 

compartamentalizadas en la vacuola debido a la ausencia de HT-B (Goldraij et al., 

2006) (Figura 36B). En una cruza incompatible, los oligómeros de la S-RNasa 

interaccionan adecuadamente con los homotetrámeros de SLF, provocando que 

HT-B sea mantenida y las S-RNasas serían liberadas al citoplasma del tubo 

polínico (Goldraij et al., 2006) (Figura 36C), tal y como se explica por el modelo de 

la evasión de la citotoxicidad de las S-RNasas (Goldraij et al., 2006; McClure y 

Franklin-Tong, 2006). 

 En la Figura 36 se propone principalmente que las fugas de NaTrxh y 

S-RNasa son fundamentales para que la NaTrxh reduzca a la S-RNasa en el 

citoplasma del tubo polínico y así favorecer su interacción con SLF. Sin embargo, 

también se contempla la posibilidad de que la NaTrxh se encuentre dentro de la 

vacuola y pueda ser reducida por una NTR que hipotéticamente se incorpore a 

este compartimiento del tubo polínico. El NADPH, producido en la vacuola o 

incorporado a ésta, junto con la NTR mantendrían el sistema NADPH/NTR/Trx 

dentro de la vacuola para que la NaTrxh pueda reducir a las S-RNasas 

compartamentalizadas y así mantenerlas en su forma más estable y activas. En 

caso de ser liberadas, podrán llevar a cabo su efecto citotóxico sobre el tubo 

polínico en forma rápida y eficiente. Ambas posibilidades son factibles e incluso no 

son excluyentes. 
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VIII. CONCLUSIONES 

 

 La NaTrxh es una proteína que se expresa más en los estilos de especies 

AI que en los de las especies AC de Nicotiana, sugiriendo que sea uno de los 

genes modificadores involucrados en la respuesta del rechazo del polen alelo 

S-específico. A pesar de que NaTrxh presenta un patrón de expresión ubicuo a 

nivel de proteína en N. alata, se propone que es una Trx que participa en eventos 

reproductivos. Una evidencia que apoya esta idea es que, además de expresarse 

principalmente en los verticilos florales, en los estilos no sólo interacciona con la 

S-RNasa, sino también la reduce. Esta reducción es de gran relevancia fisiológica 

si se considera que puede ser la causa de que la S-RNasa posea una 

conformación adecuada que le permita interaccionar con SLF, su contraparte 

masculina en el tubo polínico. 

 La NaTrxh es una Trx h cuya característica particular, y novedosa en 

plantas, es que es una proteína de secreción. Esta proteína contiene un dominio, 

probablemente entre los residuos Ala-17 y Pro-27, que promueve su exportación 

hacia la matriz extracelular del tejido de transmisión de los estilos en N. alata. 

 Las redes de interacción entre el tubo polínico y el pistilo se llevan a cabo 

principalmente en la matriz extracelular del tejido de transmisión estilar. El hecho 

de que la NaTrxh sea secretada hacia esta región del estilo y coexista 

espacialmente con la S-RNasa refuerza la propuesta de que tanto su interacción 

como la reducción de la S-RNasa se lleve a cabo in vivo, siendo así la NaTrxh el 

agente reductor que provoca una conformación adecuada de la S-RNasa para que 

realice su función de reconocimiento alelo S-específico. 
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APÉNDICE 
 
 
Amortiguador de corrida SDS-PAGE (cátodo y ánodo) 

a) Glicina: 14.4 g 
b) Tris: 3 g 
c) SDS: 1 g 
d) Aforar a 1 l con H2O desionizada. 

 
Amortiguador de electrotransferencia (Western-blot) 

a) Glicina: 14.4 g 
b) Tris: 3 g 
c) SDS: 1 g 
d) Metanol: 200 ml 
e) Aforar a 1 l con H2O desionizada. 

 
Amortiguador de muestra 6X (para SDS-PAGE) 

a) Tris·HCl 0.28 M, pH 6.8 
b) Glicerol: 30% (v/v) 
c) SDS: 1% (w/v) 
d) DTT (opcional): 0.5 M 
e) Azul de bromofenol: 0.0012% (w/v) 
f) Si se desea preparar con DTT, éste se usa a una concentración final de  

 
Amortiguador salino de fosfatos (PBS) 10X 

a) NaCl: 80.0628 g 
b) KCl: 2.013 g 
c) Na2HPO4·7H2O: 11.527 g 
d) NaH2PO4·H2O: 1.9318 g 
e) Disolver en 900 ml de H2O desionizada 
f) Ajustar a pH 7.3 
g) Aforar a 1 l y esterilizar por autoclave. 

 

Células de A. tumefaciens competentes para transformación por choque 
térmico 

a) Crecer una colonia de A. tumefaciens en medio YM a 28°C toda la 
noche con agitación constante. 

b) Inocular 2 ml del cultivo anterior en 50 ml de medio YM fresco. 
c) Incubar con agitación constante a 28°C hasta alcanzar una DO600 de 0.5. 
d) Enfriar el cultivo en hielo por 10 min y centrifugar a 6,000 rprm 5 min a 

4°C. 
e) Resuspender el botón celular en 1 ml de solución de CaCl2 20 mM con 

glicerol al 10% y dividir en alícuotas de 100 µl. 
f) Las células pueden usarse inmediatamente para transformación o 

congelarse con nitrógeno líquido y guardarlas a -80°C. 
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Células de E. coli competentes para transformación por choque térmico 
a) Crecer una colonia de E. coli en 50 ml de medio LB contenidos en un 

matraz de 250 ml. Incubar con agitación constante a 37°C toda la noche. 
b) Inocular 4 ml del cultivo anterior en 400 ml de medio LB fresco en un 

matraz de 2 l. 
c) Dejar crecer a 37°C con agitación constante (250 rpm) hasta alcanzar 

una DO590 de 0.375. 
d) Vaciar el cultivo en 4 tubos de polipropileno de 250 ml estériles y 

dejarlos en hielo de 5 a 10 min. 
e) Centrifugar a 3,000 rpm 7 min a 4°C. 
f) Resuspender gentilmente cada botón celular en 20 ml de solución de 

CaCl2 fría (preparada como se describe más adelante en este apéndice). 
g) Centrifugar a 3,000 rpm 5 min a 4°C. 
h) Repetir el paso f. Mantener resuspendidas a las células en hielo por 

30 min. Mezclar cuidadosamente el contenido de los tubos en uno solo. 
i) Centrifugar a 3,000 rpm 7 min a 4°C. 
j) Resuspender el botón celular con 5 ml de la solución de CaCl2 frío y 

dividir en alícuotas de 100 µl. 
k) Sumergir los tubos en nitrógeno líquido y finalmente, guardarlos a -80°C. 

 
Medio LB líquido 

a) Triptona (o peptona): 16 g 
b) Extracto de levadura: 10 g 
c) NaCl: 5 g 
d) Aforar a 1 l con H2O desionizada. 
e) Esterilizar por autoclave. 
f) Si se requiere la adición de antibióticos, éstos deben aplicarse una vez 

esterilizado y enfriado el medio. 
 
Medio LB sólido 

a) Utilizar los mismos reactivos que para el medio LB líquido. 
b) Antes de aforar, agregar 15 g de agar por cada litro de medio LB. 
c) Esterilizar por autoclave. 
d) Si se requiere la adición de antibióticos, éstos deben aplicarse una vez 

esterilizado y enfriado el medio pero sin que se haya solidificado. 
 
Medio YM (para células de A. tumefaciens) 

a) Manitol 10.0 g 
b) Extracto de levadura: 0.4 g 
c) NaCl: 0.1 g 
d) K2HPO4: 0.2 g 
e) Aforar a 1 l con H2O desionizada (solución A). 
f) Preparar por separado una solución de MgSO4 2 M (solución B) 
g) Esterilizar por autoclave (por separado la solución A de la B). 
h) Antes de utilizar el medio para cultivo, agregar a la solución A la solución 

B, en una proporción 1,000:1. 
i) Si se requiere la adición de antibióticos, éstos deben aplicarse una vez 

esterilizado y enfriado el medio. 
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Medio YM sólido 
a) Preparar la solución A del medio YM. 
b) Antes de aforar, agregar 15 g de agar por cada litro de medio YM. 
c) Esterilizar por autoclave. 
d) Agregar la solución B estéril a la solución A en proporción de 1,000:1. 
e) Si se requiere la adición de antibióticos, éstos deben aplicarse una vez 

esterilizado y enfriado el medio. 
 
Solución de CaCl2 (para células de E. coli competentes) 

a) CaCl2: 60 mM 
b) Glicerol: 15% (v/v) 
c) PIPES: 10 mM, pH 7.0 
d) Esterilizar por autoclave. 

 
Solución de insulina a una concentración de 10 mg/ml 

a) Resuspender 5 mg de insulina de bovino (Sigma) en 4 ml de Tris·HCl 
50 mM, pH 8.0. 

b) Ajustar a pH 2.0 con HCl 1 M. 
c) Titular rápidamente a pH 8.0 con NaOH 1 M. 
d) Aforar a un volumen final de 5 ml con H2O. 

 
Transformación de células de A. tumefaciens por choque térmico 

a) Descongelar a las células competentes en hielo. 

b) Agregarles 1 µg del plásmido con el que se desea transformar. 
c) Congelar a las células con el plásmido en nitrógeno líquido por 5 min. 
d) Incubar a las células a 37°C por 25 min. 
e) Agregar 1 ml de medio YM sin marcador de selección e incubar por 3 h a 

28°C con agitación constante (225 – 250 rpm). 
f) Centrifugar a 13,000 rpm por 30 s y resuspender el botón celular con 

100 µl de medio YM. 
g) Plaquear las células en medio YM sólido con el(los) marcador(es) de 

selección. 
h) Incubar a 28°C por 2 ó 3 días para obtener a las células transformantes. 

 
Transformación de células de E. coli por choque térmico 

a) Agregar a 100 µl de células competentes XX ng del plásmido con el que 
se desea transformar. 

b) Incubar en hielo por 30 min. 
c) Incubar a 42°C por 40 s. 

d) Adicionar 450 µl de medio LB con glucosa 20 mM e incubar a 37°C con 
agitación constante (200 – 225 rpm) por 1 h. 

e) Centrifugar a 13,000 rpm por 30 s y resuspender el botón celular con 

100 µl de medio LB. 
f) Esparcir en un aplaca de LB con el marcador de selección. 
g) Incubar a 37°C toda la noche. 
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ABREVIATURAS 

 

120K 
 
AC 
 
Affi-Gel-BSA 
 
Affi-Gel-Gly 
 
Affi-Gel-NaTrxh 
 
 
AFLP 
 
AI 
 
ARC1 
 
BSA 
 
CaMV35S 
 
DMSO 
 
DTT 
 
eSRK 
 
 
FAD / FADH2 
 
FITC 
 
FTR 
 
GFP 
 
GST 
 
mBBr 
 
N. alata BT 
 
 
NADP+ / NADPH 
 
Nap11 
 
NaTTS 
 
NTR 
 

Arabinogalactoproteína de 120 kDa 
 
Autocompatible 
 
Columna de Affi-Gel con BSA unida covalentemente 
 
Columna de Affi-Gel bloqueada con glicina 
 
Columna de Affi-Gel con NaTrxh recombinante unida 
covalentemente 
 
Amplificación de fragmentos polimórficos en longitud 
 
Autoincompatibilidad / autoincompatible 
 
Proteína con repeticiones tipo arm 
 
Albúmina de suero bovino 
 
Promotor 35S del virus del mosaico del tabaco 
 
Dimetil sulfóxido 
 
Ditiotreitol 
 
Forma truncada de SRK (sólo contiene la parte soluble del 
dominio extracelular de SRK) 
 
Flavín adenín dinucleótido oxidado / reducido 
 
Fluorocromo isotiocianato de fluoresceína (verde) 
 
Tiorredoxina reductasa dependiente de ferredoxina 
 
Proteína verde fluorescente 
 
Glutatión S-transferasa 
 
Monobromobimano 
 
Nicotiana alata cultivar BT (no expresa ninguna S-RNasa, por lo 
que es un cultivar AC) 
 
Nicotinamida adenín dinucleótido fosfato oxidado / reducido 
 
Quimiocianina específia de estilos de Nicotiana alata de 11 kDa 
 
Proteína específica del tejido de transmisión de N. alata 
 
Tiorredoxina reductasa dependiente de NADPH 
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PAO 
 
PBS 
 
PCR 
 
PELPIII 
 
PRDX 
 
RE/Golgi 
 
RNAi 
 
SCR 
 
 
SDS 
 
SDS-PAGE 
 
S-RNasa 
 
 
 
SCF 
 
SLF 
 
 
SLG 
 
SRK 
 
 
TCEP 
 
Trx 
 
Trx-S2 
 
Trx-(SH)2 
 
V-ATPasa 
 
vPPasa 

4-aminofenilarsinóxido 
 
Amortiguador fosfato-salino 
 
Reacción en cadena de la polimerasa 
 
Proteína similar a extensina III de pistilo 
 
Peroxirredoxina 
 
Retículo endoplásmico y aparato de Golgi 
 
RNA de interferencia 
 
Proteína rica en cisteína del locus S de Brassicaceae 
(determinante masculina del sistema de AI esporofítico) 
 
Dodecil sulfato de sodio 
 
Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS 
 
Glicoproteína con actividad de ribonucleasa del locus S de 
Solanaceae (determinante femenina del sistema de AI 
gametofítico) 
 
Complejo de ubiquitina ligasa E3 (Skp1-culina-caja F) 
 
Proteína con caja F del locus S de Solanaceae (determinante 
masculina del sistema de AI gametofítico) 
 
Glicoproteína del locus S de Brassicaceae 
 
Receptor con actividad de cinasa del locus S de Brassicaceae 
(determinante femenina del sistema de AI esprofítico) 
 
Tris (2-carboxietil) fosfina 
 
Tiorredoxina 
 
Tiorredoxina oxidada 
 
Tiorredoxina reducida 
 
Bomba de protones vacuolar dependiente de ATP 
 
Pirofosfatasa de membrana vacuolar 
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